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Résumé

Résumé

La lutte contre le cancer par inhibition de la vascularisation tumorale s’appuie sur deux
approches complémentaires : freiner la formation de nouveaux vaisseaux sanguins (anti-
angiogenése) et perturber les vaisseaux existants (thérapie de destruction vasculaire). Dans
cette étude, les effets antivasculaires de I’extrait brut de Ginkgo biloba ont été examinés a
I’aide du mod¢le de la membrane chorioallantoidienne (CAM). Dés le 3¢ jour d’incubation,
des cultures in ovo ont été préparées. Au 8¢ jour, la préparation végetale a été appliquée
directement sur la CAM. Une solution saline a servi de contrle négatif, tandis que la
dexaméthasone et le jus d’ail ont servi de témoins positifs. Des photographies ont été prises,

ce qui permet de suivre les altérations vasculaires induites.

Le Ginkgo biloba a démontré une action anti-angiogénique notable en bloquant la
néovascularisation sans altérer les vaisseaux existants. Il se distingue par I’absence d’effets
indésirables majeurs (tels que D’irritation, les saignements ou les thromboses) sur la CAM.
Toutefois, il induit une kératinisation de la membrane, une vasoconstriction vasculaire, un
arrét du flux sanguin et une diminution de la densité vasculaire, le tout sans provoquer la mort

embryonnaire.

Mots-clés : Activité Anti-Vasculaire (AAV), Angiogenese, Cancer, Perturbation

vasculaire, Effet Anti-Angiogénique, Membrane Chorioallantoidienne (CAM), Ginkgo biloba



Abstract

Abstract

The fight against cancer by inhibiting tumor vascularization is based on two
complementary approaches: preventing the formation of new blood vessels (anti-
angiogenesis) and disrupting existing vessels (vascular disruption therapy). In this study, the
antivasculare effects of crude Ginkgo biloba extract were investigated using the
chorioallantoic membrane (CAM) model. On the 3¢ day of incubation, in ovo cultures were
prepared. On the 8¢ day, the plant preparation was applied directly to the CAM. A saline
solution served as the negative control, while dexamethasone and garlic juice served as the
positive controls. Photographs were taken, allowing for the monitoring of the induced

vascular alterations.

Ginkgo biloba demonstrated a notable anti-angiogenic action by blocking
neovascularization without altering existing vessels. It is distinguished by the absence of
major adverse effects (such as irritation, bleeding, or thrombosis) on the CAM. However, it
induces membrane keratinization, vascular vasoconstriction, a cessation of blood flow, and a

decrease in vascular density, all without causing embryonic death.

Keywords: Anti-Vascular Activity (AVA), Angiogenesis, Cancer, Vascular disruption,
Anti-Angiogenic Effect, Chorioallantoic Membrane (CAM), Ginkgo biloba
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Introduction

Le cancer constitue aujourd’hui 1’'une des principales causes de déces chez les adultes
dans le monde, avec prés d’un décés sur dix qui en découle. Bien qu’il ait longtemps été
associé aux pays industrialisés, il s’affirme désormais comme un défi sanitaire de taille dans
les pays en développement, ou les diagnostics souvent tardifs rendent les traitements plus
complexes (Ndahindwa et al., 2013). Cette réalité résulte d’une interaction de facteurs
d’origines physique, chimique et biologique, renforcée par les susceptibilités genétiques et le

vieillissement naturel du corps humain (Mazeron et al., 2005).

En 2020, environ 19,3 millions de nouveaux cas ont été enregistrés dans le monde,
accompagneés de plus de 10 millions de déces. Si aucune mesure efficace n’est prise, les
projections indiquent une hausse de 49 % des cas et de 62 % des déces liés au cancer d’ici

2040 (Zingué et al., 2024).

Pour combattre le cancer, plusieurs approches thérapeutiques sont disponibles, telles que
I’intervention chirurgicale (Wyld et al., 2015) , la chimiothérapie (Hassan et al., 2025), la
radiothérapie (Zhao et al., 2025), ainsi que les traitements ciblés (Gupta et Murtaza, 2025),
I’immunothérapie (Sareen et al., 2025) et la thérapie antivasculaire (Chen et al., 2025 ; Yang
etal., 2025 ;).

Le systéme vasculaire joue un réle essentiel dans la promotion et le soutien de la
croissance tumorale, et constitue une cible thérapeutique importante. Différents traitements
antivasculaires ont été développés pour améliorer le contréle tumoral par le biais d’agents
ciblant les vaisseaux (VTA). Les VTA se divisent en deux groupes : les agents
antiangiogéniques et les agents perturbateurs de vaisseaux (Delmonte et Sessa, 2009).

La lutte contre le cancer par thérapie anti-angiogénique repose sur une stratégie ancienne
visant a priver les cellules tumorales de leur approvisionnement en oxygene et en nutriments.
Cela est réalisé en réduisant le développement du réseau vasculaire et en empéchant la
création de nouveaux vaisseaux sanguins. La plupart des médicaments homologués dans ce
domaine agissent en ciblant le facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF), un
élément clé dans le processus de formation des vaisseaux. Par ailleurs, en plus de limiter
I’angiogenése, ces traitements peuvent optimiser les réponses immunitaires, car le VEGF joue

¢galement un rdle dans I’immunosuppression. Bien que cette approche repose sur une base
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scientifique solide, les résultats cliniques se sont révelés décevants dans de nombreux cas
(Lopes-Coelho et al., 2021).

Les agents perturbateurs vasculaires de faible poids moléculaire (VDAS) provoquent une
interruption marquée du flux sanguin vers les tumeurs solides, entrainant une nécrose étendue
des cellules tumorales, tout en laissant relativement intacte la circulation sanguine dans les
tissus normaux (Tozer et al., 2005). Ces VDAs peuvent étre constitués soit de composés

d’origine biologique, soit de petites molécules (Pallatt et al., 2025).

Les VDAs biologiques reposent sur l'utilisation de ligands spécifiques tels que des
anticorps, des peptides ou des facteurs de croissance, permettant I’acheminement ciblé de
substances toxiques, de déclencheurs de coagulation ou d’agents pro-apoptotiques vers
I’endothélium des vaisseaux tumoraux. D’un autre coOté, certaines petites molécules agissent
sans ciblage spécifigue mais exploitent les caractéristiques distinctives des vaisseaux
tumoraux par rapport aux vaisseaux normaux. Elles provoquent ainsi une coupure rapide et
sélective de I’apport sanguin a la tumeur (Thorpe et al., 2003). Parmi ces composés, on
retrouve les combretastatines, qui se fixent sur la tubuline, plusieurs d’entre elles étant
actuellement a 1’étude dans des essais cliniques. Le DMXAA (acide 5,6-diméthylxanthénone-
4-acétique), qui appartient a une classe différente de molécules, fait également 1’objet de

recherches cliniques (Tozer et al., 2005).

La recherche de composés nouveaux et efficaces d’origine naturelle constitue depuis
longtemps un enjeu majeur dans le domaine des sciences pharmaceutiques. Les plantes ont
démontré leur potentiel en tant que structures de base prometteuses pouvant servir de
fondement a des le cancer. De nombreux médicaments anticancéreux actuellement utilisés, ou
leurs analogues, sont issus des plantes, et beaucoup d’autres sont encore en phase d’essais

cliniques (Khazir et al., 2014).

Certaines recherches indiquent que les plantes peuvent jouer un réle prometteur dans la
lutte contre le cancer tel que Ginkgo biloba. Notamment grace a leur capacité a inhiber
I’angiogenese qui est essentiel a la croissance tumorale. Cette propriété antiangiogeniques
pourrait en partie expliquer son efficacité observee dans divers modeles biologiques (Omar et
Al-Wabel, 2010; Boateng, 2023). Toutefois, peu d'études ont eu recours jusqu'a présent au
modeéle de la membrane chorioallantoidienne (CAM) du poulet pour évaluer les effets de

Ginkgo biloba. Dans ce contexte, 1’introduction de cette plante en tant que candidat
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perturbateur vasculaire (VDA) dans ce modeéle représente une démarche novatrice, susceptible

d’ouvrir la voie a de nouvelles approches thérapeutiques contre le cancer.

L’objectif de cette étude est d’examiner, in ovo, I’effet anti-vasculaire de Ginkgo biloba,
notamment ses propriétés anti-angiogéniques et sa capacité a perturber le réseau vasculaire, a

I’aide du modele CAM (membrane chorioallantoidienne) de I’embryon de poulet.
Cette etude se décline en deux volets complémentaires:

1. Le premier propose une synthese des données scientifiques actuelles relatives a la
biologie de 1’angiogenése, aux stratégies thérapeutiques antiangiogéniques, a 1’anatomie et
aux fonctions de la membrane chorioallantoidienne du poulet (CAM), ainsi qu'a ses
applications expérimentales. Une attention particuliere est également portée au réle de la

phytothérapie dans ce domaine.

2. Le second volet s’inscrit dans une approche expérimentale in ovo, visant a évaluer le

pouvoir antivasculaire de I’extrait Ginkgo biloba.
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Chapitre | : Systéme vasculaire et progression tumorale

I.1. Le systeme vasculaire

Le systeme vasculaire, composé des vaisseaux sanguins artéres, capillaires et veines et du
ceeur, constitue I’ensemble du systéme cardiovasculaire. Il fonctionne comme un réseau de
transport dans lequel le sang, servant de moyen d’échange, est propulsé grace a ’action du
cceur au sein d’un circuit fermé formé par des conduits flexibles. Cette circulation continue de
liquide dans I’organisme joue un rdle essentiel dans 1’approvisionnement des cellules en
oxygene et nutriments indispensables a leur fonctionnement. Elle contribue également a
I’¢limination des déchets métaboliques tels que le dioxyde de carbone et d’autres substances.
Toutefois, ces échanges ne s’effectuent pas directement via le sang, mais passentstitiel qui
facilite le transfert entre les cellules et le systéme vasculaire. De nombreuses autres fonctions

viennent compléter ce processus circulatoire (Witzleb, 1989).

I.1.1. Structure et fonction des vaisseaux sanguins

Les vaisseaux sanguins jouent un role essentiel dans le transport du sang a travers
I'organisme. lls assurent la distribution des nutriments et de I'oxygéne depuis le cceur vers les
tissus, tout en récupérant les déchets métaboliques pour les acheminer vers les organes
responsables de leur élimination. On distingue trois types principaux de vaisseaux : les
arteres, qui transportent le sang du cceur vers les organes, les veines, qui le raménent vers le
ceeur, et les capillaires, qui facilitent les échanges de substances entre le sang et les cellules
(figure 01). Au fil du réseau vasculaire, la structure et le diamétre de ces vaisseaux varient en
fonction de leur role spécifique, bien que certaines caractéristiques restent communes (Lindop
et al., 1995; Pugsley et Tabrizchi, 2000; Arribas et al., 2006).

1.1.1.1. Les artéres

Les arteres sont classifiées en deux types principaux en fonction de leurs différences
histologiques : les artéres élastiques, riches en protéines élastiques, et les artéres musculaires,
avec leurs parois essentiellement musculaires qui assurent une distribution rapide et efficace
du sang (Rahodin, 1967).

1.1.1.2. Les veines

Les parois des veines sont fines et extensibles. Contrairement aux arteres, elles
contiennent peu de cellules musculaires lisses. De plus, les veines possédent des valves

constituées de tissu conjonctif et tapissées de cellules endothéliales, ce qui permet de diriger
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le flux sanguin et de faciliter le retour du sang des organes vers le ceeur (Cleaver et Melton,
2003).

1.1.1.3. Les capillaires

Les capillaires se caractérisent par lI'absence de muscles lisses et sont composés d'une
seule couche de cellules endothéliales d'environ 0,25 mm d'épaisseur, une membrane basale,
et une population de péricytes ou cellules de Rouget (Hirschi et D'Amore, 1996; Taylor et al.,
1994).

Les capillaires peuvent étre classés en trois types : continus, fenétrés et discontinus.

1.1.1.3.1. Les capillaires continus

Largement présents dans le corps humain, constituent le type de capillaires le plus

fréquent (Taylor et Granger, 1985).

1.1.1.3.2. Les capillaires fenétrés

sont moins courants et se localisent principalement dans les organes endocriniens et les

glomérules rénaux.

1.1.1.3.3. Les capillaires discontinus.

également appelés sinusoides, ils sont exclusivement présents dans des tissus hautement
spécialisés comme le foie et les organes hématopoiétiques tels que la moelle osseuse et la rate
(Taylor et al., 1994).
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Figure 01: structure des vaisseaux sanguins(Mescher, 2010).

1.1.2. Systéeme lymphatique

Ce réseau vasculaire organisé permet d'évacuer les liquides interstitiels de tout le corps et
de les renvoyer vers la circulation veineuse.Les capillaires lymphatiques sont reliés au
systéme sanguin par des vaisseaux pré-collecteurs, puis des vaisseaux collecteurs qui
s’unissent aux canaux thoraciques (figure 02). Ce systéme, fermé et a sens unique, assure
principalement un role de purification. Il joue également un rdle clé dans la défense
immunitaire en permettant aux antigénes d’interagir avec les cellules immunitaires au niveau
des ganglions lymphatiques, renfor¢ant ainsi les défenses de 1’organisme. Lors de la
progression des tumeurs, le systéme lymphatique intervient activement dans la propagation
des cancers solides. La présence de cellules tumorales dans les ganglions lymphatiques est
souvent associée a un pronostic défavorable pour les patients atteints de cancer ( Vittet et
Feige, 2007).
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Figure 02: structure des vaisseaux lymphatiques (Jain, 2003).

1.2. La formation du systéme vasculaire

Le systeme vasculaire est un réseau complexe spécialisé, vital pour le transport de
I'oxygéne et des nutriments et des hormones a travers les tissus, ainsi que pour I'élimination
des déchets (Patel-Hett et D’Amore, 2011).Les vaisseaux sanguins sont principalement
constitues de cellules endothéliales qui se connectent entre elles pour former les conduits
responsables du flux sanguin et de la perfusion des tissus. Pendant I'embryogenése, les
vaisseaux sanguins se forment par deux mécanismes distincts : la vasculogenese, ou les
cellules endothéliales émergent a partir de cellules progénitrices; ou I'angiogenese, ou de
nouveaux capillaires se développent a partir de vaisseaux déja existants (Hanahan et Folkman,
1996).

1.2.1. Vasculogenese

Un terme introduit par Risau et ses collaborateurs en 1988 (Risau et Lemmon, 1988).
C'est la premiére étape dans I'établissement du réseau vasculaire, immédiatement suivie par
I'angiogenese(Patan, 2004; Penn, 2008). La vasculogenese est le mécanisme a l'origine des
premiers réseaux vasculaires dans l'embryon. processus aboutit a la formation d'un arbre
vasculaire primitif. Ce processus débute a partir des hémangioblastes, précurseurs issus du
mésoderme. Ces cellules pluripotentes subissent une différenciation et s’associent pour
donner naissance a des Tlots sanguins, composés d'angioblastes entourant des cellules souches

hématopoiétiques ( figure 03). Ensuite, les angioblastes évoluent en cellules endothéliales,
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tandis que les Tlots sanguins se combinent et se creusent pour former une lumiére, conduisant

a la creation d'un plexus vasculaire primaire(Risau et Flamme, 1995).

Celidos souches Collukes
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|\ Angoblases

/’I
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Figure 03: La vasculogenese (Risau et Flamme, 1995).
La vasculogenese est principalement limitée aux étapes précoces du développement

embryonnaire. Cependant, chez I’adulte, on peut observer la formation de nouveaux vaisseaux
par un phénomene de vasculogenése, a partir de progéniteurs endothéliaux ou EPC. Ces EPC
auraient pour origine la moelle osseuse et comporteraient des caractéristiques similaires aux

angioblastes embryonnaires (Luttun et al., 2002; Rafii et al., 2002).

Le développement de la vascularisation embryonnaire organisée repose entierement sur
I’action du VEGF. Dans les modeles "knock-out", I’absence des génes VEGF A et B ou de
leurs récepteurs VEGFR1/VEGFR2 conduit & une issue fatale, car aucun autre facteur ne peut
remplacer leur réle fondamental. Sans VEGF ou une expression du récepteur
VEGFR2/fIk1/KDR, il est impossible de réaliser la premiére étape essentielle a la formation
des ilots primaires des cellules précurseurs endothéliales pluripotentes. Cependant, 1’absence
du recepteur VEGFR1/flt-1 permet de franchir cette premiere phase, mais elle empéche le
développement ultérieur des structures differenciées en précurseurs endothéliaux, nécessaires

pour établir une vascularisation organisée ( Martin et Ouafik, 2012).
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1.2.2. L’angiogenése
1.2.2.1. Les cellules endothéliales

1.2.2.1.1. Histologie

Les cellules endothéliales (CE) sont des structures aplaties et polygonales, issues du
mésoderme. Leurs membranes latérales établissent des interactions complexes avec celles des
cellules voisines, formant ainsi une couche homogéne de cellules interconnectées. Ces
cellules tapissent la surface interne des parois vasculaires dans tout le réseau circulatoire.
Elles constituent une monocouche semi-perméable, connue sous le nom d'endothélium, qui
sépare la lumiere du vaisseau du reste de sa paroi tout en étant directement en contact avec le

sang. Leur orientation suit le flux sanguin (Lacolley et al., 2008).

1.2.2.1.2. Fonctions des cellules endothéliales :

Le flux sanguin génére une contrainte de cisaillement a travers une force de friction
exercee sur les cellules endothéliales. Cette stimulation déclenche la production de diverses
molécules par ces cellules, contribuant a des processus tels que I'inhibition de la coagulation,
la migration des leucocytes, et la prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires
(CMLV), comme mentionné par Michiels en 2003. En outre, ces cellules interviennent dans

les mécanismes de vasodilatation et vasoconstriction (Lacolley et al., 2008).

1.2.2.2. L'endothélium

L'endothélium, en tant que barriere entre le flux sanguin et les couches internes de la
paroi vasculaire, participe activement a diverses fonctions vasculaires essentielles (Abdu et
al., 2001). 1l joue notamment un réle dans la régulation des échanges entre le sang et les
tissus, le déclenchement de I'angiogenése, et la modulation de I'hnémostase. Par ailleurs, il est
responsable de la libération de substances vasoactives telles que I'oxyde nitrique (NO), la
prostacycline (PGI2) et I'endothéline. On peut identifier trois catégories distinctes
d'endothélium (figure 04) en fonction du type de vaisseau sanguin, chacune se différenciant
par la présence ou l'absence de fenestrations : I'endothélium continu, I'endothélium fenétré et

I'endothélium discontinu (également appelé sinusoidal)(Aird, 2007).

10
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Figure 04: Schéma et localisations des différents types d’endothélium (Ricard et al., 2021;
cleaver et Melton, 2003).

1.2.2.3. Les mécanismes de I'angiogenese

L'angiogenése joue un role fondamental dans la création des vaisseaux sanguins. Bien
qu'elle favorise la croissance et la réparation des tissus, ce processus est également impliqué
dans diverses pathologies telles que le cancer, la rétinopathie diabétique et la polyarthrite
rhumatoide (Janani et al.,2019).

L'angiogenése désigne le processus par lequel de nouveaux vaisseaux sanguins se
développent a partir de la structure vasculaire déja existante. Ce processus se déroule pendant
I'embryogenése, en complément de la vasculogenése ou indépendamment, selon les différents
tissus (Martin et Ouafik, 2012).

La régulation de ce processus repose sur un équilibre entre des molécules qui stimulent
I’angiogenése, désignées comme pro-angiogéniques (telles que le VEGF, PDGF, FGF), et des
molécules qui freinent cette activité, appelées anti-angiogéniques (comme 1’angiostatine, la
thrombospondine) (Méjean et Lebret, 2008).

L’angiogenése n’est normalement observée que dans des conditions ou au sein de
mécanismes physiologiques strictement régulés comme la reparation tissulaire, le cycle
menstruel, la grossesse ou pour répondre a des besoins particuliers en oxygene et en

nutriments. Une altération de ces processus peut engendrer des anomalies de [’homéostasie

R
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vasculaire et du tissu irrigué avec, souvent, des conséquences sur les grandes fonctions

organiques (Azzi et Gavard, 2014).

On distingue trois principaux mécanismes & l'origine de l'angiogenese : le
bourgeonnement, I'intussusception et la co-optation (Auguste et al., 2005). Les processus
moléculaires impliqués dans ces différentes formes d'angiogenése sont particulierement
complexes (figure 05). car ils font intervenir des signaux autocrines et paracrines(Pettersson
et al., 2000).

Precursor

venule/capillary ¥ | P
Endothelial / ' . N Daughters
cell / \ days- weeks
Bridging
3-10 days

Basement
membrane

Unidentified
-

1-3 weeks

Muscular artery/vein 1-2 weeks
|- 212 weeks

Figure 05: les mécanismes de 1’angiogenese (Pettersson et al., 2000)

1.2.2.3.1. L angiogenese par bourgeonnement

Pendant le processus d'angiogenése par bourgeonnement (sprouting), les cellules
endothéliales s'activent, entrainant la destruction du support basal et de la matrice
extracellulaire environnante. Ce phénomene est suivi par une migration ciblée des cellules
endothéliales, une phase de prolifération, et enfin une différenciation en structures capillaires.
Ce mécanisme se manifeste aussi bien durant la formation des organes que dans les étapes

avanceées du développement embryonnaire et aprés la naissance (Jain, 2003).

1.2.2.3.2. Angiogeneése par co-optation
Dans le cas de la co-optation vasculaire (bridging), les cellules endothéliales se

multiplient a l'intérieur des vaisseaux existants pour générer de nouveaux canaux vasculaires

R
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indépendants. Bien que cette technique ait été initialement identifiée comme spécifique aux
premiéres phases du développement, elle a également été observée dans des contextes variés

tels que les tumeurs primaires ou les métastases (Auguste et al., 2005).

1.2.2.3.3. L’ Angiogenése par intussusception

L'angiogenése intussuceptive désigne le processus par lequel un réseau vasculaire se
forme gréce a l'intégration de tissu conjonctif, créant des cloisons au sein d'un vaisseau (
figure 06). Cette méthode permet de générer rapidement des vaisseaux tout en préservant la
matrice extracellulaire intacte. Ce mecanisme joue un rdle clé dans le développement
embryonnaire, notamment pour la constitution de la mmicrovascularisation (Djonov et al.,
2003).

j@
wm “ Phn"h.mlt

a

Figure 06: angiogenese intussuceptive (Djonov et al., 2003). a, b : protrusion des parois des
capillaires ; c, d : contact et formation d’une colonne

1.2.3. Les principaux acteurs moléculaires impliqués dans la formation de nouveaux
vaisseaux

1.2.3.1. Activateur de I’angiogenése

e Le systeme HIF (Hypoxia Inducibale Factor)

13
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Dans le contexte du cancer, la croissance rapide des cellules tumorales provoque une
diminution de I'oxygene au sein de la tumeur connu sous le nom d'hypoxie. Cette condition
est interprétée par les cellules environnantes comme un signal déclencheur pour la formation
de nouveaux vaisseaux sanguins. La réponse cellulaire a ’hypoxie repose principalement sur
le facteur HIF-1, qui active des génes essentiels pour permettre aux cellules de s'adapter et de
survivre (Gatenby et Gillies, 2004; Semenza, 2003).

Le HIF est un facteur de transcription qui, en absence d'oxygene, échappe a la
dégradation et forme un complexe avec HIF-1p (figure 07). Le complexe active les éléments
de réponse a I'hypoxie (HRE) sur les promoteurs de génes cibles. Par la suite, HIF-1a stimule
I'expression de molécules pro-angiogéniques, telles que le VEGF et ses récepteurs, ce qui
favorise la formation de nouveaux vaisseaux sanguins indispensables a lI'apport de nutriments

aux tumeurs (Deng et al., 2020).
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Figure 07 : la régulation de HIF-1a dans les conditions d’hypoxie et de normoxie (Deng et al.,
2020).
e Le facteur de croissance de I’endothélium vasculaire (VEGF)

Le VEGF, ou facteur de croissance de 1’endothélium vasculaire, est une famille de 5

glycoprotéines clés : VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D et le facteur de croissance

14
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placentaire (PIGF). Parmi eux, VEGF-A est le plus étudié et initialement décrit comme un
facteur de perméabilité vasculaire. 1l existe sous 6 isoformes (VEGF-A121, VEGF-A145,
VEGF-A165, VEGF-A183, VEGF-A189 et VEGF-A206) (Robinson et Stringer, 2001),
générées par épissage alternatif d’un seul ARNm, et qui difféerent selon leurs séquences
exoniques.Ces VEGF se lient a trois récepteurs spécifiques dotés d’une activité tyrosine
kinase : VEGFR-1, VEGFR-2 et VEGFR-3. La liaison du VEGF a ces recepteurs provoque
leur homo- ou hétérodimérisation, changeant leur conformation et activant les domaines
kinases intracellulaires. Cela entraine des phosphorylations successives sur les résidus
tyrosine, déclenchant des cascades de signalisation intracellulaire. Ces mécanismes
soutiennent divers processus biologiques, notamment 1’angiogenése, essentielle pour la
formation de nouveauxvaisseaux sanguins, et plusieurs fonctions cellulaires liées au

développement et a la progression des tumeurs (Ramos, 2011).

Vasculogenesis Lymphangiogenesis
Angiogenesis

Figure 08 : famille des protéines VEGFs et leurs récepteurs (Tenet, 2016).

e Le facteur de croissance des fibroblastes (FGF) :

Les facteurs de croissance des fibroblastes (FGF) sont des protéines régulant la

prolifération, la différenciation et la réparation cellulaires. Ils jouent un rdle essentiel dans le

R
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développement, la cicatrisation et certaines maladies comme le cancer. La famille comprend
neuf membres, présentant une homologie de séquence et conservant deux résidus cystéine.
Certains, comme FGF-1 et FGF-2, sont aussi appelés FGF acide et FGF basique, tandis que
FGF-7 est connu sous le nom de facteur de croissance des kératinocytes (KGF). Plusieurs
FGF sont impligués dans I'oncogenése, notamment FGF-3, FGF-4, FGF-5 et FGF-6, et FGF-8

et FGF-9 jouent des roles spécifiques dans la signalisation cellulaire (Galzie et al., 1997).

Figure 09 : Le modele structurel de la molécule de FGF-1, facteur de croissance des fibroblastes
(Aquaportail, n.d.).
e Le facteur de croissance dérive des plaquettes (PDGF)

Le facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF) est une protéine produite par
divers types cellulaires, notamment les plaquettes, fibroblastes et macrophages. Il se présente
sous forme de dimeres et se lie a des récepteurs spécifiques (PDGFR) présents sur les cellules
cibles (Papetti et Herman ,2002).Sa fonction principale est de stimuler la prolifération et la
migration des péricytes et des cellules musculaires lisses, soutenant ainsi la stabilité des parois
vasculaires. Le PDGF joue un rdle clé dans I’angiogenese, favorisant la formation, la
maturation et le maintien des capillaires, en particulier dans les contextes ou une

vascularisation est nécessaire, comme la cicatrisation et les tumeurs (Papetti et Herman,2002).
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Figure 10 : facteur de croissance dérivé des plaquettes(Aquaportail, n.d.).

1.2.3.2. Inhibiteur de I’angiogenese:

Les facteurs anti-angiogéniques inhibent la formation de nouveaux vaisseaux sanguins en
bloquant la prolifération et la migration des cellules endothéliales et en induisant leur
apoptose. Ils jouent un role clé dans la régulation de 1’angiogenése excessive, notamment en
empéchant 1’apport en nutriments aux cellules tumorales et en limitant 1’inflammation
pathologique. Certains sont naturellement présents, comme le PF4 (Platelet factor 4) et le
TIMP (Tissue Inhibitors of Metalloproteinases), tandis que d’autres, comme 1’Endostatine et
I’ Angiostatine, résultent du clivage de protéines. Leur potentiel thérapeutique est exploité

dans le traitement du cancer et des maladies vasculaires (Tenet, 2016).
v Platelet factor 4 (PF4)

Le facteur plaquettaire 4 (PF-4) est une protéine composée de quatre sous-unités, chacune
contenant une région essentielle a la liaison avec 1’héparine. Sa structure forme un anneau
chargé positivement, et son cceur est constitué de feuillets p. Le PF-4 joue un role important
dans D’inhibition de I’angiogenése, il freine la prolifération et la migration des cellules
endothéliales, bloque la formation de structures vasculaires en culture, et inhibe la formation
de vaisseaux sanguins chez la souris. Ces effets antiangiogéniques lui conférent également
une action antitumorale in vivo, en diminuant la densité vasculaire des tumeurs, sans affecter

la multiplication des cellules cancéreuses (Bikfalvi, 2004).
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Figure 11: mechanisms of action of PF-4 and derived molecules.
v" La Thrombospondine 1

(TSP1) joue un role clé dans la cicatrisation et la régénération tissulaire en modulant la
formation des vaisseaux sanguins. Elle interagit avec des récepteurs cellulaires et des
protéines extracellulaires pour limiter une néovascularisation excessive, assurant ainsi une
réparation efficace des tissus endommages. En inhibant la migration des cellules endothéliales

et en induisant leur apoptose (Tenet, 2016).
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Figure 12:activité anti-angiogénique de la thrombospondine-1(Bigé et al., 2013).

Angiogenesis regulation

Activators Inhibitors
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Angiopoietin 1 Endostatin
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Vascular endothelial GF Thrombospondin 1

Figure 13: la balance angiogénique (Tenet, 2016).

1.2.4. Angiogeneése tumorale :
L’angiogenese tumorale désigne le processus par lequel une tumeur induit la formation

d’un nouveau réseau vasculaire qui lui est propre, permettant ainsi la fourniture d’oxygene et

R
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de nutriments nécessaires a sa croissance. Les travaux pionniers de Folkman (1963) ont
montré que I'implantation de cellules tumorales dans un environnement capable de développer
une vascularisation (tel que chez les souris syngéniques) permettait aux tumeurs de croitre
rapidement, contrairement & un environnement ex vivo dépourvu de vaisseaux sanguins, qui
limite leur développement a de tres petites dimensions (1 a 2 mm de diameétre) (Folkman,
2006).

Chez I'adulte, la plupart des vaisseaux sanguins restent stables. De nouveaux vaisseaux se
forment uniquement pendant la cicatrisation, lors des changements cycliques de l'utérus et des
ovaires ou pendant le développement du placenta. Ce processus est régulé par des genes qui
maintiennent un équilibre entre les signaux favorables et défavorables a la formation de
vaisseaux. Si cet équilibre est perturbé (par exemple par un manque d'oxygeéne, une
inflammation ou des mutations dans les cellules tumorales), de nouveaux vaisseaux peuvent

alors apparaitre (Bergers et Benjamin, 2003).

La progression et la dissémination des tumeurs reposent sur 1’activation d’un processus
angiogénique, souvent désigné comme le « switch angiogénique ». Ce mécanisme déclenche
un tournant décisif dans le développement tumoral, permettant a une tumeur initialement
localisée de passer d’une phase latente a une phase de croissance rapide et d’expansion, grace

a la formation accélérée de nouveaux vaisseaux sanguins.(Papetti et Herman, 2002)

La formation des vaisseaux dans le tissu tumoral s'organise en quatre phases distinctes.
Chacune de ces étapes est régulée par des mécanismes précis, ou interviennent simultanément
divers acteurs cellulaires et moléculaires, jouant un réle essentiel dans I'établissement et la

progression du réseau vasculaire au sein des tumeurs :
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Tableau 01: les grandes étapes de 1’angiogenése

Activation Les facteurs angiogéniques stimulent les cellules endothéliales, entrainant la
dégradation localisée de la membrane basale et de la matrice extracellulaire
environnante (la phase 1 a 4 de la figure 01) (Folkman, 1971)(Folkman et
Hanahan, 1991) (Holoch et al ;1999)

Prolifération et | Les cellules endothéliales se multiplient et migrent de maniére dirigée dans la
migration matrice extracellulaire altérée.

orientée

Différenciation | Les premiéres cellules se différencient et s'organisent en structures tubulaires
et formation de | dotées d'une lumiére et recouvertes d'une nouvelle lame basale.
structures

tubulaires

Maturation des | Le recrutement des cellules périendothéliales, telles que les cellules musculaires
vaisseaux lisses et les péricytes, stabilise et compléte la formation d’un réseau vasculaire

tumoral fonctionnel (Kalluri, 2003) (Denis)

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

Les tumeurs ont une limite de croissance d'environ 1 & 2 mm sans apport sanguin
supplémentaire. L.’angiogenese joue un role vital en créant de nouveaux vaisseaux sanguins
qui fournissent oxygeéne et nutriments nécessaires a la survie et a la croissance des cellules
tumorales. Lorsque les tumeurs grandissent, les cellules internes souffrent d’hypoxie (manque
d’oxygeéne), ce qui active la libération de facteurs de croissance angiogéniques, tels que
VEGF et FGF, attirant les cellules endothéliales vers la tumeur. Ces cellules migrent,
proliférent et forment des capillaires néovasculaires, facilitant ainsi I'expansion continue de la

masse tumorale. (Bielenberg et Zetter, 2015).

Cependant, les vaisseaux sanguins formés dans le microenvironnement tumoral
présentent des caractéristiques anormales : ils sont souvent immatures, perméables et
tortueux, ce qui accroit la dissémination des cellules tumorales dans la circulation sanguine et
favorise les métastases. Le microenvironnement tumoral contribue également a I’angiogenése
grace a I’activité des fibroblastes associés aux carcinomes (CAF) et des macrophages associés
aux tumeurs (TAM). Ces derniers libérent des enzymes comme MMP9 et des facteurs
angiogéniques qui intensifient la formation de vaisseaux sanguins, soutenant le

développement et I'agressivité de la tumeur (Bielenberg et Zetter, 2015).

R
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Figure 14 : la progression du cancer par angiogenése(Wikipedia (n.d.)

1.2.6. Interaction tumeurs microenvironnement

Le microenvironnement tumoral joue un réle essentiel dans le développement des
tumeurs et leur progression. Il est constitué de cellules tumorales et de cellules normales
comme les fibroblastes, macrophages et cellules immunitaires, ainsi que de substances
solubles et de la matrice extracellulaire. Ce milieu complexe soutient directement la
croissance tumorale et la formation des meétastases, les cellules malignes recrutent des
fibroblastes, macrophages et autres cellules pour créer un microenvironnement qui soutient
leur croissance. Les lymphocytes T infiltrant les tumeurs exercent une défense antitumorale,
mais leur effet est affaibli par des cellules immunosuppressives. Les macrophages M1
combattent les tumeurs, tandis que les M2 favorisent leur progression via des facteurs comme
TGF-B. Enfin, les neutrophiles et fibroblastes stimulent I’angiogenése et I’invasion tumorale
grace & des enzymes et des facteurs comme VEGF.(Deng et al., 2020) , voir figurel5, le
microenvironnement tumoral joue un réle dynamique et complexe dans la progression des
tumeurs. 1l soutient non seulement la croissance cellulaire et lI'angiogenése, mais facilite
également 1’évasion immunitaire et les métastases, en faisant une cible clé pour les

traitements anti-cancéreux (Deng et al., 2020).
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Figurel5 : cytokines et facteurs de croissance cellulaire secrétés dans le microenvironnement
tumoral (Deng et al., 2020).
1.2.7. Thérapie anti angiogénique.

Les thérapies anti-angiogéniques visent a inhiber la formation de nouveaux vaisseaux
sanguins, un processus essentiel a la croissance tumorale, a certaines maladies inflammatoires
et a des troubles vasculaires. En bloquant des facteurs clés comme le VEGF, elles réduisent
I'apport en nutriments et en oxygene aux tissus pathologiques, limitant ainsi leur progression.
Cependant, leur efficacité peut étre influencée par des effets secondaires et des résistances
cellulaires. Elles sont souvent combinées avec d'autres traitements, comme la chimiothérapie

ou la radiothérapie, pour maximiser leur impact thérapeutique (Ruegg, 2002).

1.2.7.1. Inhibiteurs de la signalisation VEGF/VEGFR
Les inhibiteurs peptidiques jouent un rdle clé dans la régulation de 1’angiogenese,

notamment en ciblant le VEGF ou son récepteur VEGFR. Certains médicaments, comme
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I’ Avastin® et le Zaltrap®, exploitent cette interaction pour limiter la formation de nouveaux
vaisseaux sanguins. Tandis que les inhibiteurs du VEGF se lient directement a ce facteur de
croissance pour empécher son activation, ceux ciblant le VEGFR interviennent en bloquant la
liaison du VEGF & son récepteur, empéchant ainsi la signalisation pro-angiogénique.
L’analyse cristallographique du VEGF avec VEGFR1 et VEGFR2 a permis une meilleure
compréhension de ces interactions et la conception de nouveaux inhibiteurs peptidiques
ciblés. Ces avancées offrent des perspectives thérapeutiques pour contrdler I’angiogenése

dans diverses pathologies, notamment les cancers et les maladies vasculaires (Wang, 2016).
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Figurel6 : blocage des voies de signalisation du VEGF par les anticorps ciblant le
ligand(ResearchGate, n.d.).

1.2.7.2. Inhibiteurs de Tyrosine Kinase

v' Le sorafénib :

Est une petite molécule largement étudiée en pharmacologie pour son action inhibitrice
sur plusieurs kinases clés impliquées dans la régulation cellulaire. Il est utilisé comme outil

expérimental pour analyser les mécanismes de signalisation liés aux protéines Raf, VEGFR et

R
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au récepteur du facteur de croissance dérivé des plaquettes. Les études pharmacodynamiques
ont mis en évidence son efficacité in vivo dans la modulation de ces voies, ouvrant la voie a
des recherches approfondies sur son potentiel en biotechnologie et en développement de
nouveaux inhibiteurs ciblés (Rini, 2006).

v" Le sunitinib :

Est une molécule largement étudiée en biotechnologie pour ses propriétés inhibitrices des
tyrosine kinases. Il cible plusieurs récepteurs clés, tels que VEGFR-1, VEGFR-2, FLT3, KIT
et PDGFR, modulant ainsi divers processus biologiques liés a la signalisation cellulaire.
Gréace a son action sur les voies de croissance et de différenciation, le sunitinib est utilisé
comme outil expérimental pour comprendre les interactions entre les facteurs de croissance et
leurs récepteurs. Des études in vitro ont montré sa capacité a inhiber la prolifération cellulaire
et a induire I'apoptose des cellules endothéliales, ouvrant la voie a de nouvelles applications

en ingénierie moléculaire et en développement de thérapies ciblées (Le Tourneauet al., 2007).
v' Le pazopanib :

Est une molécule étudiée pour son action sur plusieurs tyrosine kinases impliquées dans
la régulation cellulaire. Il cible les récepteurs VEGFR, PDGFR, et les facteurs de croissance
fibroblastiques, influencant des mécanismes clés de signalisation. Son inhibition des kinases
specifiques permet d'explorer ses effets sur la prolifération cellulaire et les interactions entre
les cellules endothéliales et les péricytes. Utilisé comme outil expérimental, il offre une
meilleure compréhension des voies moléculaires et ouvre des perspectives pour le

développement de nouvelles thérapies ciblées (LaPlant etLouzon, 2010).
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11.1. Historique de I’expérimentation sur la membrane chorioallantoidienne (CAM)

L’utilisation de la membrane chorio-allantoidienne (CAM) d’embryons de poulet a
permis de grandes avancées en recherche oncologique. Des le début du XXe siecle, James B.
Murphy et Francis P. Rous, travaillant a I’Institut Rockefeller, ont réussi a développer des
tumeurs solides dans des tissus conjonctifs (sarcomes) de poulets sains en utilisant un extrait

non cellulaire d’une tumeur aviaire (Sola et Caillot, 2022).

Dés 1958, des eéchantillons de carcinome épidermoide humain, de sarcome,
d'adenocarcinome et de carcinome bronchogéne ont été transplantés sur la membrane CAM.
Cette technique a permis d'étudier la formation de métastases dans I'embryon de poulet ainsi
que l'impact des traitements chimiothérapeutiques sur leur développement (Harris, 1958). Plus
tot, en 1956, Kaufman et ses collaborateurs ont observé et décrit les changements dans la
membrane CAM au niveau des zones ou les tumeurs avaient été injectées (Kaufman et al.,
1956). Cette méme année, Dagg et ses collegues ont utilisé le test CAM pour analyser les
métastases issues du carcinome épidermoide humain, du sarcome et du rhabdomyosarcome
embryonnaire, non seulement sur la membrane CAM mais aussi directement dans I'embryon
de poulet ( Dagg et al., 1956).

Ce modele a été redécouvert dans les années 1980 pour des études sur le développement
des vaisseaux sanguins, permettant de tester les effets pro- et anti-angiogéniques de
différentes substances. Son usage s'est par la suite ¢élargi a des domaines tels que 1’ingénierie
tissulaire, les matériaux biomédicaux, les maladies vasculaires, ainsi qu’en pharmacologie
(études de pharmacocinétique, de biodistribution, de pénétration) et en infectiologie.Plus
récemment, cette technique a pris une nouvelle importance dans la recherche sur le cancer.
Elle est désormais employée comme modéle préclinique pour évaluer ’efficacité des
traitements anticancéreux, qu’ils soient administrés de facon classique ou sous forme de

vecteurs spécialisés (Sola et Caillot, 2022).

11.2. Structure et composition de I’ceuf

L’ceuf se compose, de D’extérieur vers I’intérieur, d’une coquille entourant deux
membranes coquilliéres (figurel7). Ces membranes enveloppent 1’albumen, qui lui-méme
renferme le vitellus. Une membrane cellulaire, appelée membrane vitelline, sépare 1’albumen

du vitellus (Nys, 2010).
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Figurel?7 : Schéma représentatif des différents compartiments de 1’ceuf (Réhault-Godbert et al.,
2017).
La cuticule

La couche externe de I'ceuf, formée environ deux heures avant 1'oviposition, recouvre la
coquille. Elle est constituée d'environ 90 % de protéines et de glycoprotéines, 5 % de glucides
et environ 3 % de matieres minérales (Dennis et al., 1996). Sa fonction principale est de
bloquer les pores de la coquille, empéchant ainsi les agents pathogenes de pénétrer a

l'intérieur de I'ceuf (Musabimana Kagaju, 2005).
La coquille

La coquille d'ceuf (figure) se développe dans l'utérus de la poule et est composée
principalement de carbonate de calcium (CaCO3), et enrichie d'une petite fraction de matrice

organique (Joncheére, 2010).

Cette structure ingénieuse assure plusieurs fonctions cruciales pour la reproduction des
oiseaux. Elle protége le contenu de I'ccuf des agressions physiques et des microbes, permet les
échanges d'eau et de gaz essentiels au développement de I'embryon, et fournit le calcium

nécessaire a la formation des os de celui-ci (Nys et al., 2010).
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Figure 18: Représentation schématique de la coquille d’ceuf de poule (Hincke et al., 2012).
Les membranes coquilliéres

Les membranes coquilliéres, situées entre 1’albumen et la surface interne de la coquille,
sont constituées de deux couches distinctes : une interne et une externe. La couche interne se
compose de trois sous-couches de fibres alignées parallélement a la coquille, tandis que la
couche externe est formée de six couches de fibres disposées de maniére alternée dans
différentes directions (Arias et al., 1993; Nys et al., 2004). Les fibres qui les composent sont
principalement constituées de collagéne X, qui jouerait un réle dans la prévention et de la

minéralisation a I’intérieur de 1’ceuf (Arias et Fernandez, 2001; Dominguez-Vera et al., 2000).
L’albumen ou blanc de I’ccuf

L’albumen, fortement hydraté, est constitu¢ de 88 % d’eau. Sa matiere seche se compose
majoritairement de protéines, représentant environ 90 %, suivies par 6 % de minéraux et 3,5

% de glucose libre. Par ailleurs, il est dépourvu de lipides (Burley et Vadehra, 1989).

Le blanc d'ceuf se compose principalement de différentes protéines (figurel9), parmi
lesquelles l'ovalbumine domine, représentant environ 54 % du total. Viennent ensuite
I’ovotransferrine (13 %), ’ovomucoide (11 %), le lysozyme (3,5 %) et enfin 1’ovomucine,

dont la proportion varie entre 1,5 et 3,5 % (Li-Chan et Nakai, 1989).
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Figure 19: les principaux protéines de blanc de I'ceuf (Nau et al., 2013).
La membrane vitelline

La membrane vitelline (MV) de 1'ceuf de poule est une délicate couche extracellulaire
composée de protéines. Elle entoure le jaune d'ceuf et joue un rdle essentiel dans la
reproduction, notamment en matiére de fertilisation, de développement embryonnaire et de
défense immunitaire innée. Cette membrane se divise en deux couches distinctes et
étroitement connectées : une membrane vitelline interne (MVI), qui s'apparente a la zone
pellucide chez les mammiferes, et une membrane vitelline externe (MVE), caractéristique des

oiseaux (Brégeon, 2020).
Vitellus ou jaune de I’ceuf

Le jaune d'ceuf, formé dans l'ovaire de la femelle oiseau, contient des particules de
lipoprotéines et de lipides provenant du foie, ainsi que des protéines issues du plasma. Ces
éléments sont enfermés dans membrane vitelline. Il constitue environ 30 % du poids total de
'ceuf et se caractérise par une forte teneur en matiere s€che. Composé principalement de
lipides, (65 % de sa matiére seche) , qui se divise en triglycérides (65 %), phospholipides (31
%) et cholestérol (Li- Chan et Kim, 2008).

Chambre a air de ’ceuf
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A sa ponte, un ceuf est & une température de 39 °C. En refroidissant, ses composants
internes se contractent, permettant a 1’air de s’infiltrer a travers la coquille. Cette entrée d’air
crée une cavité, appelée chambre a air, située a I'extrémité la plus large de 1'ceuf, ou les deux
membranes de la coquille se détachent légérement. Avec le temps, a mesure que 1’eau

s’échappe progressivement de I’ceuf durant sa conservation, cette chambre d’air s’agrandit.

11.3. Structure de CAM

La CAM, un tissu extra-embryonnaire entourant I’embryon en développement, est trés
vascularisée (figure20). Cela lui permet de fournir des nutriments et d’assurer les échanges
gazeux pour ’embryon (Romanoff,1960). Elle est composée d’un épithélium multicouche ;
I’ectoderme (I'épithélium chorionique) a I’interface aérienne, le mésoderme (le mésenchyme
ou le stroma) et I’endoderme (I'épithélium allantoique) a I’interface avec le sac allantoide

(\Valdes et al., 2002).

Chez I'embryon de poulet, la formation de la CAM débute entre les jours 4 et 5 du
développement, lorsque la couche externe mésodermique de 1’allantoide fusionne avec la
couche mésodermique du chorion. Un réseau de vaisseaux sanguins se développe alors
progressivement entre ces deux couches. Entre les jours 8 et 10, la partie centrale de la CAM
atteint un stade de développement complet. Ses régions périphériques continuent de croitre et
s'étendent jusqu'a ce que la CAM recouvre entierement I'embryon vers le jour 12 d’incubation
(figure20). Par ailleurs, cette membrane contient des protéines de la matrice extracellulaire,
notamment la fibronectine, la laminine, le collagéne, I’intégrine a(v)B3 et la MMP-2(Matrice
métalloprotéinase-2). Ces caractéristiques en font un modele de choix pour explorer des
processus tels que I'angiogenése (Richardson et Singh , 2003), ainsi que 1’invasion tumorale et

les métastases (Lokman, N. et al., 2012).
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Figure 20: La membrane chorioallantoidienne (CAM).

11.4. Le principe du test CAM

Ce test consiste a déposer une quantité définie de la substance étudiée sur la membrane
chorioallantoidienne (CAM) d’un ceuf de poulet en incubation. L’évaluation du potentiel
irritant de la substance est réalisée en examinant les effets produits sur la CAM, tels que la
dilatation des capillaires sanguins, des lésions nécrotiques ou encore des saignements
(Steiling et al., 1999). Les réactions observées, ou leur absence, permettent d’estimer la
capacité irritante de la substance testée. Les résultats sont ensuite consignés et analysés a

I’aide d’un systéme de notation standardisé (Yan et al., 2007).

11.5. Les fonctions biologiques

Au niveau de la couche chorionique, des capillaires sanguins ainsi que des sinus sont
présents entre les cellules épithéliales, permettant un contact étroit (moins de 0,2 pum) avec
I’air passant a travers les pores de la membrane coquilliére de I'ceuf (Fancsi et Fher, 1979).
Ainsi, la CAM joue un réle essentiel dans I'échange de gaz, comme l'oxygene, et aussi la
défense immunitaire innée entre lI'embryon en développement et son environnement, le
maintien de I'équilibre acido-basique. Elle intervient également dans la dissolution des

minéraux présents dans la coquille et leur transfert vers I'embryon, nécessaire a la formation
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de son squelette. Cependant, les mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans ces

processus physiologiques restent encore mal compris (Halgrain et Sophie, 2023).

11.6. Les applications du test CAM

Le test CAM, grace a ses caractéristiques distinctives, se préte a une grande variété

d’applications biologiques.

Dans un environnement clos, I’embryon contient tous les organes nécessaires pour mener
des analyses pharmacologiques (Chen et al., 2021), permettant ainsi d’effectuer des tests de
toxicité, de pharmacocinétique et de pharmacodynamique en utilisant une quantité de
médicaments bien moindre que dans les modéles animaux traditionnels (Nowak-Sliwinska,
Segura et Iruela-Arispe, 2014; Schneider-Stock et Ribatti, 2021).

En outre, le test CAM est particulierement adapté a 1’étude de I’angiogenése et du
développement vasculaire, puisqu’il offre une possibilité¢ d'imagerie facilitée pour analyser et
mesurer les vaisseaux sanguins (Simons et al., 2015 ; Chen et al., 2021 ; Fischer et al., 2022).
Cela en fait un outil précieux pour examiner les molécules aux propriétés angiogéniques ou
anti-angiogéniques, en particulier dans des champs comme 1’ophtalmologie (Hill et al., 1983 ;

Huang et al., 2023) ou la recherche sur les maladies vasculaires (Dell’Era et al., 2001 ;

Jedelska et al., 2013).

Ce modele a également été étudié dans d’autres contextes, tels que 1’infectiologie (Wang
et al., 2008 ; Song, Jin et Choi, 2010), I’évaluation de la biocompatibilit¢ des biomatériaux
(Checchi et al., 2020 ; Demcisakova et al., 2022) ou encore I’ingénierie des tissus (Borges et
al., 2003).

La membrane chorioallantoidienne (CAM) s'est révélée étre un outil précieux dans les
études sur le cancer, notamment en raison de son adéquation avec les expérimentations de
xénogreffes. Ces recherches permettent de mieux comprendre différents aspects clés du
cancer, tels que le développement des tumeurs, la formation de nouveaux vaisseaux sanguins,
ainsi que l'invasion tumorale (El Hasasna et al., 2016; Schneider-Stock et Ribatti, 2020;
Fischer et al., 2022).

De plus, le modéle CAM offre un moyen efficace d'évaluer la tolérance aux médicaments

et leur efficacité, constituant ainsi un outil de choix pour tester différentes thérapies
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anticancéreuses et obtenir des résultats accessibles (Kardamakis et al., 2004; Mesas et
al.,2024).

Par ailleurs, des greffes réalisees directement dans les somites des embryons de poulet a
des phases précoces de développement ont produit des résultats prometteurs dans les
recherches en oncologie, avec une assimilation tumorale élevée, oscillant entre 70 % et 100
%, ainsi que des réponses fiables aux traitements (Delloye-Bourgeois et al., 2017; Jarrosson et
al., 2021; Zala et al.,2024).

I1.7. Les avantages et les inconvénients de I'expérimentation sur la CAM

L'utilisation de la membrane chorioallantoidienne (CAM) de I'embryon de poulet gagne
en popularité dans le milieu scientifique en raison de ses nombreux atouts : facilité
d'utilisation, fiabilité et colt réduit (Schneider-Stock et Ribatti, 2020).

Ce modele respecte les principes des 3R (remplacement, réduction, raffinement) souvent
adoptés pour les recherches sur les animaux. De plus, étant donné que la CAM est
généralement considérée comme non innervée (Ribatti, 2016 ; Eckrich et al., 2020 ; Merlos
Rodrigo et al., 2021), les expériences réalisées précocement n'impliqueraient pas de douleur
pour I'embryon et échappent ainsi a I'exigence d'approbation éthique pour les tests animaux en

Europe (Parlement européen et Conseil de I'Union européenne, 2010).

Gréace a un systeme circulatoire facilement accessible, il est possible d'administrer des
molécules de maniéere pratique et d'en observer les effets en temps réel. Les outils d'analyse
varient de la microscopie simple (Balke et al., 2010), a des technologies d'imagerie avancées
comme la bioluminescence, le scanner (CT) ou l'imagerie par résonance magnétique (IRM)
(Kimetal., 2011 ; Zuo et al., 2015 ; Jefferies et al., 2017).

Les connaissances approfondies sur la biologie et la physiologie de I'embryon
(Hamburger et Hamilton, 1992) offrent une grande flexibilité dans la conception des
experiences, rendue encore plus pratique par le fait que le développement embryonnaire ne
démarre qu'a l'incubation, idéalement a 37,5°C avec 50 % d'humidité relative (Noiva,
Menezes et Peleteiro, 2014). Enfin, ce modeéle s'avére plus rapide que les approches animales
traditionnelles. Ce concept peut étre percu comme un atout tout autant qu'un inconvenient, car

il implique une durée limitée pour mener les expeériences (Fischer et al., 2022).
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Néanmoins, ce modéle présente d'autres limites, notamment la disponibilité restreinte des
réactifs, les complications liées a I'administration des médicaments non solubles, ainsi que les

disparités dans le métabolisme des médicaments comparativement aux mammiféres
(Schneider-Stock et Ribatti, 2020).

Par ailleurs, la petite taille de I'embryon constitue une contrainte supplémentaire,
réduisant la quantité de matériel pouvant étre collecté (Schneider-Stock et Ribatti, 2020 ;

Fischer et al., 2022).
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I11.1. Définition

La phytothérapie, reconnue comme 1’une des plus anciennes et des plus répandues des
méthodes thérapeutiques (Ma et al., 2011). Elle se repose sur 1’exploitation des propriétés
naturelles des plantes (Bruneton, 1999). Elle se base sur le principe du soin par les végétaux et
constitue une alternative aux traitements médicamenteux d’origine chimique. Ses applications
s’appuient sur un savoir traditionnel qui valorise différentes formes galéniques des plantes. En
général, une grande partie des médicaments trouvent leur origine dans les végétaux, grace a
I’extraction de parties spécifiques (racines, feuilles, écorce, fruits) contenant des substances
actives. Aujourd’hui, de nombreux produits qualifiés de synthétiques sont en réalité inspirés
des composes naturels, notamment ceux issus des plantes, et sont utilisés dans divers
domaines tels que la médecine interne, la dermatologie, la cosmétologie et méme la
balnéothérapie (VVolak et Stodola, 1983).

I11.2. Les niveaux de la phytothérapie
Il existe plusieurs facons de recourir a la phytothérapie, classées en trois principaux

niveaux : traditionnel, pharmacologique et clinique.

111.2.1. Le niveau traditionnel

Depuis les débuts de I’humanité, les plantes médicinales ont représenté un recours naturel
pour traiter divers maux. Présentes dans toutes les civilisations anciennes, leur usage reposait
sur ’observation des effets globaux qu’elles produisaient sur le corps, sans analyse
scientifique poussée. Cette méthode empirique, enrichie par des siécles d’expérience, a permis
d’accumuler des connaissances issues d’un vaste champ d’applications. Cependant, 1’absence

de bases scientifiques solides limite aujourd’hui 1’exploitation rigoureuse de ce savoir
(Carillon, 2009).

111.2.2. Le niveau pharmacologique

Grace a I’évolution des sciences et des techniques, il est désormais possible d’analyser en
profondeur les principes actifs des plantes. Des recherches menées en laboratoire, sur cellules
ou sur organismes vivants, permettent de valider leurs effets avec des critéres
pharmacologiques définis. Toutefois, cette approche peut se heurter a la complexité méme des
plantes, qui contiennent parfois des centaines de composé€s, comme c’est le cas pour certaines

huiles essentielles, rendant leur étude parfois ardue (Carillon, 2009).
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111.2.3. Le niveau clinique

Ce niveau englobe les apports des traditions, des résultats pharmacologiques, mais aussi
des observations cliniques sur des patients. L’approche de la phytothérapie clinique
intégrative repose sur une vision globale du soin : elle considére le soutien des mécanismes
naturels d’adaptation de 1’organisme comme essentiel, et s’appuie sur les réponses

biologiques et physiologiques observées chez le patient (Carillon, 2009).

111.3. L’intérét de la phytothérapie

La phytothérapie occupe une place significative dans le traitement de nombreuses
affections gréce a son efficacité potentielle et & son acceptation par les patients atteints de
diverses complications de santé (Barkat et al., 2021). Elle constitue une méthode simple, sdre,
efficace et économique pour soigner un large éventail de maladies, qu’elles soient aigués ou
chroniques, et elle s’inscrit pleinement dans la prise en charge quotidienne des pathologies.
Dans cette optique, de nombreux patients se tournent vers 1’automédication a base de plantes.
L’usage de produits issus, en totalité ou en partie, de plantes est ancré dans toutes les cultures
a travers le monde. Par ailleurs, diverses études ont mis en évidence les motivations qui

poussent les individus a recourir a ces traitements phytothérapeutiques (Rossi et al., 2014).

I11.4. Les composés bioactifs d’origine végétale : prévention et traitement des cancers
Depuis I'Antiquité, les plantes ont été utilisées pour leurs propriétés médicinales. De nos
jours, l'importance de nombreux composés phytochimiques bioactifs dans la lutte contre
I'apparition et le développement du cancer est prouvée. Alors que certains de ces COmposes
peuvent étre utilisés pour traiter les cancers avancés, d'autres jouent un rdle préventif en
agissant comme inhibiteurs lors des premiéres phases de la formation du cancer (Kintzios,
2006). Parmi les médicaments anticancéreux d'origine végeétale, on trouve: La vincristine ; le

vinblastine ; le placlitaxel (Barone et al., 2017).

111.5. Ginkgo biloba
I11.5.1. Description

Le Ginkgo bilobaest un arbre originaire d’Asie, remarquable par son extréme ancienneté.
Seul représentant actuel d’une lignée végétale trés ancienne, il peut atteindre jusqu’a 40
meétres de hauteur et vivre plusieurs millénaires. C’est une espece dioique : les individus sont
soit males, soit femelles.Ses feuilles, d’un vert clair caractéristique, ont une forme en éventail
facilement reconnaissable. Elles mesurent généralement entre 6 et 8 cm de long et jusqu’a 12

cm de large. Les arbres femelles produisent des ovules fécondés qui, en mdrissant, dégagent
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une odeur forte et désagréable a cause de la présence d’acides organiques comme I’acide
butyrique (Vican, 2024).

Figure 21 : ginkgo biloba feuilles (Alamy Images, n.d.).

111.5.2. Composition chimique

Le Ginkgo biloba est riche en divers nutriments et composés, y compris lesFlavonoides,
Diterpénes  (ginkgolides), Tanins (proanthocyanidols), Lactones sesquiterpéniques

(bilobalide) et Stérols. De plus, Le Ginkgo biloba est un source d’acides aminés (Vican,
2024).

R R R Bilobalide (BB, 6)
Ginkgolide A (GA,1) H H OH
Ginkgolide B (GB,2) OH H OH
Ginkgolide C (GC,3) OH OH OH
Ginkgolide J (GJ,4) H OH OH
Ginkgolide M(GM, 5) OH OH H

Figure 22: la structure chimique de certains composés de Gingko biloba (Nakanishi, 2004).
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111.5.3. Classification.
Tableau 02 : classification de Ginkgo biloba (Cadet, 2017).

Classe Gymnospermes
Ordre Ginkgoales
Famille Ginkgoaceae,
Genre Ginkgo

Espéce biloba L

111.5.4. Les propriétés pharmacologiques.

L’extrait de feuilles de Ginkgo biloba constitue la phytomédecine la plus
commercialisée en Europe, utilisée notamment pour soulager les symptdmes précoces de la
maladie d’Alzheimer, la démence vasculaire, la claudication intermittente ainsi que les
acouphénes d’origine vasculaire. Aux Etats-Unis, il figure parmi les dix médicaments & base
de plantes les plus vendus. Plus de 120 études cliniques publiées, majoritairement
européennes, ont été consacrées a cette plante médicinale. La forme standardisée la plus
connue est EGb 761. Classé comme complément alimentaire aux Etats-Unis, le ginkgo est
représenté par plusieurs marques (Ginkgold, Ginkoba, Ginkai) ayant également été soumises a
des essais cliniques. Les préparations normalisées contiennent 24 % de glycosides
flavonoides, 6 % de lactones terpéniques, et ne dépassent pas 5 ppm d’acides ginkgoliques. Le
mécanisme d’action de cet extrait repose sur plusieurs effets biologiques : neuroprotection,
activité antioxydante, piégeage des radicaux libres, stabilisation membranaire et inhibition du
facteur d’activation plaquettaire (PAF) via le ginkgolide B. Parmi ses effets
pharmacologiques supplémentaires figurent la relaxation de I’endothélium induite par
I’inhibition de la phosphodiestérase du GMP cyclique (3°,5°-GMP), la prévention de la perte
liée a I’age des récepteurs cholinergiques muscariniques et a-adrénergiques, ainsi que la
stimulation de la captation de choline dans I’hippocampe. De plus, I’extrait de Ginkgo biloba
a montré une capacité a inhiber le dépbt de béta-amyloide, impliqué dans la pathogénie
d’Alzheimer. (Blumenthal et al., 2003).

Le Ginkgo biloba est riche en substances aidant a reguler la pression artérielle et a réduire
les lipides sanguins, offrant ainsi des applications prometteuses en médecine. Grace a ces
nombreux composants, il trouve sa place dans des domaines variés tels que la biomédecine,

les soins médicaux, les matiéres premieres chimiques et méme les produits de santé et

39



Chapitre 111: Phytothérapie et activité anti-vasculaire des produits déerives de plantes

cosmétiques. Son potentiel thérapeutique en fait un sujet d’étude et de développement
continu. 1l posséde des propriétés pharmacologiques variées, issues de ses nombreux
composants actifs. Son extrait contient des substances aux effets antibactériens, telles que
I’acide ginkgolique, bien qu’il présente des risques de sensibilisation, de mutagenése et de
cytotoxicité. La ginkgolide B, quant a elle, est un puissant antagoniste du facteur d’activation
plaquettaire, lui conférant un role majeur dans le traitement de la thrombose, des maladies
cardiovasculaires et de la pancréatite aigué. De plus, elle offre des bienfaits neuroprotecteurs
et est utilisée dans la prise en charge du cancer métastatique, tout en aidant a protéger les

neurones endommagés (Gao, 2020)

L’extrait de Ginkgo biloba est reconnu pour ses effets thérapeutiques dans le traitement
de la cardiopathie coronarienne, de 1’angine de poitrine, de ’artériosclérose cérébrale, de la
démence sénile et de I’hypertension. Son action antioxydante contribue a ralentir le
vieillissement cellulaire et pourrait avoir un impact positif sur la préservation des fonctions
cognitives. Le bilobol et plusieurs autres composés tels que le sophoflavescenol,
I’alantolactone et la bavachinine conférent a cette plante des propriétés antibactériennes,
antiparasitaires et antitumorales. Le protopanaxatriol, lui, agit en inhibant la croissance et

I’activité des cellules cancéreuses (Gao, 2020).
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Cette recherche a été menée au sein de ’animalerie de I’Institut des Sciences de la

Natureet 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 de 1’extrait de
Ginkgo biloba. Nous avons choisi d’utiliser un test in ovo, qui consiste a évaluerla croissance
des vaisseaux sanguins dans la membrane chorioallantoique (CAM) de I’embryonde 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
hétérogenesauvages ont été collectés dans une production locale (domestique) des fermes
familiales auniveau de la wilaya de Mila.Pour réduire la contamination provenant de la
surface, les ceufs ont été soigneusement désinfectés a 1’aide d’éthanol a 70%. Ils ont ensuite
été séchés a lair libre. Par la suite, chaqueceuf a ét¢é marqué avec un numéro distinct, ainsi

que la date et I’heure précises de 1’incubation.

Figure 23:Désinfection des ceufsFigure 24: Marquage des ceufs
Nous avons placé les ceufs dans un incubateur (WQO1) préalablement réglé a

unetempérature de 37,5 °C et une humidité relative de 65%. Il est crucial de maintenir ces
conditionsconstantes pendant toute la durée de I’expéimentation. Il est également
recommandé¢ d’éviter de manipulerou de tourner les ceufs pendant les premieres 48 heures.
Pour assurer le maintien de cesconditions optimales, une surveillance réguliere et rigoureuse
de la quantité d’eau présente dans 1’incubateur ainsi que de la température ambiante est

impérative

43



Chapitre IV : Materiel et méthodes

Figure 25:Incubation des ceufs

IV.1.1.2. Préparation des membranes chorioallantoidiennes

Au troisiéme jour d’incubation (E3), nous avons procédé a un mirage des ceufs. Le
mirageest une technique avicole qui permet a la fois de localiser la chambre a air et
d’identifier les ceufsnon viables afin de les éliminer. Cette méthode consiste a examiner un
ceuf de quelques joursplacé devant une source lumineuse intense. Cela permet de distinguer
les signes distinctifs dudéveloppement embryonnaire, tels que les filaments, communément
appelés «araignées », quiconstituent le futur réseau veineux. Si ces filaments ne sont pas

visibles, cela indique que 1’ceuf n’est pas viable et doit étre retiré de 1’incubateur.

Figure 26 :Mirage pour vérifier la fécondité des ceufs

Par la suite, nous localisons précisément 1’emplacement de la chambre a air et du
feetus.Ensuite, nous pergons délicatement les coquilles des ceufs au point le plus pointu a
I’aide d’uneaiguille 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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Figure27 :Détermination de la chambre a  Figure 28 : Prélévement de 1’ Albumenair
Le prélevement de 1’albumen entraine la création d’un sac d’air artificiel. Ce

phénomeneprovoque 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 dutémoin.

-
N

Figure 29:réincubation des oufes in ovo Figure 30 : recouvrir les ceufs

1VV.1.2. Préparation des substances testées
1V.1.2.1. 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

voieintramusculaire intraveineuse ou locale ; Produit par le groupe pharmaceutique SAIDAL
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spa Algérie, a été acheté aupres d’une officine locale & Ahmed Rachedi. Le numéro du lot

était 403/1,affichant une date de péremption de 11/2026.

Figure 31:dexaméthasone
Dans un Eppendorf, un volume 10ul de Dexasone 4mg/ml diluée dans 90ul de

I’eauphysiologique, a été agité manuellement pour I’obtention d’une solution homogene.

L3 92 )
- uniguement Su

Figure 32 :préparation de Dexasone 4mg/ml
IV.1.3. Origine du Matériel biologique (Végétal)
L’ail (Allium sativum) a été acheté auprés du marché des fruits et des légumes a 1’état

frais.et le Ginkgo biloba a été acheté chez un herboriste.

1V.1.3.1. Préparation du jus brut de I’ail (Allium sativum)
Juste avant I’application sur la CAM, le jus de 1’ail (Allium sativum) a été obtenu par

broyage d’une quantité suffisante d'ail. Ensuite, on procede a la filtration du broyat a travers
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lepapier filtre pour obtenir un suc homogéne. Ce dernier qui représente le jus brut (solution
meére).Une série de dilution a été préparée selon les facteurs de dilution suivants : (préparation
mere), ¥2; ¥ ; 1/6; 1/8; 1/10.

Figure 33 : Préparation du jus de I’ail (Allium sativum)

1V.1.3.2. Préparation du I’extrait de Ginkgo biloba
L’extrait de Ginkgo biloba a été obtenu en broyant 6g. Ensuite, le broyat a été versé dans
un bécher containe de 60ml d’eau distillé. Puis, il chauffé a I’aide du plaque chauffante a

45°C pendent 30 min et filtré a travers un papier filtre pour obtenir un liqguidehomogene.
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1V.1.4. Déroulement du test CAM (in ovo)

Figure 34 :Application de 5ul des solutions préparées sur la CAM
Au huitiéme jour d’incubation (ES8), les ceufs préparés préalablement ont été répartis en

sixgroupes distincts. Le premier groupe est un groupe témoin qui n’a regu aucun traitement.
Ledeuxieme groupe, un autre témoin négatif, a recu 15ul d’eau physiologique et le troisiéme
groupetémoin positif recevant 2ug de Dexamethasone (pour comparer [’activiter anti-
angiogénique). Le quatriéme groupe recoit 15ul du jus de 1’ail en guise d’un deuxiéme témoin
positif (pour comparer 1’effet perturbateur des vaisseaux sanguins). Un cinquiéme groupe
expérimental regoit, a 1’aide d’une micropipette, 15ul de différentes solutions de solutions de
Ginkgo biloba(solution mere), Il est important de noter qu’un lot supplémentaire a été incubé
dés le premier jour (JO), mais a été laissé intact, c’est-a-dire sans ouvrir la coquille. Ce lot
nous permet de vérifier le bon fonctionnement de I’incubateur, comme en témoigne 1’éclosion
des ceufs supplémentaires.Dans toutes les expérimentations, le produit a tester est déposé
directement sur lamembrane chorioallantoidienne (CAM). Les réactions possibles sont ensuite
observées et photographier, soitimmédiatement sur une période de 5 minutes, soit tardivement
pour une période de 72 heures. 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.

Enfin un score d’irritabilité a été établi selon la méthode Luepke (1985). Cette approche
a pour but d’évaluer le potentiel irritant (qui refeléte un effet perturbateur) des substances
chimiques en utilisant la membrane chorioallantoique (MCA) des ceufs fécondés de poule
comme modele in ovo. La substance test est directement appliquée sur la surface de la CAM
et la méthode consiste a surveiller et enregistrer l'apparition de réactions vasculaires clés

servant d'indicateurs d'irritation. Plus précisément, les points suivants sont évalués :

48



Chapitre IV : Materiel et méthodes

- Hémorragie : le temps écoulé entre I'application de la substance et I'apparition d'un
saignement visible sur la CAM.

-Lyse des vaisseaux sanguins : le délai avant I'observation de la dégradation ou de la

désintégration des petits vaisseaux.

- Coagulation : le temps nécessaire jusqu'a la formation de caillots ou de zones coagulées sur
la membrane.

Chaque réaction est notée selon le temps d'apparition, des temps plus courts indiquant un
potentiel irritant plus important. Ces mesures sont ensuite combinées pour produire un score

d'irritation reflétant I'effet global de la substance sur la membrane.
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V.1. Résultats et discussions
Nous avons étudié le développement embryonnaire du poulet, in ovo, en utilisant des
méthodes d’observation macroscopiques (a2 I’ceil nu et avec la caméra du smartphone

Samsung S20 G5 Full HD) et microscopiques (a I’intermédiare d’un stéréomicroscope

OPTIKA 20X et 40X).
Ces observations ont abouti aux constatations suivantes :

1- Le systéeme circulatoire des structures annexes extra-embryonnaires s'active deés le
troisieme jour d'incubation (ED3). Peu apres, les premiers réseaux vasculaires émergent dans
le sac vitellin. Rapidement, entre le quatrieme et le cinquieme jour (ED4-ED5), la membrane
chorioallantoidienne (CAM) initie sa vascularisation et devient nettement discernable des
EDA4.

Vaisseaux du sac vitellin

CAM

Figure35 : Vaisseaux du sac
vitellin sous
stéréomicroscope a 20X

Figure36 : Vaisseaux sanguins de la
CAM sous stéréomicroscope 40X

2- La membrane chorioallantoidienne (CAM) est une structure extra-embryonnaire d'une
vascularisation exceptionnelle, caractérisée par une croissance fulgurante. Des le huitiéme
jour d’incubation (EDS), elle s’étend pour Oter toute lacune, recouvrant ainsi entierement la
surface interne visible a travers la fenétre ouverte sur la coquille. Au cours de cette étape, le

développement de son réseau vasculaire s’accélére de maniére exponentielle.

Vers le quatorzieme jour (ED14), la CAM se déploie intégralement pour envelopper
I’embryon ainsi que ses structures annexes, notamment I’amnios et la vésicule vitelline,

consolidant ainsi I’organisation du systéme circulatoire extra-embryonnaire.
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Figure 38 : CAM Témoin a J14, in ovo

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 étude détaillée de 1’angiogeneése et du développement vasculaire (figure39).
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Vaisseaux tertiaires

Jaisseaux secondaires

Jaisseaux primaire

Figure 39: observation des vaisseaux primaires, secondaires et tertiaires sous stéréomicroscope
20X.

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

la vascularisation allantoidienne qu’on classe d’une mani¢re sommaire en :

> Effet Anti-angiogénique de la Dexamethasone (témoin positif)

Résorption des
vaisseaux sanguins

vaisseaux fantbmes

Vascularisation normale de la CAM Dexamethasone a J12 (effet antiangiogénique)

Figure40 : effet Anti-angiogénique de la Dexamethasone (témoin positif)
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» exploration de ’action de I’extrait brut de la plante Ginkgo biloba

Site d’applicat

Figure41: témoin interne a J8. (A) : sous caméra du smartphone Samsung S20 G5 Full HD ;
(B) : sous stéréomicroscope X20 ; (C) : sous stéréomicroscope X20 en niveaux de gris.

Faible
vasoconstriction

Figure 42 : Application de Gingo biloba aprés 5 minutes. (D) : sous caméra du smartphone
Samsung S20 G5 Full HD ; (E) : sous stéréomicroscope X20 ; (F) : sous stéréomicroscope
X20 a I’échelle gris.
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Vasoconstriction prononcée
Blocage de la circulation
capillaire

MNivaindine Aa la Adamaisl

Figure 43 : Application de Gingo biloba apres 12h. (G) : sous caméra du smartphone
Samsung S20 G5 Full HD ; (H) : sous stéréomicroscope X20 ; (1) : sous
stéréomicroscope X20 a I’échelle gris.

Vasoconstriction prononcée
Blocage de la circulation capillaire
Diminution de la densité vasculaire
Kératinisation de la CAM

Témoin interne :
Circulation capillaire performante
Densité vasculaire normale
CAM normale
Vaisseaux sanguins matures

Figure 44 : Application de Gingo biloba aprés 30h. (J) : sous caméra du smartphone Samsung
S20 G5 Full HD ; (K) : sous stéréomicroscope X20 ; (L) : sous stéréomicroscope X20 a
I’échelle gris ; (M) : témoin interne.
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-le calcule du score d’irritabilité selon le systeme d’évaluation de Luepke (1985) donne une

valeur de 0, ce qui signifie une absence d’hyperhémie, d’hémorragie et de coagulation.
-Cing minutes aprés 1’application, on enregistre une faible vasoconstriction (figure42).

-Aprés 12 heures, on note une vasoconstriction prononcée, un blocage de la circulation

capillaire et une diminution de la densité vasculaire (figure43).

-Apres 30 heures, on commence a detecterune kératinisation de la CAM, en plus de la
vasoconstriction prononcée, blocage de la circulation capillaire et la diminution de la densité

vasculaire(figure44).
-les autres régions de la CAM (témoin interne) montrent une croissance normale (figure44).

-Apres 60 heures, on constate que I’embryon se porte bien, ce qui traduit I’absence d’une

quelconque toxicité sur I’embryon.

5 On a enregistré une mortalité considérable dans tous les groupes (témoin négatif, témoin
positifl, ttmoin positif 2, groupe expérimental,...). Ceci peut étre d a des facteurs externe a
I’expérimentation (infections, conditions climatiques,...), donc difficile a contrbler (voir

figure45).

Figure45 : embryon mort, in ovo
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Figure 46:embryon (CAM) infecté

6- Les données expérimentales indiquent que I’application de 1’extrait brut de Ginkgo biloba

n’affecte pas la viabilité des embryons, dont la survie est de 100 %.

De nombreuses études montrent clairement que les préparation de la plante Ginkgo
biloba possédent une activité antiangiogénique (Backorova et al., 2025; Han et al., 2016).
Cependant, il n'existe actuellement aucune étude publiée explorant son effet irritant 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 1’originalité de notre travail.

Le Ginkgo biloba, plante médicinale ancestrale, renferme plusieurs composés bioactifs
aux propriétés anti-angiogéniques démontrées (Shao et al., 2025). Parmi les constituants les
plus puissants figurent les flavonoides (Tao etal., 2022) tels que la quercétine et le
kaempférol, ainsi que les terpénoides, notamment les ginkgolides et le bilobalide (Zonouz
etal., 2024). Ces molécules exercent leurs effets par différents mécanismes inhibant

I’angiogenese, processus essentiel a la croissance tumorale et a la formation de métastases.

Une étude marquante de Koltermann et al. (2009) a montré que I’extrait standardisé de
Ginkgo biloba, EGb 761, inhibe 1’angiogenése aussi bien in vitro que in vivo (modele CAM).
L’extrait a diminué la prolifération, la migration et la formation de structures tubulaires par
les cellules endothéliales, via I’activation de phosphatases tyrosine, qui bloquent ensuite la
voie de signalisation Raf-MEK-ERK, centrale dans le controle de 1’angiogenese (Koltermann
et al., 2009).
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Par ailleurs, Ye et al. (2024), dans une revue récente, soulignent le potentiel des dérivés
de Ginkgo biloba comme agents perturbateursvasculaires dans des stratégies de vectorisation
ciblée du traitement tumoral. Ces composés semblent agir en perturbant l'intégrité vasculaire

et les voies de signalisation angiogéniques (Ye et al., 2024).

En effet, selon Chin et al. (2018), le kaempférol inhibe I’angiogenése dans des cellules
endotheéliales stimulées par le VEGF en ciblant spécifiquement le récepteur VEGFR-2 et en
réduisant ’activation des voies de signalisation en aval (PI3K/AKT, MEK et ERK). Ce
blocage aboutit & une diminution de I’expression de métalloprotéinases, telles que MMP-2 et
MMP-9, ce qui contribue a limiter la formation des nouveaux vaisseaux dans le

microenvironnement tumoral.

Cette étude préliminaire vise, principalement, 1’évaluation du potentiel irritantde 1’extrait
brut de Ginkgo biloba. Elle s’inscritdans une logique de recherche de nouvelles biomolécules

d’origine biologique qui peuvent étre douées de propriétés antivasculaires.

Le modele expérimental choisi pour mener ce travail consiste en les vaisseaux sanguins
de la membrane chorioallantoidienne (CAM) de I’embryon du poulet. Ceci est utilisé
couramment dans 1’étude in vivo de I’angiogenése et de 1’anti-angiogenese vue la simplicité,
le cout modeste et la reproductibilité des résultats, ne pose aucune contrainte éthique,

immaturité immunitaire(Ribatti et al., 2001).

Ginkgo biloba se montre come une plante sire qui semble bloquer la formation de
nouveaux vaisseaux a partir de ceux pré-existant (anti-angiogénique). Alors il est claire quelle
est dépourvue de toute action petubatrice sur les vaisseaux sanguins mature, en I’occurrence
I’effet destructeur des vaisseaux sanguins de 1’anglais, vascular disrupting agents, VDAs, (Ye
et al., 2024). Donc, I’application de I’extrait brute de cette plante se traduit par 1’absence de
toute irritation des CAM, des saignements, des thromboses. Parailleurs, on enregitre une
kératinisation de la CAM, en plus de la vasoconstriction prononcée, blocage de la circulation

capillaire, diminution de la densité vasculaire 30 heures aprés ’application.

Enfin, ce travail reste incomplet et des remarques sur des incohérences du dispositif
experimental meritent 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).
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En plus le recours a des ceufs d’origines hétérogénes influence sur pertinence des

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

Dans le cadre de cette étude, nous avons mené une série d’expérimentations in ovo sur la
vascularisation de la membrane chorioallantoique (CAM) afin d’évaluer les effets biologiques
de I’extrait de Ginkgo biloba, reconnu pour son potentiel thérapeutique. Ces tests avaient pour
objectif d’observer les modifications morphologiques et fonctionnelles induites par cet extrait
sur le développement des vaisseaux sanguins. L’enjeu était de déterminer s’il posséde une
activité anti-angiogénique et/ou s’il perturbe la vascularisation, dans une optique de mise en

ceuvre d’approches anticancéreuses.

Les premiéres observations indiquent que Ginkgo biloba se révele étre une plante sdre,
capable d'inhiber la formation de nouveaux vaisseaux a partir des réseaux vasculaires
préexistants (propriété anti-angiogénique). Il est ainsi évident que I'extrait brut de cette plante
ne présente aucune action destructrice sur les vaisseaux sanguins matures, contrairement aux
agents perturbant la vascularisation. L’application de cet extrait ne se traduit par aucune
irritation de la membrane chorioallantoique (CAM), ni par des saignements ou des
thromboses. Par ailleurs, on observe une kératinisation progressive de la CAM, accompagnée
d’une vasoconstriction prononcée, d’un blocage de la circulation capillaire et d’une
diminution de la densité vasculaire, effet mesuré 30 heures apres 1’application et qui suggere
une action antiangiogénique.De plus, dans les conditions expérimentales définies, la plante en

question n’entraine aucune mortalit¢ des embryons.
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