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resumé 

Ce travail évalue le potentiel perturbateur vasculaire (VDA) in ovo d'extraits 

hydroéthanoliques standardisés (10 mg/mL) de Thymus vulgaris L., Mentha spicata L. et 

Bunium incrassatum (Batt.) Batt. &Trab.. Via le modèle de la membrane 

chorioallantoïdienne (CAM) validé par le témoin positif fosbrétabuline (CA4P), l'application 

topique directe (200 µg/œuf à ED8) révèle des propriétés de rupture vasculaire aiguës, 

distinctes des cinétiques anti-angiogéniques classiques.  

Bunium incrassatum et Thymus vulgaris L. provoquent un effondrement microvasculaire 

précoce (3 heures post-exposition), caractérisé par un élagage capillaire 

(microvascularpruning) et des occlusions luminales thrombotiques évoquant un ciblage direct 

du cytosquelette endothélial. Mentha spicata L. induit un blanchiment (blanching) et une 

stase circulatoire totale (vascularshutdown) après 7 heures. L'acquisition morphométrique à 

haute résolution a été standardisée par un système de couplage optique smartphone-

stéréomicroscope sur mesure.  

Ces évidences phénotypiques valident le potentiel de ces extraits en oncologie translationnelle 

et ouvrent la voie à un fractionnement bio-guidé ainsi qu'à des validations précliniques in vivo 

sur modèles tumoraux.  

Mots-clés :  

Membrane chorioallantoïdienne (CAM) ,Modèlein ovo, Angiogenèse,Agents de 

rupture vasculaire (VDA – VascularDisrupting Agents) , Buniumincrassatum, 

Thymus vulgaris L. Mentha spicata L. , Extraits hydroéthanoliques, Morphométrie 

numérique  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Abstract 

This study evaluated the vascular disrupting activity (VDA) of standardized 

hydroethanolic extracts (10 mg/mL) from Thymus vulgaris L., Mentha spicata L., and 

Buniumincrassatum (Batt.) Batt. &Trab. utilizing the in ovo chorioallantoic membrane 

(CAM) assay. Pharmacological sensitivity was validated using fosbretabulin (CA4P) as a 

positive control. Topical application (200 µg/egg at ED8) revealed acute, distinct disruptive 

phenotypes contrasting with typical transcription-dependent anti-angiogenic kinetics.  

Buniumincrassatum and Thymus vulgaris L. induced rapid microvascular collapse 

within 3 hours post-exposure. Thymus vulgaris L. triggered critical luminal occlusion and 

thrombotic stasis via blood column fragmentation, suggesting cytoskeletal targeting and 

endothelial cell rounding. Concurrently, Buniumincrassatum caused selective microvascular 

pruning, obliterating ~80% of immature capillaries. Conversely, Mentha spicata L. exhibited 

delayed kinetics at 7 hours, characterized by generalized microvascular blanching and ghost 

vessel formation. Structural alterations were quantified using a custom smartphone-

stereomicroscope optical coupling system.  

These phenotypic evidences confirm the VDA potential of these botanical matrices, 

establishing a framework for bio-guided fractionation and translation to in 

vivotumorxenograft models.  

Key words: 

Vascular Disrupting Agents (VDA)  Chorioallantoic , Membrane (CAM) 

Assay ,Thymus vulgaris L ,Buniumincrassatum,Mentha spicata L,In Ovo Translational 

Pharmacology, 

Hydroalcoholic extract. 



 

 

 الملخص

 10) انمُاسُح الإَخاَىنُح انًائُح نهًستخهصاخ (VDA) انذيىَح نلأوػُح انًخشّب انُشاط انحانُح انذساسح تمُّى

 غشاء ًَىرد تاستخذاو Buniumincrassatumو ،spicataL Menthaو ،L vulgaris Thymus نُثاتاخ /يم(غي

 إَجاتٍ. كشاهذ (CA4P) انفىسثشَتادونٍُ استخذاو يغ تانًماسَح و انذجاد، جٍُُل (CAM) انكىسَىلاَتىَك

 (انحضٍ يٍ انخايٍ انُىو فٍ انتطىسَح انًشحهح ػُذ يُكشوغشاو/تُضح 200) انًثاشش انًىضؼٍ انتطثُك كشف

 يستخهصا تسثة حُج ،الأوػُح خهُكنت انًخثطح تأحُشاخان ػٍ تختهف انىػائٍ نهتخشَة حادج يظهشَح أًَاط ػٍ

 incrassatum. B وvulgaris T.   وتسثة ،انُثاتُح نهًادج انتؼشض يٍ ساػاخ 3 خلال انذيىَح نهشؼُشاخ سشَؼا   اَهُاسا 

 انثطاٍَ انخهىٌ انتكىس وحذوث انخهىٌ انهُكم استهذاف إنً َشُش يًا ،انذو تخخشو الأوػُح اَسذاد فٍ.vulgaris T َثاخ

(cellrounding،) تسثة تًُُا incrassatum B. ٍاَتمائٍ تمهُى ف (microvascularpruning) أدي انذلُمح نلأوػُح 

 انُاضجح. غُش انذيىَح انشؼُشاخ يٍ %80 حىانٍ طًس إنً

 انذلُمح لأوػُحا تاتُضاض تًُض إر ساػاخ، 7 تؼذ تجهً ايتأخش فؼلا .spicata M.L َثاخ أظهش انًماتم، فٍ

 (.ghostvessels) شثحُح أوػُح وتشكُم

 انذيىَح. نلأوػُح تخشَة ػهً تؼًم انُثاتُح ًستحضشاخان أٌ انًظهشَح الأدنح هزِ تؤكذ ،الأوساو ػهى سُاق فٍو 

 (guidedfractionation-bio) انذو أوػُح ػهً تأحُشها ػهً يؼتًذٍَ انًستخهصاخ تجضئح لإجشاء َؤسس رنك كم

 .(CAMانكىسَىلاَتىَك )ػهً غشاء   (xenografts) أجُثُح وسيُح ػُُاخ صسع ػهً تؼتًذ ًَارد َحى وانتحىل

 

، النعناع، التلغودة، الإيثانولية القياسيةالمستخلصات المائية ، (VDAs) العوامل المخرّبة للأوعية الدموية: المفتاحية تالكلما

 الزعتر، تخليق الأوعية الدموية.
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Introduction  

La vascularisation tumorale demeure l'un des piliers fondamentaux de la progression 

néoplasique, de la transition métastatique et de l'échappement thérapeutique (Folkman, 1971 ; 

Hanahan & Weinberg, 2011). Alors que les stratégies anti-angiogéniques conventionnelles 

ciblent principalement la formation de nouveaux bourgeons capillaires via l'inhibition de la 

voie du VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) (Sherazi et al., 2026), les Agents 

Perturbateurs Vasculaires (VDA - Vascular Disrupting Agents) visent l'occlusion et la 

destruction sélective du réseau microvasculaire tumoral préexistant (Dong et al., 2026). Ce 

mécanisme d'action repose fréquemment sur la dépolymérisation des microtubules 

endothéliaux au niveau du site de liaison de la colchicine, induisant un effondrement 

cytosquelettique rapide, une augmentation drastique de la perméabilité vasculaire, et une 

cascade thrombotique menant à la nécrose centrale de la masse tumorale (Kamal et al., 2026). 

Dans cette optique, La recherche de nouvelles entités chimiothérapeutiques, issues de 

matrices végétales et qui sont capables de reproduire les effets des VDA, constitue un axe 

majeur de la pharmacognosie moléculaire et de l'oncologie translationnelle. Parmi les 

substance qui sont considérées des VDAs, la Fosbretabuline (Combretastatin A-4 Phosphate, 

CA4P) sert de molécule de référence internationale pour valider l'activité de désorganisation 

vasculaire pour les nouvelles molécules (Kitowski et al., 2026).  

L'évaluation phénotypique à haute fidélité d'extraits végétaux complexes nécessite des 

modèles biologiques validés respectant les contraintes éthiques de la pharmacologie moderne 

(López, 2026). Le modèle in ovo de la membrane chorioallantoïdienne (CAM) de l'embryon 

de poulet (Gallus gallus) s'impose comme une alternative translationnelle majeure entre les 

essais cellulaires in vitro et les modèles mammifères in vivo. La CAM offre une architecture 

vasculaire extra-embryonnaire dense, hautement perméable, permettant le criblage non invasif 

de molécules vasoactives (Cymer et al., 2026). 

La biodiversité de la flore algérienne recèle des chimiotypes riches en métabolites 

secondaires doués de propriétés biologiques hétérogènes (Bousetla et al., 2015). Cette étude 

se focalise sur trois matrices végétales distinctes sélectionnées pour leur potentiel 

phytochimique : 
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 Thymus vulgaris L. (Lamiaceae), reconnu pour sa richesse en phénols 

monotérpéniques doués de propriétés cytotoxiques sélectives et d'impacts directs sur 

l'intégrité membranaire endothéliale (Asadian, 2026 ; Ammari et al., 2026). 

 Mentha spicata L. (Lamiaceae), caractérisée par une fraction polyphénolique et 

terpénique capable d'interférer avec les voies de signalisation de la survie cellulaire 

(Tafrihi et al., 2021). 

 Bunium incrassatum (Batt.) Batt. & Trab. (Apiaceae), localement désignée sous le 

nom de Talghouda, dont les tubercules renferment des coumarines, des stérols et des 

composés phénoliques à forte activité anti-inflammatoire et antioxydante (Amraoui et 

al., 2024; Bousetla et al., 2015). 

L'objectif central de ce mémoire est de caractériser, de comparer et de quantifier les effets 

vasculaires macroscopiques et microscopiques de ces trois extraits hydroalcooliques vis-à-vis 

du réseau vasculaire de la CAM, en utilisant la Fosbretabuline (CA4P, pureté à 98%) comme 

témoin positif d'effondrement endothélial.  

Ainsi, cette étude se décline en deux volets complémentaires: 

1. Le premier propose une synthèse des données scientifiques actuelles relatives à la biologie 

de l’angiogenèse, aux stratégies thérapeutiques antivasculaires, à l’anatomie et aux fonctions 

de la membrane chorioallantoïdienne du poulet (CAM), ainsi qu'à ses applications 

expérimentales. Une attention particulière est également portée au rôle de la phytothérapie 

dans ce domaine. 

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

pouvoir antivasculaire des l’extraits des trois plantes sélectionnées.  
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I.1.  Généralités sur Le système vasculaire  

Le système vasculaire humain est un réseau complexe d'artères, de capillaires et de 

veines, dont la fonction primordiale est d'assurer le maintien de l'homéostasie cellulaire. 

Ce réseau vasculaire assure le transport des nutriments essentiels et des micro-

éléments (tels que les vitamines et les minéraux), soutient la croissance ainsi que le 

développement tissulaire, et prend en charge l'épuration des déchets métaboliques cellulaires. 

Au sens large, l'appareil circulatoire se subdivise en deux composantes interconnectées : le 

système cardiovasculaire — constitué du cœur, des vaisseaux sanguins et du sang — et le 

système lymphatique. 

pour accomplir leurs rôles physiologiques variés, les vaisseaux partagent une 

organisation histologique commune articulée autour de trois couches distinctes appelées « 

tuniques » (tunica intima, tunica media et tunica adventitia). Ils présentent néanmoins des 

divergences cellulaires et fonctionnelles subtiles mais marquées, adaptées aux exigences 

spécifiques des organes qu'ils irriguent (Pugsley & Tabrizchi, 2000). 

 

Figure 01 : Représentation schématique de la structure du système vasculaire (Castan, 2014). 
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I.1.1. Structure et fonction des vaisseaux sanguins  

I.1.1.1. Les artères  

Les artères sont des vaisseaux sanguins qui transportent le sang du cœur vers les 

organes périphériques. Elles participent activement à la distribution de l’oxygène et au 

maintien de la pression artérielle systémique par le biais des mécanismes de vasoconstriction 

et de vasodilatation (Standring, 2021 ; Hall, 2021). Leur paroi, à la fois épaisse et élastique, 

est structurellement adaptée pour résister à des régimes de pression hydrostatique élevés ; elle 

se compose de trois tuniques concentriques : l’intima, la média et l’adventice (Waugh & 

Grant, 2010). Sur le plan morphologique, on distingue classiquement les artères élastiques, les 

artères musculaires et les artérioles, ces dernières régulant la distribution progressive du flux 

sanguin vers le lit capillaire (Marieb & Hoehn, 2007). 

I.1.1.2. Les veines  

À l’inverse des artères, les veines se caractérisent par une paroi plus mince et 

hautement distensible, une propriété structurelle liée à une proportion réduite de cellules 

musculaires lisses et de fibres élastiques au niveau de leur média. Leur lumière est jalonnée de 

valvules conjonctivo-endothéliales antiretour qui orientent le flux de manière 

unidirectionnelle, orchestrant ainsi efficacement le retour du sang désoxygéné des différents 

tissus vers le compartiment cardiaque droit (Silverthorn, 2010) 

I.1.1.3. Les capillaires  

Les capillaires sont les plus petits vaisseaux sanguins et assurent les échanges entre le 

sang et les tissus. Leur répartition varie selon l’activité métabolique des organes : les muscles, 

le foie et les reins possèdent un réseau capillaire dense, contrairement aux tissus moins actifs. 

Le flux sanguin capillaire est régulé par les artérioles grâce aux cellules musculaires lisses 

(Hall & Hall, 2021).  
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                   Figure 02: structure des vaisseaux sanguins (Mescher, 2010). 

I.1.2. Le système lymphatique 

Le système lymphatique joue un rôle fondamental dans le maintien de l'équilibre 

hydrique et de l'immunité à travers un réseau dense de capillaires borgnes et de vaisseaux fins. 

Sa fonction première est de drainer le surplus de liquide interstitiel ainsi que les protéines 

intercellulaires afin de les restituer au compartiment vasculaire, prévenant ainsi activement la 

formation d'œdèmes. Ce flux lymphatique s'effectue de façon strictement unidirectionnelle, 

transitant par les ganglions (ou nœuds) lymphatiques avant de rejoindre la circulation 

veineuse systémique (Guyton & Hall, 2016). 

En tant qu'acteur clé de l'homéostasie liquidienne et tissulaire, le réseau lymphatique 

se distingue par une haute perméabilité structurelle. Cette porosité, nettement supérieure à 

celle des capillaires sanguins, facilite le transport des macromolécules et le trafic des cellules 

immunitaires vers les ganglions pour y orchestrer la réponse adaptative. Néanmoins, cette 

barrière hautement permissive est fréquemment détournée en oncologie : le réseau 

lymphatique devient alors une voie préférentielle de dissémination pour les cellules 

tumorales, favorisant ainsi le développement des métastases ganglionnaires et à distance 

(Swartz & Lund, 2012). 
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Figure 03: Vaisseau lymphatique mature (Phil, 2014). 

 

I.2. Ontogenèse et dynamique du développement vasculaire 

Au cours de l'embryogenèse, l'appareil vasculaire constitue le tout premier système 

d'organes à devenir fonctionnel. Il remplit d'emblée une fonction vitale en assurant la 

distribution de l'oxygène, l'apport des éléments nutritifs essentiels et la régulation 

homéostatique des tissus en pleine croissance (Carmeliet, 2005). 

Ce vaste réseau de conduits est structurellement tapissé par une assise monocellulaire 

de cellules endothéliales. Le déploiement de cette arborescence se déroule selon une séquence 

chronologique hautement orchestrée, combinant deux processus biologiques distincts et 

complémentaires : la vasculogenèse, caractérisée par la différenciation initiale et de novo de 

progéniteurs (angioblastes) en cellules endothéliales, et l'angiogenèse, qui prend le relais en 

assurant l'expansion et la complexification du réseau primitif par le biais du bourgeonnement 

ou de la division (intussusception) de vaisseaux préexistants (Potente et al., 2011). 

I.2.1. Vasculogenèse embryonnaire et post-natale 

Le concept de « vasculogenèse », introduit par Risau et ses collaborateurs, définit la 

formation de novo du réseau vasculaire primitif chez l'embryon (Risau & Lemmon, 1988 ; 

Patan, 2004). Ce processus s'amorce précocement après la gastrulation, lorsque des cellules 

souches mésodermiques bipotentes — les hémangioblastes — s'agrègent pour former les îlots 

sanguins de Wolff et Pander (Risau & Lemmon, 1988). Au sein de ces structures, une 
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ségrégation cellulaire stricte s'opère en deux lignées distinctes : les cellules souches 

hématopoïétiques se regroupent au centre, tandis que les angioblastes se positionnent à la 

périphérie. Ces derniers se différencient ensuite en cellules endothéliales matures qui 

s'organisent pour délimiter la lumière des premiers vaisseaux (Risau & Flamme, 1995). 

Sur le plan moléculaire, ce programme morphogénétique est finement orchestré par le 

facteur de croissance VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) et ses récepteurs tyrosines 

kinases  (Shalaby et al., 1995). Les études d'invalidation génique (knock-out) ont mis en 

évidence la complémentarité de ces récepteurs : l'absence de VEGFR2 (Flk-1) bloque 

précocement la différenciation initiale des îlots primaires, tandis que l'invalidation de 

VEGFR1 (Flt-1) permet cette différenciation mais perturbe l'assemblage structural et 

l'organisation fonctionnelle du réseau vasculaire ((Shalaby et al., 1995). 

Bien que longtemps considérée comme exclusivement embryonnaire, la vasculogenèse 

persiste chez l'adulte sous une forme dite post-natale, soutenue par les cellules progénitrices 

endothéliales (EPC, Endothelial Progenitor Cells) résidant dans la moelle osseuse (Asahara et 

al., 1997 ; (Rafii & Lyden, 2003). En contexte pathologique, notamment tumoral, la sécrétion 

locale de cytokines et de chimiokines telles que le VEGF et le SDF-1 (Stromal cell-Derived 

Factor- ) induit la mobilisation et le recrutement de ces EPC circulantes. Ces progéniteurs 

migrent alors vers le site tumoral et s'intègrent directement à la paroi des néovaisseaux, 

contribuant ainsi activement à la néovascularisation et à la progression tumorale (Janic & 

Arbab, 2010). 

 

Figure 04: La vasculogenèse (Risau et Flamme, 1995). 
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I. . . L’angiogenèse 

L'angiogenèse se définit comme le processus biologique par lequel de nouveaux 

vaisseaux sanguins se forment exclusivement à partir d'un réseau vasculaire préexistant, 

principalement par bourgeonnement (sprouting) ou division par intussusception(Risau, 1997). 

En somme, alors que la vasculogenèse pose les fondations du système circulatoire primitif, 

l'angiogenèse prend le relais pour assurer l'expansion, le remodelage et la complexification de 

cette arborescence initiale (Augustin & Koh2024). 

I.2.3. L'endothélium vasculaire : structure, fonctions et hétérogénéité 

Les cellules endothéliales (CE), d’origine mésodermique, sont des cellules aplaties et 

polygonales qui tapissent l’intérieur de l’ensemble de l’arbre vasculaire, des vaisseaux 

lymphatiques ainsi que des cavités cardiaques (Aird, 2007). Elles s'organisent en une 

monocouche cohésive — l’endothélium — qui constitue une interface dynamique majeure 

entre le compartiment circulant (sang ou lymphe) et les tissus sous-jacents. 

Au niveau de la microcirculation, et plus particulièrement des capillaires, ces cellules 

s’amincissent considérablement pour optimiser les échanges gazeux et métaboliques. Cet 

endothélium agit comme une barrière semi-perméable hautement sélective, dont la cohésion 

et la perméabilité paracellulaire sont rigoureusement contrôlées par des complexes 

jonctionnels spécialisés, notamment les jonctions serrées (tight junctions) et les jonctions 

d’ancrage ou adhérentes (Bazzoni & Dejana, 2004 ; Lacolley et al., 2007). De plus, les CE 

sont douées d'une grande plasticité mécanosensible : soumises aux forces de cisaillement du 

flux sanguin (shear stress), elles se remodèlent, s’allongent et s’alignent dynamiquement dans 

le sens de la circulation (Lacolley et al., 2007). 

Selon les contraintes physiologiques des organes irrigués et le degré de perméabilité 

requis, l’endothélium adopte trois phénotypes structuraux distincts (Aird, 2007) : 

 L'endothélium continu : caractérisé par des jonctions étanches et une lame basale 

ininterrompue, limitant strictement le passage des macromolécules (ex. : système 

nerveux central, peau, poumons). 

 L'endothélium fenêtré : perforé de pores microscopiques (fenestrations) facilitant des 

flux d'échange élevés (ex. : glomérules rénaux, glandes endocrines, villosités 

intestinales). 



Chapitre I     Système vasculaire : fonctions physiologiques et implications pathologiques 
 

10 
 

 L'endothélium discontinu ou sinusoïdal : présentant de larges ouvertures 

intercellulaires et une lame basale discontinue, permettant le passage direct de cellules 

et de grosses protéines (ex. : foie, rate, moelle osseuse). 

Loin d'être une simple barrière passive, l'endothélium se comporte comme un véritable 

organe endocrine et paracrine, indispensable au maintien de l'homéostasie cardiovasculaire. Il 

régule activement la perfusion sanguine, la balance thrombose/fibrinolyse et le recrutement 

leucocytaire lors des réactions inflammatoires (Lerman & Burnett, 1992 ; Esper et al., 2006). 

Pour ajuster le tonus vasculaire, il sécrète de nombreux facteurs vasoactifs. Il produit 

notamment des agents vasodilatateurs majeurs tels que l'oxyde nitrique endothélial (NO ou 

eNO), la prostacycline (PGI2) et le facteur hyperpolarisant dérivé de l'endothélium (EDHF) 

(Godo & Shimokawa, 2017). qui s'opposent aux facteurs vasoconstricteurs. Enfin, cette 

plasticité métabolique et sécrétoire confère à la cellule endothéliale un rôle pivot lors de 

l'angiogenèse : en réponse à des stimuli hypoxiques ou angiogéniques, l'endothélium 

quiescent transite vers un phénotype activé, amorçant la dégradation de sa matrice et le 

bourgeonnement de nouveaux conduits vasculaires. 

 

       Figure 05: Les trois types d'endothélium: continu, fenêtré et discontinu. La largeur des 

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

I.2.2.3. Les mécanismes de l'angiogenèse 

Le contrôle de la dynamique angiogénique repose sur un équilibre biochimique 

rigoureux, communément appelé « balance angiogénique ». En conditions physiologiques 

normales, ce phénomène est transitoire, hautement localisé et coordonné (cicatrisation, 

angiogenèse ovarienne ou placentaire) (Olsson et al., 2006). Il est régulé par l'équilibre strict 
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entre des facteurs pro-angiogéniques (tels que le FGF, le PlGF ou l'Angiopoïétine-2) qui 

stimulent l'activation endothéliale, et des inhibiteurs endogènes anti-angiogéniques (comme 

l'endostatine ou l'interféron-alpha) qui maintiennent la quiescence vasculaire (Folkman, 

2007). 

 

                  Figure 06: les mécanismes de l’angiogenèse (Pettersson et al., 2000) . 

Lorsque les signaux pro-angiogéniques prédominent, l'expansion et la 

complexification du réseau vasculaire s'opèrent selon trois modalités cellulaires distinctes et 

interconnectées (Potente et al., 2011) : 

I. .3. . L’angiogenèse par bourgeonnement (Sprouting) 

Le bourgeonnement est le mécanisme classique de formation capillaire par migration 

dirigée. Il se déroule selon une séquence chronologique hautement stéréotypée : 

 Activation et déstabilisation : Sous l’action d'un gradient du facteur de croissance 

VEGF, les cellules endothéliales (CE) sortent de leur état quiescent. La matrice 

extracellulaire et la membrane basale sont localement dégradées, tandis que les 

péricytes se détachent pour libérer la paroi (Gerhardt et al., 2003 ; Carmeliet & 

Jain,2011).  

 Ségrégation phénotypique (Tip/Stalk) : La croissance du nouveau vaisseau est 

menée par une cellule de front unique, la cellule de tête (tip cell). Non proliférative et 

dotée de nombreux filopodes, elle capte les gradients de chimioattraction et guide le 

bourgeon. En arrière, les cellules de soutien (stalk cells) prolifèrent activement sous le 

contrôle de la voie Notch pour allonger le néovaisseau et initier la formation de la 
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lumière vasculaire (Gerhardt et al., 2003 ; Adams & Alitalo, 2007 ; Siekmann et al., 

2008). 

 Anastomose et maturation : Lorsque deux bourgeons adjacents se rencontrent, ils 

fusionnent par anastomose pour établir une continuité luminale et initier la perfusion 

sanguine (Carmeliet & Jain,2011). Le nouveau vaisseau se stabilise ensuite par l'arrêt 

de la prolifération, la reformation de la membrane basale et le recrutement de péricytes 

matures (Carmeliet, 2000 ; Jain,2003). 

I. .3. . L’angiogenèse par intussusception (Splitting) 

Contrairement au bourgeonnement, l’angiogenèse par intussusception consiste en un 

clivage longitudinal interne d'un vaisseau existant, un processus rapide qui ne requiert qu'une 

prolifération endothéliale minimale (Mentzer & Konerding, 2014). 

 Formation du pilier : Le mécanisme s'amorce par la protrusion des parois 

endothéliales opposées à l'intérieur de la lumière vasculaire, créant une zone de 

contact qui fusionne pour former un pilier transluminal central. 

 Consolidation matricielle : Ce cœur cellulaire est rapidement envahi et renforcé par 

des myofibroblastes, des péricytes et des composants de la matrice extracellulaire 

(Gianni-Barrera et al., 2013). 

 Clivage et expansion : Sous l’influence des forces hydrodynamiques du flux sanguin, 

ce pilier perforant s’allonge et s'amincit progressivement jusqu’à scinder le vaisseau 

d'origine en deux conduits vasculaires fonctionnels et distincts (Kurz et al., 2003). Ce 

mode est particulièrement exploité pour l'expansion vasculaire rapide au sein des 

tumeurs solides. 

I.2.3.3. La co-optation vasculaire 

La co-optation constitue un mécanisme d'échappement et d'adaptation non angiogénique, 

principalement observé en contexte oncologique. 

 Détournement du réseau de l'hôte : Au lieu d'induire la formation de néovaisseaux, 

les cellules tumorales hautement invasives migrent le long des structures vasculaires 

préexistantes de l'organe hôte pour s'en approprier la perfusion (Voutouri et al., 2019). 
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 Infiltration parenchymateuse : Ce mode de progression prédomine dans les tissus 

physiologiquement très vascularisés tels que le parenchyme cérébral, hépatique ou 

pulmonaire. Il permet à la tumeur de proliférer à bas bruit en s'affranchissant des 

contraintes de la néovascularisation classique, favorisant une infiltration agressive et 

l'émergence précoce de processus métastatiques (Donnem et al., 2013 ; Delgado-

Bellido et al., 2023). 

I.2.4. Les principaux acteurs moléculaires de la morphogenèse vasculaire 

La balance angiogénique est contrôlée par une cascade de signaux moléculaires, 

activée en amont par des stimuli environnementaux et relayée par des systèmes de 

ligands/récepteurs spécifiques. 

I. .4. . L’hypoxie et le système HIF 

L'hypoxie — déséquilibre entre l'apport et la demande tissulaire en oxygène — est le 

principal déclencheur de l'angiogenèse (Bracken et al., 2006). La réponse cellulaire adaptative 

repose sur le facteur de transcription hétérodimerique HIF (Hypoxia-Inducible Factor), 

composé d'une sous-unité constitutive (HIF-1β) et d'une sous-unité sensible à l'oxygène (HIF-

1α) (Semenza, 2003). 

 En normoxie : HIF-1α est continuellement hydroxylée et rapidement dégradée par la 

voie du protéasome. 

 En hypoxie : HIF-1α se stabilise, s'associe à HIF-1β et translocque dans le noyau pour 

activer la transcription de gènes cibles pro-angiogéniques, un mécanisme capital lors 

du remodelage tissulaire physiologique ou de la croissance tumorale ((Jaakkola et al., 

2001) ; Bracken et al., 2006). 
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Figure 07: La régulation de HIF-1a dans les conditions d'hypoxie et de normoxie (Zhou et                

al,2019). 

I.2.4.2. Les principaux systèmes activateurs (Pro-angiogéniques) 

 Le système VEGF/VEGFR : Chef de file de la néovascularisation et de la 

lymphangiogenèse (Shibuya, 2011). Le VEGF-A est le ligand majeur induisant la 

prolifération, la migration endothéliale et l'augmentation de la perméabilité vasculaire. 

Ses signaux sont principalement relayés par le récepteur à activité tyrosine kinase 

VEGFR-2, tandis que le VEGFR-1 module les réponses inflammatoires et tumorales. 

En oncologie, son activation excessive en fait la cible prioritaire des thérapies anti-

angiogéniques (ex. : Bevacizumab, inhibiteurs de tyrosine kinase). 

 

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

 Le système PDGF/PDGFR : Acteur essentiel de la maturation et de la stabilisation 

des néovaisseaux (Raica & Cimpean, 2010). Les isoformes de PDGF (A, B, C, D) se 
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lient à leurs récepteurs tyrosines kinases (PDGFR-α et β) pour orchestrer le 

recrutement des péricytes et des cellules stromales périvasculaires. En contexte malin, 

l'axe PDGF/PDGFR favorise l'invasion tumorale par des boucles 

autocrines/paracrines, constituant une cible pour les inhibiteurs de tyrosines kinases 

comme l'imatinib, le sunitinib ou le sorafénib. 

 

Figure 09: facteur de croissance dérivé des plaquettes (Aquaportail, n.d.). 

 Le système FGF/FGFR : Une famille de plus de vingt protéines pléiotropes ayant 

une forte affinité pour l'héparine (Ornitz & Itoh, 2015). Le b-FGF (FGF2), synthétisé 

par les cellules endothéliales, les fibroblastes et les macrophages, se distingue comme 

un puissant mitogène et médiateur de la néovascularisation (Presta et al., 2005). Ses 

signaux sont relayés par les récepteurs FGFR à architecture tripartite (domaines 

extracellulaire, transmembranaire et cytoplasmique catalytique) (Turner & Grose, 

2010 ; Babina & Turner, 2017). 

                                    

Figure 10: Le modèle structurel de la molécule de FGF-1, facteur de croissance des 

fibroblastes (Aquaportail, n.d.). 
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 Le système HGF/c-Met : Sécrété par les cellules stromales, le facteur de croissance 

des hépatocytes (HGF) stimule la prolifération, la motilité, la morphogenèse et 

l'angiogenèse (Nakamura & Mizuno, 2010). Bien qu'initialement décrit comme un 

mitogène hépatique, l'HGF exerce paradoxalement un effet cytotoxique sur certaines 

lignées tumorales spécifiques, notamment l'hépatome. 

 

Figure 11: Structure et fonction biologique de HGF((Nakamura &Mizumo, 2010). 

I.2.4.3. Les principaux systèmes inhibiteurs (Anti-angiogéniques) 

Les inhibiteurs endogènes de l'angiogenèse sont des molécules chargées de maintenir la 

quiescence vasculaire en conditions physiologiques ou de freiner activement la 

néovascularisation lors du rétablissement de l'homéostasie. Ils agissent en bloquant les voies 

de signalisation des facteurs pro-angiogéniques ou en induisant directement l'apoptose des 

cellules endothéliales activées. 

 L'endostatine : Fragment protéolytique de 20kDa issu du clivage du collagène XVIII 

de la membrane basale (O'Reilly et al., 1997). C'est l'un des inhibiteurs les plus 

puissants du stroma. Elle bloque la migration et la prolifération des cellules 

endothéliales induites par le VEGF et le b-FGF, favorise leur apoptose et inhibe les 

métalloprotéases de la matrice (MMP), empêchant ainsi la dégradation matricielle 

nécessaire au bourgeonnement (Kalluri, 2003). 

 L'angiostatine : Fragment interne issu du clivage enzymatique du plasminogène, 

composé des quatre premiers domaines "kringle" (O'Reilly et al., 1994). L'angiostatine 

inhibe de manière ciblée la prolifération des cellules endothéliales et bloque leur 
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migration en perturbant l'organisation de leur cytosquelette de fentine. Elle interagit 

également avec l'ATP synthase de surface des cellules endothéliales pour induire un 

stress métabolique (Moser et al., 1999). 

 La thrombospondine-1 (TSP- ) : Glycoprotéine de la matrice extracellulaire et 

premier inhibiteur endogène de l'angiogenèse découvert (Good et al., 1990). La TSP-1 

se lie au récepteur CD36 exprimé par les cellules endothéliales activées, ce qui 

déclenche une cascade de signalisation menant à l'arrêt du cycle cellulaire et à 

l'apoptose. De plus, elle séquestre directement le VEGF-A, le rendant indisponible 

pour le VEGFR-2 (Jimenez et al., 2000). 

 Les interférons (IFN-α et IFN-β) : Cytokines pléiotropes principalement connues 

pour leurs fonctions antivirales et immunomodulatrices, mais douées de puissantes 

propriétés angiostatiques (Folkman, 2007). L'IFN-α et IFN-βrégule négativement 

l'expression de facteurs de croissance majeurs comme le b-FGF et l'interleukine-8 (IL-

8) par les cellules tumorales, et ralentit le cycle réplicatif des cellules endothéliales en 

phase de mitose (Slaton et al., 1999). 

I.2.5. Angiogenèse tumorale et cascade métastatique 

I.2.5.1. Le « switch » angiogénique et la croissance tumorale 

Initialement, une masse tumorale en développement est dépourvue de vascularisation 

propre et dépend exclusivement de la diffusion passive des gaz et des nutriments. Sa 

croissance reste alors limitée à un volume critique de 1 à 2 mm  (Hanahan & Weinberg, 2011 

; Folkman, 1971). Au-delà de ce seuil, le cœur de la tumeur entre en hypoxie sévère, ce qui 

stabilise le facteur de transcription HIF-1α et déclenche l’expression massive de médiateurs 

pro-angiogéniques, principalement le VEGF (Semenza, 2003 ; Carmeliet & Jain, 2000). Ce 

basculement métabolique, appelé « switch angiogénique », rompt l'équilibre de la balance 

vasculaire et active l'angiogenèse tumorale (Hanahan & Weinberg, 2011). 

La néovascularisation s'opère alors selon une séquence stéréotypée : les 

métalloprotéinases matricielles (MMPs) dégradent localement la membrane basale des 

vaisseaux de l'hôte, permettant l'activation, la prolifération et la migration des cellules 

endothéliales vers le gradient tumoral afin de structurer de nouveaux capillaires (Carmeliet, 

2005). 
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      Figure 12 : Comparaison de la vasculature normale et tumorale(Azzi & Gavard, 2014). 

I.2.5.2. Anomalies structurales et dissémination métastatique 

Contrairement aux réseaux physiologiques, l'arbre vasculaire tumoral est entretenu par 

une sécrétion anarchique et continue de VEGF. Les néovaisseaux ainsi formés présentent 

d'importantes anomalies morphologiques et fonctionnelles (Jain, 2005) : 

 Une architecture aberrante : les vaisseaux sont sinueux, dilatés, interconnectés de 

manière chaotique et dépourvus de la couverture continue en péricytes qui assure 

normalement leur stabilité. 

 Une hyperperméabilité marquée : l'endothélium présente des jonctions lâches et de 

larges fenestrations, ce qui entraîne des fuites plasmatiques massives, augmente la 

pression interstitielle tumorale et perturbe localement le flux sanguin. 

Cette porosité structurale extrême lève la barrière endothéliale et crée des brèches que les 

cellules malignes exploitent pour s'intravaser directement dans la circulation sanguine (Jain, 

2005 ; Kerbel, 2008). Portées par le flux vers des organes distants, ces cellules tumorales 

circulantes s'extravasent, s'implantent et colonisent de nouveaux parenchymes pour former 

des métastases (Hanahan & Weinberg, 2011). L'angiogenèse constitue ainsi le pivot central 

liant la croissance de la tumeur primaire à sa dissémination systémique (Kerbel, 2008). 

I.2.6. Interactions dynamiques avec le microenvironnement tumoral 

La progression tumorale et le succès de la cascade métastatique ne dépendent pas 

uniquement des mutations intrinsèques des cellules cancéreuses, mais sont profondément 

dictés par un dialogue réciproque avec le microenvironnement tumoral (MET) (Hanahan, 

2022). 
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Les cellules malignes altèrent et reprogramment activement le stroma environnant pour le 

convertir en un complexe de soutien histologique (Gabrilovich et al., 2012 ; Lin et al., 2019) : 

 Induction de la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) : les cellules 

myéloïdes suppressives (G-MDSC) et les macrophages associés aux tumeurs (TAM) 

infiltrent la lésion et sécrètent des facteurs solubles de croissance et de motilité (TGF-

β, HGF, EGF). Ces signaux induisent la TEM, conférant aux cellules tumorales un 

phénotype invasif et migratoire (Gabrilovich et al., 2012 ; Lin et al., 2019) . 

 Échappement immunitaire et angiogenèse : bien que les lymphocytes T infiltrants 

tentent initialement d'orchestrer une réponse cytotoxique, leur action est neutralisée 

par un climat immunosuppresseur. Au sein de ce stroma, les macrophages de 

phénotype M2, les neutrophiles et les fibroblastes associés au cancer (CAF) coopèrent 

pour stimuler l'invasion locale et pérenniser l'angiogenèse via la libération entretenue 

de VEGF (De Palma et al., 2017). 

Ce soutien se prolonge au-delà de la tumeur primaire. Dans le compartiment vasculaire, 

les plaquettes s'agrègent autour des cellules tumorales circulantes, formant un bouclier 

biologique qui les protège des forces de cisaillement hydrodynamiques et des cellules NK 

(Lambert et al., 2017). Parallèlement, la sécrétion systémique de facteurs pro-inflammatoires 

et de vésicules extracellulaires par la tumeur primitive modifie à distance le stroma d'organes 

cibles (poumons, os), préparant des « niches pré-métastatiques » propices à leur future 

colonisation (Lambert et al., 2017). 

 

Figure 13: Interactions entre la tumeur et son environnement (Fridman&Sautès-Fridman, 

2014). 
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I.2.7. L'approche antivasculaire globale : Stratégies anti-angiogéniques et agents de 

rupture (VDA) 

Les stratégies thérapeutiques ciblant le réseau sanguin tumoral se divisent aujourd'hui 

en deux axes complémentaires : les thérapies anti-angiogéniques, qui préviennent la formation 

de nouveaux capillaires, et les agents de rupture vasculaire (VDA, Vascular Disrupting 

Agents), qui ciblent et détruisent la néovascularisation tumorale déjà établie. L'objectif 

commun reste de priver la tumeur d'oxygène et de nutriments afin d'induire l'apoptose et la 

nécrose des cellules cancéreuses (Rüegg, 2002 ; Bennis et al., 2010). 

 

Figure 14: Approche antivasculaire globale 

I.2.7.1. Les thérapies anti-angiogéniques : blocage des voies de signalisation 

Cette approche s'appuie sur un large éventail de molécules, d'origine naturelle ou 

synthétique, destinées à inhiber les facteurs de croissance du microenvironnement (Szekanecz 

et al., 2010). 

 Inhibiteurs directs de la voie VEGF/VEGFR : L'axe VEGF/VEGFR constitue la 

cible prioritaire pour freiner la vascularisation anormale (Yadav et al., 2015). Le 

Bevacizumab (Avastin®) agit comme un anticorps monoclonal qui séquestre le 

VEGF-A circulant, l'empêchant de se lier à ses récepteurs (Ferrara et al., 2004). 

D'autres molécules pièges, à l'instar du Zaltrap® (Aflibercept), ciblent également 

cette signalisation pour réduire l'irrigation tumorale et optimiser l'efficacité des 

chimiothérapies cytotoxiques associées (Yadav et al., 2015). 
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Figure  5: blocage des voies de signalisation du VEGF par les anticorps ciblant le 

ligand(ResearchGate, n.d.) . 

 Inhibiteurs de Tyrosine Kinase (ITK) multi-cibles : Plutôt que de bloquer un seul 

ligand, ces petites molécules orales s'infiltrent dans le domaine catalytique 

cytoplasmique de plusieurs récepteurs simultanément pour paralyser la 

néoangiogenèse et la survie cellulaire : 

o Le Sorafénib : Inhibiteur multikinase bloquant VEGFR et PDGFR, ainsi que 

les kinases de la lignée Raf. Il réprime en outre FLT3, c-KIT et RET, freinant 

de concert la prolifération maligne et la formation des vaisseaux (Wilhelm et 

al., 2008). 

o Le Sunitinib : Cible préférentiellement VEGFR, PDGFR et c-Kit, bloquant 

l'expansion endothéliale et le recrutement périvasculaire. Son usage est 

particulièrement validé dans le carcinome rénal métastatique et les GIST 

(Heng & Kollmannsberger, 2009). 

o Le Pazopanib (Votrient®) : ITK à large spectre ciblant VEGFR, PDGFR et 

c-Kit. Il altère profondément la viabilité du microenvironnement tumoral, 

asphyxiant la masse tumorale en bloquant l'apport logistique en nutriments 

(Sleijfer et al., 2009). 

I.2.7.2. Les agents de rupture vasculaire (VDA) : une destruction ciblée 

Contrairement aux anti-angiogéniques qui exigent un traitement chronique pour 

maintenir la quiescence vasculaire, les VDA se caractérisent par une action aiguë et rapide. 

En ciblant la fragilité structurelle intrinsèque des néovaisseaux tumoraux (endothélium 
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désorganisé, jonctions lâches, absence de péricytes  matures), les VDA provoquent un 

remodelage brutal du cytosquelette des cellules endothéliales (souvent via la dépolymérisation 

des microtubules). (Tozer et al., 2005). 

Cette altération morphologique entraîne un gonflement cellulaire, l'occlusion 

instantanée de la lumière du vaisseau, la formation de thrombi locaux et un effondrement 

complet du flux sanguin intratumoral en quelques heures, conduisant à une nécrose massive 

du cœur de la tumeur.   (Siemann, 2011; Kanthou & Tozer, .2002). 

I.2.7.3. Limites cliniques et approches combinées 

Bien que l'efficacité initiale de l'arsenal antivasculaire soit démontrée, l'utilisation 

exclusive d'anti-angiogéniques se heurte fréquemment à des résistances adaptatives 

(upregulation d'autres voies comme le FGF ou l'HGF) ou à une hypoxie accrue favorisant le 

rebond métastatique (Rüegg, 2002). C'est pourquoi l'avenir thérapeutique réside dans la 

combinaison synergique : l'administration conjointe d'anti-angiogéniques (qui normalisent 

transitoirement le réseau pour améliorer la perfusion des molécules thérapeutiques) ou de 

VDA avec les chimiothérapies et radiothérapies conventionnelles (Rüegg, 2002 ; Yadav et al., 

2015). 
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II.1. Historique du modèle expérimental de la membrane 

chorioallantoïdienne (CAM) 

L’utilisation de la membrane chorioallantoïdienne (CAM) comme modèle 

expérimental in vivo remonte au début du XXe siècle. En 1911, Rous et Murphy ont démontré 

pour la première fois la faisabilité de greffer des tissus tumoraux sur la CAM, posant ainsi les 

jalons de l’oncologie expérimentale sur modèle aviaire. 

Au cours des années 1930, le modèle a été principalement exploité comme milieu de 

culture et d'étude pour les agents viraux, contribuant de manière significative à l'essor de la 

virologie quantitative. C’est à partir des années 1970, sous l'impulsion des travaux sur la 

biologie vasculaire, que la CAM est devenue un outil incontournable dans l'étude de 

l'angiogenèse. La densité et la croissance rapide de son réseau capillaire superficiel offraient 

en effet un lit vasculaire idéal pour observer et quantifier directement la néovascularisation. 

Aujourd’hui, l'essai CAM est largement standardisé et appliqué en biologie cellulaire, 

en oncologie et en bio-ingénierie (Nowak-Sliwinska et al., 2014). Il constitue un modèle de 

choix pour évaluer l'interaction des biomatériaux avec les tissus vivants, caractériser le 

potentiel invasif des xénogreffes tumorales, et screener des molécules à activité pro-

angiogénique ou anti-angiogénique / antivasculaire (Nowak-Sliwinska et al., 2014). 

 II.2. Structure et composition anatomo-physiologique de l’œuf 

L’œuf de poule (Gallus gallus) est une structure biologique hautement spécialisée, 

constituée de cinq compartiments histologiques et fonctionnels distincts. Leur 

compartimentation s'organise de manière concentrique, reflétant la chronologie de leur dépôt 

successif le long du tractus oviductal, de l'intérieur vers l'extérieur (Figure 15) : 

 Le vitellus (ou jaune d’œuf) : Correspondant initialement à l'ovocyte proprement dit, il 

constitue une réserve énergétique majeure, riche en lipoprotéines, en lécithines et en 

facteurs de croissance indispensables au développement embryonnaire précoce. 

 L'albumen (ou blanc d’œuf) : Compartiment aqueux principalement synthétisé dans le 

magnum. Divisé en fractions fluides et denses (chalcazifères), il est composé à plus de 

10% de protéines fonctionnelles (telles que l'ovalbumine, l'ovotransferrine et le 

lysozyme) qui assurent une double fonction : une protection antimicrobienne 

mécanique/chimique et un apport hydrique et azoté à l'embryon. 
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 La membrane coquillière interne : Fine couche glycoprotéique acellulaire déposée 

dans l'isthme, limitant directement l'albumen et jouant un rôle de barrière physique 

contre les invasions pathogènes. 

 La membrane coquillière externe : Accolée à la paroi interne de la coquille calcaire, 

elle délimite avec la membrane interne — au niveau du gros pôle de l'œuf — la 

chambre à air (ou cellule à air) qui se forme par choc thermique après la ponte et 

participe aux premiers échanges gazeux lors du déclenchement de la respiration 

pulmonaire de l'embryon. 

 La coquille calcaire : Structure minérale rigide poreuse, biocomposite et hautement 

vascularisée en périphérie lors du développement de la CAM. Principalement 

composée de carbonate de calcium (CaCO3) sous forme de cristaux de calcite ancrés 

sur une matrice organique, elle assure la protection mécanique de l'œuf tout en 

régulant les flux de vapeur d'eau et d'échanges gazeux (O2 / CO2) indispensables à 

l'homéostasie de l'embryon. 

 

 

Figure  6: Coupe longitudinale dans un œuf de poule (DELARUE, 2005). 

L’œuf renferme une importante diversité de nutriments essentiels. Il est composé 

principalement d’eau, ainsi que de protéines, de lipides, de vitamines et de minéraux. La 

répartition moyenne de ces constituants en pourcentage(%) du poids est présentée dans le 

tableau ci-dessous (Gilbert, 1971).  
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Tableau 01 : Composition moyenne de l'œuf(en % poids ) (Gilbert, 1971). 

 

 

Eau                          88.5      47 .5 

Protéines             4                .5             7 .5 

Lipides         /               /            33.  

Glucides         /              .5              .  

Minéraux       95               .5               .  

Autres        /        /               .8 

 

II.3. Structure histologique de la membrane chorioallantoïdienne (CAM) 

La membrane chorioallantoïdienne (CAM) présente une organisation histologique 

trilaminaire spécifique, stabilisée au cours du développement embryonnaire après la fusion 

des feuillets mésodermiques du chorion et de l'allantoïde (Romanoff, 1960). De l'extérieur 

vers l'intérieur, sa structure se décompose en trois compartiments distincts (Romanoff, 1960) : 

 L’épithélium chorionique (ectoderme) : Constituant la barrière externe de la CAM, 

cette assise cellulaire est située au contact direct de la membrane coquillière interne. 

Elle joue un rôle physiologique majeur dans le transport actif du calcium provenant de 

la coquille calcaire pour assurer la minéralisation du squelette embryonnaire, ainsi que 

dans la régulation des échanges gazeux respiratoires. 

 Le mésenchyme intermédiaire (mésoderme) : Zone centrale particulièrement épaisse, 

elle est composée d'un tissu conjonctif lâche qui abrite un réseau vasculaire et 

lymphatique extrêmement dense et complexe (Ausprunk et al., 1974 ; Ribatti, 2025). 

C'est au sein de ce compartiment stroma-vasculaire que se déploie la cascade 

angiogénique, caractérisée par une différenciation et une maturation rapide des 

artérioles, des veinules et d'un plexus capillaire superficiel interconnecté. 

 L’épithélium allantoïque (endoderme) : Bordant la face interne de la CAM, cette fine 

couche de cellules monostratifiées délimite la cavité allantoïque (Halgrain, 2023). Elle 

Coquille 

 

Albumen Vitellus 
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participe activement à l'homéostasie hydro-électrolytique de l'embryon et au stockage 

des déchets azotés (acide urique) au cours de l'incubation. 

 II.4.Cinétique de développement et chronologie ontogénique de la CAM 

Le développement de la membrane chorioallantoïdienne (CAM) est un processus 

ontogénique hautement coordonné et rapide, s'étendant sur les deux tiers de l'incubation 

embryonnaire. Sa mise en place s'articule selon une chronologie rigoureuse, 

traditionnellement segmentée en plusieurs phases clés (Romanoff, 1960) : 

 Initiation et fusion (EDD 4 - EDD 5) : L'ontogenèse de la CAM s'amorce dès le 4ème 

jour d'incubation embryonné (Embryonic Development Day 4, EDD 4). Elle est initiée 

par l'évagination de la vésicule allantoïdienne à partir de l'intestin postérieur, qui 

progresse dans l'espace extra-embryonnaire jusqu'à entrer en contact avec le chorion 

ectodermique (Romanoff, 1960). 

 Expansion et colonisation spatiale (EDD 5 - EDD 10) : Entre le 5ème et le 10ème jour, 

la fusion des mésodermes respectifs de ces deux feuillets fonctionnels permet 

l'extension latérale de la CAM. Animée par une pression interne croissante, la 

membrane progresse de manière centrifuge pour finir par tapisser la quasi-totalité de la 

surface interne de la membrane coquillière (Vargas et al., 2007). 

 Paroxysme angiogénique (EDD 10 - EDD 14) : Cette phase est caractérisée par une 

prolifération vasculaire d'une intensité exceptionnelle. L'angiogenèse active, 

initialement dominée par le bourgeonnement endothélial (sprouting), bascule 

progressivement vers un mode d'angiogenèse non-bourgeonnante ou par 

intussusception (clivage luminal), atteignant son paroxysme entre le 10ème et le 

14ème jour (Ausprunk et al., 1974 ; Ribatti, 2025). C'est durant cette fenêtre 

temporelle que le réseau devient le plus sensible aux stimuli pro- ou anti-

angiogéniques externes. 

 Maturation et différenciation (EDD 15 - EDD 21) : Aux alentours du 15ème jour, la 

prolifération endothéliale s'atténue fortement au profit d'une phase de remodelage et 

de maturation structurelle. La densité du plexus capillaire se stabilise, les vaisseaux 

acquièrent leur couverture périvasculaire (péricytes et cellules musculaires lisses) et le 

réseau reste fonctionnel et mature jusqu'aux phases finales de l'embryogenèse, 

précédant immédiatement l'éclosion (Halgrain, 2023). 
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Figure  7: Développement de la membrane chorioallantoïdienne (CAM) (lignes rouges) à 

différents stades: (A) ED 5, couverture initiale; (B) ED 8, demi-couverture; (C) ED 12 et (D) 

ED 18, couverture complète de l'embryon de poulet.(Chen et al., 2021). 

 II.5. Fonctions biologiques et homéostasiques de la CAM 

La membrane chorioallantoïdienne (CAM) constitue une structure extra-embryonnaire 

temporaire hautement vascularisée, indispensable à la survie et au développement 

métabolique des amniotes ovipares, en particulier chez les oiseaux et les reptiles ( Ribatti, 

2016 ; Gabrielli & Accili, 2010 ). Outre son architecture vasculaire unique, la CAM déploie 

une activité plurifonctionnelle complexe structurée autour de quatre axes physiologiques 

majeurs : 

 La fonction respiratoire et d'échanges gazeux : Morphologiquement accolée à la face 

interne de la membrane coquillière, la CAM s'établit dès le 5ème jour d'incubation 

embryonnaire (EDD 5) comme le poumon d'élection de l'embryon. Elle prend en 

charge l'intégralité des flux d'oxygène (O2) et de dioxyde de carbone (CO2) par 

diffusion passive à travers les pores de la coquille calcaire, maintenant ce rôle 

respiratoire vital jusqu'au déclenchement de la respiration pulmonaire active au 19ème 

jour (EDD 19) (Nowak-Sliwinska et al., 2014). 

 Le métabolisme phosphocalcique et la minéralisation osseuse : L'épithélium 

chorionique externe induit une dégradation enzymatique ménagée et un transport actif 

du calcium structurel issu de la coquille calcaire. Ce flux dynamique, hautement 

performant, atteint environ 100 nmol . h
-1.cm

-2
 de surface membranaire, fournissant 
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ainsi plus de 80 % des ions calcium requis pour la minéralisation et l'ostéogenèse du 

squelette embryonnaire (Ribatti, 2016). 

 La régulation hydro-électrolytique et l'équilibre acido-basique : La CAM intervient 

activement dans le transport ionique transépithélial du sodium (Na
+
) et du chlorure 

(Cl
-
) à partir du compartiment allantoïque, qui fait office de réservoir pour les déchets 

urinaires. Parallèlement, la densité et la disposition de son réseau capillaire 

mésodermique lui permettent de moduler finement la pression partielle des gaz 

sanguins, régulant ainsi de manière dynamique l'homéostasie acido-basique 

systémique de l'embryon (Ribatti, 2016). 

 La fonction de barrière sélective et d'excrétion : L’épithélium allantoïque d'origine 

endodermique agit comme une interface sélective étanche. Il assure un contrôle 

rigoureux de la réabsorption de l'eau et des électrolytes essentiels, participant à la 

gestion des déchets azotés (principalement l'acide urique) tout en protégeant l'embryon 

contre l'exposition ou la diffusion systémique de substances potentiellement délétères 

ou xénobiotiques (Gabrielli & Accili, 2010). 

II.6. Applications translationnelles du modèle CAM 

En raison de sa versatilité, de son accessibilité et de ses propriétés biologiques uniques, le 

modèle de la membrane chorioallantoïdienne (CAM) est intensément exploité à travers 

plusieurs axes majeurs de la recherche biomédicale et translationnelle : 

 Évaluation préclinique de la dynamique vasculaire (Angiogenèse et VDA) : La CAM 

constitue une plateforme de screening préclinique in vivo d'élection pour caractériser 

et quantifier l'activité de molécules pro-angiogéniques, anti-angiogéniques ou d'agents 

de rupture vasculaire (VDA). Sa topographie bidimensionnelle se prête idéalement à la 

stéréomicroscopie à haute résolution, à l'analyse morphométrique du réseau par 

segmentation computationnelle et au suivi dynamique de la perfusion capillaire après 

exposition à des xénobiotiques, des principes actifs ou des extraits naturels complexes 

(Kennedy et al., 2022). 

 Oncologie translationnelle et modélisation tumorale (Xénogreffes) : 

L'immunodéficience naturelle de l'embryon de poulet durant les deux premières 

semaines d'incubation permet la transplantation et la xénogreffe directe de lignées 

cellulaires cancéreuses ou de fragments biopsiques tumoraux (modèles PDX – 
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Patient-Derived Xenografts). Ce système d'une grande plasticité facilite le monitoring 

en temps réel de la tumorigenèse, du pouvoir invasif stroma-vasculaire, de la cascade 

métastatique (intra- et extravasation) ainsi que le criblage à haut débit de molécules 

chimiothérapeutiques et de thérapies ciblées (Deryugina & Quigley, 2008; Ribatti, 

2023). 

 Bio-ingénierie et biocompatibilité des biomatériaux : Le stroma mésodermique est 

largement utilisé pour étudier la biocompatibilité, l'intégration tissulaire et le potentiel 

inducteur (ou inhibiteur) de néovascularisation de divers dispositifs médicaux et 

biomatériaux innovants (hydrogels, matrices poreuses synthétiques ou polymères 

biosourcés) avant leur transfert sur des modèles mammifères plus lourds (Ribatti, 

2017). 

 Applications émergentes en oncologie et médecine vétérinaire comparée : Bien que 

l'essai CAM demeure historiquement centré sur la recherche humaine, son application 

s'étend désormais avec succès à la médecine vétérinaire. Le modèle est de plus en plus 

documenté pour l'étude des tumeurs spontanées félines et canines, s'affirmant 

notamment comme une alternative cruciale, rapide et éthique (respectant les principes 

des 3R) pour modéliser le microenvironnement tumoral et tester de nouvelles 

approches thérapeutiques ciblées contre des pathologies hautement agressives telles 

que l'ostéosarcome chez le chien (Walewska et al., 2017). 

II.7. Avantages et limites méthodologiques du modèle CAM 

 L'évaluation critique du modèle de la membrane chorioallantoïdienne (CAM) met en 

évidence un équilibre entre de solides atouts opérationnels et des contraintes biologiques 

intrinsèques qu'il convient de rationaliser pour garantir la transposabilité des résultats 

précliniques. 

I.3.7.1. Avantages majeurs du modèle 

 Accessibilité et cinétique de croissance : La CAM offre un réseau vasculaire 

bidimensionnel superficiel d'une densité exceptionnelle, caractérisé par une 

angiogenèse active et rapide. Cette configuration géométrique unique permet une 

observation stéréomicroscopique directe, non invasive et dynamique des 

remaniements microvasculaires (Ribatti, 2016). 



Chapitre II         L'expérimentation sur la membrane chorioallantoïdienne(CAM Assay)  

31 
 

 Immunodéficience naturelle transitoire : Durant les deux premières semaines du 

développement embryonnaire (jusqu'à EDD 12–14), le système immunitaire adaptatif 

de l'embryon de poulet est immature (absence de lymphocytes T et B fonctionnels). 

Cette fenêtre d'immunotolérance constitue un avantage majeur, permettant la 

xénogreffe de lignées cellulaires tumorales hétérologues ou de biopsies de patients 

(PDX) sans induction de rejet immunitaire immédiat (Deryugina & Quigley, 2008). 

  Simplicité, coût et conformité éthique : Comparativement aux modèles de rongeurs, 

l'essai CAM se distingue par une mise en œuvre technique simplifiée, un coût 

d'exploitation minime et une scalabilité élevée pour le criblage à haut débit. De plus, 

sur le plan éthique, l'utilisation d'embryons avant le stade de perception de la douleur 

s'inscrit parfaitement dans la règle internationale des 3R (Remplacement, Réduction, 

Raffinement), contournant les lourdes contraintes réglementaires liées à 

l'expérimentation animale sur mammifères (Kunz et al., 2019). 

I.3.7.2. Limites intrinsèques et verrous techniques 

 Biais de la réponse inflammatoire aspécifique : La principale limite du modèle réside 

dans sa propension à développer une réaction inflammatoire locale non spécifique face 

à des stimuli mécaniques (dispositifs de support, polymères, micro-anneaux) ou à des 

greffons hétérologues. Cette infiltration leucocytaire tardive peut induire une 

néovascularisation secondaire d'origine inflammatoire, susceptible d'être interprétée à 

tort comme une réponse pro-angiogénique spécifique de la substance testée (Ribatti et 

al., 2001). 

 Fenêtre temporelle d'expérimentation restreinte : La durée des protocoles est 

conditionnée de manière absolue par le cycle d'incubation biologique de l'œuf, limitant 

la viabilité du système à un maximum de 21 jours. En pratique, la fenêtre utile pour le 

traitement et l'analyse quantitative ne dépasse guère 5 à 7 jours (généralement entre 

EDD 7 et EDD 14), excluant l'évaluation des effets thérapeutiques à long terme ou des 

cinétiques pharmacocinétiques chroniques (Ribatti, 2014). 

  Haute sensibilité environnementale : L'homéostasie de l'embryon dépend d'une 

stabilité stricte des paramètres d'incubation. Des variations même mineures de 

température, d'hygrométrie ou de pression partielle d'oxygène (O2) augmentent 
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drastiquement le taux de mortalité embryonnaire, ce qui exige des infrastructures de 

régulation hautement rigoureuses (Noiva et al., 2014). 

  Divergences phylogénétiques : Bien que les cascades moléculaires fondamentales de 

l'endothélium soient conservées, le modèle aviaire présente des divergences 

métaboliques, anatomiques et immunologiques avec la physiologie des mammifères. 

Ces variations conspécifiques imposent une certaine prudence lors de l'extrapolabilité 

directe des doses et des mécanismes pharmacologiques à la clinique humaine (Houben 

et al., 2016). 
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III.1. Évolution Historique : de l'Empirisme Phytothérapique à la 

Phytopharmacologie Moléculaire 

L'usage des matrices végétales à des fins thérapeutiques constitue le socle fondateur de 

l'arsenal médical mondial. Les premières évidences paléo-ethnopharmacologiques de cette 

pratique remontent à plus de 60 000 ans, comme l'ont révélé les investigations 

archéobotaniques menées sur le site préhistorique de la grotte de Shanidar (Irak), témoignant 

d'une sélection intentionnelle de taxons médicinaux par les populations (Solecki, 1975 ; 

Lietava, 1992). Durant l'Antiquité, cette approche empirique s'est progressivement codifiée et 

structurée sous l'impulsion de figures médicales majeures, au premier rang desquelles figure 

Dioscoride (Ier siècle), dont le traité synoptique De Materia Medica a servi de paradigme à la 

pharmacopée européenne pendant près de quinze siècles (Riddle, 1986). 

Loin de rompre avec cet héritage classique, l'âge d'or de la science arabo-musulmane s'est 

affirmé comme le réceptacle et le vecteur de sa rationalisation. Des érudits d'envergure 

encyclopédique, tels qu'Avicenne (980-1037), ont consigné et systématisé ces savoirs au sein 

du célèbre Canon de la médecine (Al-Qanun fi al-Tibb), tout en propulsant la discipline vers 

une rigueur technique inédite (Saad et Said, 2011). C'est par le perfectionnement des 

opérations de génie galénique — notamment l'hydrodistillation et la sublimation — que cette 

période a marqué la transition historique décisive d'un empirisme naturaliste passif vers une 

méthodologie d'extraction rigoureuse et reproductible ( Saad, 2013). Cette rationalisation des 

procédés d'obtention des fractions actives constitue le maillon épistémologique indispensable 

ayant permis, des siècles plus tard, l'essor de la pharmacognosie moléculaire et la validation 

de nos approches thérapeutiques actuelles (Saad, 2022 ; Yuan et al., 2016). 

 Le XIXe siècle a opéré une rupture épistémologique majeure en amorçant la transition 

vers la pharmacologie moderne, caractérisée par le passage de la drogue végétale brute 

à la molécule pure. Cet avènement est jalonné par l'isolement pionnier de la morphine 

en 1804 par Friedrich Sertürner ; en démontrant que ce « principium somniferum » 

possédait des propriétés chimiques de base organique alcaline, Sertürner brisa le 

dogme de l'exclusivité des acides végétaux et jeta les fondements de la chimie des 

alcaloïdes (Sertürner, 1817 ; Huxtable et Schwarz, 2001). Cette dynamique fut 

rapidement consolidée par les travaux de Pelletier et Caventou, qui isolèrent la quinine 

en 1820, apportant la preuve irréfutable que les propriétés pharmacologiques majeures 
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d'une matrice végétale sont soustendues par des entités moléculaires chimiquement 

définies et isolables (Pelletier et Caventou, 1820 ; Huxtable et Schwarz, 2001). 

 Bien que le XXe siècle ait été dominé par l'essor de la synthèse chimique 

macromoléculaire et du criblage combinatoire à haut débit, les dernières décennies ont 

formalisé un renouveau scientifique majeur pour les métabolites secondaires naturels 

(Newman et Cragg, 2020). Ce revirement a été largement dicté par l'urgence thérapeutique 

face aux phénomènes d'échappement et de chimiorésistance, notamment en contexte 

oncologique (Efferth, 2007).  

Cette trajectoire pharmacognosique moderne a été solennellement consacrée en 2015 par 

l'attribution du Prix Nobel de Médecine à Tu Youyou pour la découverte de l'artémisinine, 

issue des répertoires de la médecine traditionnelle chinoise à partir d’Artemisia annua (Tu, 

2011 ; Tu, 2016). 

Aujourd'hui, la phytopharmacologie s'intègre pleinement dans l'ère de la médecine de 

précision. Les investigations contemporaines dépassent le simple constat phénoménologique 

pour se concentrer sur la caractérisation mécanistique fine et moléculaire de métabolites 

secondaires de nature polyphénolique, alcaloïdique ou terpénique. Afin de valider 

scientifiquement le potentiel angio-modulateur de ces composés et de décrypter leurs 

interactions dynamiques avec le microenvironnement tumoral, la recherche académique 

s'appuie préférentiellement sur des modèles intégrés in ovo et in vivo robustes. Au premier 

rang de ces plateformes d'évaluation translationnelle figure l'essai sur la membrane 

chorioallantoïdienne (CAM) de l'embryon de poulet, qui offre un lit vasculaire idoine pour le 

criblage cinétique et morphométrique de nouvelles molécules anti-angiogéniques ou vasculo-

disruptives d'origine naturelle ( Ribatti, 2010). 

III.2. Concepts fondamentaux et régulation de la phytothérapie 

La phytothérapie moderne se définit comme l'utilisation thérapeutique 

scientifiquement validée de drogues végétales ou de préparations reproductibles qui en 

dérivent (Bruneton, 2016). Sa spécificité repose sur le concept pharmacologique de Totum, 

qui désigne la matrice intégrale des constituants chimiques naturellement présents dans la 

plante. L'activité d'un Totum ne se résume pas à la somme de ses parties ; elle résulte de 

synergies moléculaires multi-cibles et de modulations de biodisponibilité, conférant 

fréquemment un profil d'efficacité optimisé et une incidence d'effets indésirables modérée par 
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rapport aux principes actifs isolés (Wagner & Ulrich-Merzenich, 2009). Cette discipline tire 

sa légitimité internationale de son intégration rigoureuse dans les directives de l'Organisation 

Mondiale de la Santé (OMS, 2019) et des monographies de l'Agence Européenne des 

Médicaments (Li et al., 2008), qui imposent des standards stricts de qualité, de sécurité 

d'emploi et de traçabilité analytique (profils chromatographiques, standardisation en 

biomarqueurs). 

III.3. Description des plantes étudiées 

Les plantes aromatiques et médicinales sélectionnées pour cette étude, à savoir le thym 

(Thymus vulgaris L), caractérisé par sa forte prévalence en monoterpènes phénoliques 

bioactifs tels que le thymol et le carvacrol (Salehi et al., 2018),la menthe verte (Mentha 

spicata), majoritairement corrélée à une abondance en carvone et en dérivés d'acide 

rosmarinique (Mahboubi, 2021), et la Talgouda (Bunium bulbocastanum), structurellement 

reconnue pour son profil d'intérêt en aldéhydes monoterpéniques et constituants de réserve 

phénoliques (Khan et al., 2023), témoignent d'une remarquable hétérogénéité et richesse en 

métabolites secondaires. Ces matrices complexes leur confèrent des propriétés biologiques 

majeures telles que des activités anti-oxydantes, anti-inflammatoires, anti-microbiennes et 

diurétiques (Atanasov et al., 2021). Au-delà de leurs usages traditionnels documentés dans le 

traitement des troubles digestifs, urinaires, cardio-vasculaires et respiratoires (Yuan et al., 

2016) ), la recherche moderne explore activement leurs extraits pour leurs potentialités 

cytotoxiques, antivasculaires et anti-angiogéniques. Ces investigations contemporaines 

ouvrent des perspectives prometteuses pour le développement de stratégies anticancéreuses 

innovantes, ciblées et s'inscrivant dans le cadre d'un développement biomédical éco-

responsable (Nishida et al., 2006). 

III.3.1. Thym (Thymus vulgaris L.) 

III.3.1.1. Description botanique et contextuelle 

Le thym (Thymus vulgaris L.) désigne un sous-arbrisseau sauvage, ligneux et 

persistant appartenant à la famille des Lamiacées, se développant préférentiellement dans les 

écosystèmes secs, arides et ensoleillés des régions méditerranéennes, d'Europe et d'Asie. 

Atteignant une hauteur moyenne de 40 centimètres, cette plante aromatique présente une 

croissance buissonnante à la fois verticale et horizontale. Sa morphologie se caractérise par de 

petites feuilles sessiles gris-vert, opposées et lancéolées, exhalant un parfum aromatique 
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intense. La floraison, s'étalant de mai à septembre, se manifeste par des inflorescences en 

grappes de fleurs bilabiées de teinte rose à violette, dont l'odeur caractéristique est 

principalement corrélée à la biosynthèse de monoterpènes phénoliques volatiles, notamment 

le thymol (Morales, 2002 ). 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

             

 

 

Figure  8 : Thymus vulgaris L (Echappées sauvages, 2011) 

III.3.1.2. Composition chimique de l'huile essentielle 

La caractérisation du profil volatil de l'huile essentielle de Thymus vulgaris L, 

obtenue par hydrodistillation, est classiquement réalisée par chromatographie en phase 

gazeuse couplée à la spectrométrie de masse (GC-MS). Les investigations menées par Abozid 

(2013) ont mis en évidence un profil de chimiotype à thymol (CT thymol), au sein duquel 30 

constituants distincts ont été sélectivement identifiés. Les principes majoritaires identifiés sont 

le thymol (39,44 %), le p-cymène (23,60 %) et le $\gamma$-terpinène (12,51 %), suivis de 

constituants mineurs tels que le lédol (2,24 %) et l'aromadendrène (2,12 %). Ces cinq 
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biomolécules représentent à elles seules près de 80 % de la fraction volatile totale de la 

matrice, conférant à cet extrait son identité phytochimique et ses propriétés biologiques 

spécifiques. 

III.3. .3. Classification 

Tableau 02: Classification taxonomique de Thymus vulgaris L. (Djedir, 2018). 

 Règne 

 

Plantae (végétal) 

Sous-règne Tracheobionta (Plantes 

vasculaires) 

Super-division Spermatophyta ( Plantes à 

graines) 

Division Magnoliophyta  

( Angiospermes) 

Classe Magnoliopsida  

( Dicotylédones) 

Sous-classe Asteridae 

Ordre Lamiales 

Famille Lamiaceae 

Genre Thymus L. (Thym) 

Espèce Thymus vulgaris L 

   

III.3. .4. Les propriétés pharmacologiques 

 

carvacrol                                             thymol 

Figure  9 : Structures chimiques du carvacrol et du thymol (Noman et al., 2025). 
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Sur le plan pharmacologique, le thym (Thymus vulgaris L.) possède un large spectre 

d'activités biologiques, attribué principalement à la présence de ses monoterpènes phénoliques 

majoritaires, le thymol et le carvacrol, ainsi qu'à une fraction diversifiée de flavonoïdes et de 

composés polyphénoliques (Noman et al., 2025). 

 En oncologie expérimentale, ces biomolécules exercent une activité antitumorale 

multidimensionnelle. Elles agissent de manière synergique en inhibant la prolifération des 

cellules malignes, en bloquant les points de contrôle du cycle cellulaire et en induisant la mort 

cellulaire programmée par l'activation des voies de signalisation de l'apoptose (Sharifi-Rad et 

al., 2018). Ces monoterpènes interfèrent de façon ciblée avec les cascades moléculaires 

régissant la survie et l'échappement des cellules tumorales. Toutefois, comme le soulignent 

Sampaio et al. (2021), bien que ces propriétés cytotoxiques soient solidement documentées 

par des screenings in vitro, leur transposition thérapeutique nécessite encore des validations 

rigoureuses au travers d'études cliniques approfondies. 

Parallèlement à leur potentiel anticancéreux, les extraits de thym déploient de 

puissants effets anti-inflammatoires, antispasmodiques et antitussifs, justifiant leur utilisation 

traditionnelle dans le traitement des affections respiratoires et digestives. Son activité 

antimicrobienne est particulièrement marquée contre les souches bactériennes Gram-positives. 

Sur le plan cinétique, l'efficacité de l'huile essentielle est étroitement liée au stade 

phénologique de la plante : les extraits obtenus au stade de pleine floraison manifestent l'effet 

inhibiteur le plus puissant, altérant de façon drastique l'activité métabolique et l'intégrité 

membranaire des pathogènes. 

Enfin, Thymus vulgaris L se distingue par des propriétés antioxydantes majeures, 

caractérisées par une neutralisation efficace des radicaux libres et une réduction du stress 

oxydatif intracellulaire. Cette capacité de piégeage radicalaire confère à la plante un effet 

hépatoprotecteur remarquable, notamment contre la cytotoxicité induite par les aflatoxines. 

Les métabolites du thym permettent de limiter significativement les lésions 

histopathologiques au niveau du parenchyme hépatique tout en restaurant les principaux 

paramètres biochimiques et enzymatiques du foie (Reddy et al., 2014). 

III.3. .Mentha spicata 

III.3. .1.Description 

III.3. . Mentha spicata L. (Menthe verte) 
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III.3.2.1. Description botanique et contextuelle 

 Mentha spicata L., communément dénommée menthe verte, est une plante herbacée 

vivace et stolonifère appartenant à la famille des Lamiacées. Elle se caractérise par une 

croissance rampante assurée par un système de rhizomes hautement développés, lui conférant 

une capacité de propagation végétative rapide et robuste. Sa hauteur varie généralement entre 

30 et 100 centimètres. Elle présente une tige quadrangulaire (tige carrée) érigée, 

caractéristique morphologique distinctive du genre Mentha. 

Ses feuilles, d'une longueur comprise entre 5 et 9 centimètres, sont opposées, sessiles 

ou sub-sessiles, de forme lancéolée à ovale, à bords nettement dentelés, et exhalent un parfum 

aromatique puissant dû à la forte densité de glandes trichomatiques sécrétrices. 

L'inflorescence se manifeste sous la forme d'épis terminaux denses, constitués de petites 

fleurs verticillées de couleur blanche à rose pâle. Dotée d'une remarquable plasticité 

écologique, Mentha spicata manifeste une large adaptabilité vis-à-vis des facteurs édaphiques 

et s'acclimate favorablement aux climats tempérés, tropicaux et subtropicaux (El Menyiy et 

al., 2022). 

 III.3.2.2. Composition chimique de l'huile essentielle 

L'huile essentielle de Mentha spicata L. constitue un métabolite secondaire volatil 

complexe, synthétisé au niveau des trichomes glandulaires foliaires. Ce fluide hydrophobe est 

caractérisé par une forte hétérogénéité moléculaire, dont la variabilité quantitative et 

qualitative dépend étroitement des facteurs génétiques, des conditions environnementales 

(stress hydrique, nature du sol) et du stade phénologique de la plante lors de la récolte 

(Lawrence, 2007). Les analyses chromatographiques de référence (GC-MS) mettent en 

évidence la prédominance de monoterpènes oxygénés spécifiques. 
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Tableau 03 : Composition chimique majeure de l'huile essentielle de Mentha spicata L. 

(Boukhebti et al., 2011). 

  

 

Figure    : Morphologie macroscopique de Mentha spicata L. (Source : Cliché personnel / 

Prise de vue expérimentale). 

III.3.2.3. Classification taxonomique 

La position systématique de l'espèce, révisée selon les critères phylogénétiques et 

morphologiques contemporains, est structurée dans le tableau ci-dessous. 
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Tableau  4 : Classification taxonomique de Mentha spicata L. (Mahendran et al.,     ) 

 

         

 

 

 

 

 

 

 

 

III.3.2.4. Propriétés pharmacologiques 

L'intérêt thérapeutique de Mentha spicata L. découle d'une action pluri-analytique et 

synergique entre ses fractions volatiles (principalement la carvone et le limonène) et ses 

composés phénoliques non volatiles (Mahendran et al., 2021). 

 A. Activité antioxydante 

Le pouvoir antioxydant de la menthe verte figure parmi ses propriétés biochimiques 

les mieux élucidées. Les investigations menées par Brahmi et al. (2022) sur des écotypes 

récoltés en Algérie révèlent une excellente capacité de piégeage des radicaux libres, validée 

par les modèles expérimentaux du DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) et du FRAP (Ferric 

Reducing Antioxidant Power). Cette efficacité protectrice est corrélée à une forte 

concentration en acide rosmarinique, un ester d'acide caféique doué d'une forte capacité à 

neutraliser les espèces réactives de l'oxygène (ROS) et à préserver les macromolécules 

cellulaires des dommages oxydatifs (Brahmi et al., 2022). 
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B. Activités cytotoxique, anticancéreuse et angio-modulatrice 

En oncologie expérimentale, les extraits de menthe verte démontrent des propriétés 

antitumorales prometteuses. L'huile essentielle de Mentha spicata induit une cytotoxicité 

sélective envers diverses lignées cellulaires malignes humaines, tout en préservent l'intégrité 

des lignées cellulaires saines (Sharma et al., 2014). 

D'un point de vue mécanistique, la carvone orchestre cette sélectivité en réprimant la 

prolifération clonogénique et en déclenchant la cascade apoptotique via la dépolarisation de la 

membrane mitochondriale (Vinothkumar & Nalini, 2013). L'analyse rigoureuse de la 

littérature scientifique valide la capacité des monoterpènes majoritaires présents dans les 

fractions volatiles végétales, singulièrement le d-limonène et la l-carvone, à exercer un effet 

inhibiteur ciblé sur l'angiogenèse tumorale. 

Sur le plan mécanistique, l'activité du d-limonène se manifeste par une interférence directe 

avec la cascade de signalisation médiée par les facteurs de croissance endothéliaux (VEGF), 

s'accompagnant d'une diminution drastique de l'expression de la métalloprotéase de matrice 

MMP-9 (Murthy et al., 2012). De manière concomitante, la l-carvone réprime l'activation de 

la kinase des adhésions focales (FAK), induisant une régulation négative du stimulus 

angiogénique HIF-1α/VEGF ainsi qu'une inhibition de l'invasion cellulaire dépendante de la 

MMP-2 (de Lima et al., 2023).  

III.3.3. Bunium incrassatum (Talghouda) 

III.3.3. . Description botanique et contextuelle 

 Bunium incrassatum (Batt.) Batt. & Trab. S’agissant ici de l'authentique écotype 

endémique de la région méditerranéenne et d'Afrique du Nord, localement dénommé « 

Talghouda ») est une macromatrice végétale hémicryptophyte et vivace, dont le 

développement caulinaire oscille verticalement entre 30 et 70 cm. Cette espèce affiche un 

morphotype caractéristique de la famille des Apiaceae (syn. Umbelliferae), matérialisé par 

une tige grêle, érigée et marquée par des striations longitudinales ou sillons profonds, 

particulièrement prononcés au niveau de sa portion supérieure(Attoui et al., 2021). 

D'après les caractères diagnostiques établis par Quézel et Santa (1962), complétés ici 

par l'analyse des structures histologiques spécialisées, l'espèce présente un appareil foliaire à 

phyllotaxie alterne, caractérisé par un limbe profondément découpé à deux ou trois reprises en 
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segments filiformes étroits. Le système souterrain est défini par un tubercule globuleux et 

arrondi (1–2 cm de diamètre) pourvu d'un périderme subéreux protecteur et d'un parenchyme 

amylacé dense. Enfin, l'inflorescence en ombelles composées génère des diakènes oblongs à 

côtes primaires longitudinales proéminentes. 

 

Figure    : Les fleurs et les tubercules de Bunium incrassatum « Talghouda» (Chentouh, et 

al, 2018). 

III.3.3.2. Compositions chimiques 

Les investigations phytochimiques et qualitatives appliquées aux différentes fractions 

de Bunium incrassatum révèlent une hétérogénéité métabolique marquée, soulignant la 

complexité de son totum chimique. L'analyse adaptative de la matrice souterraine (racines et 

tubercules) met en évidence une forte prévalence de composés physiologiquement actifs, 

incluant des fractions osidiques complexes (saccharose), des acides gras insaturés (acide 

oléique), des phytostérols ubiquitaires (β-sitostérol) ainsi que des métabolites spécialisés de 

nature coumarinique, représentés préférentiellement par la scopolétine et la scoparone 

(Bousetla et al., 2015). 

Concerning volatile fractions, gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) 

characterization of the aerial parts allowed the resolution of 31 distinct bioactive constituents, 

representing a total elution rate of 97.19% of the overall volatile extract composition. This 

chemotype profile is quantitatively dominated by palmitic acid (18.3%) and caryophyllene 

oxide (17.36%), followed by intermediate terpenic constituents such as β-eudesmol (13.95%), 
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n-pentacosane (5.13%), 10-epi-α-muurolol (4.36%), hedycaryol (4.14%), and spathulenol 

(4.04%) (El Kolli et al., 2017). 

 Au-delà de sa signature métabolique volatile, la fraction non volatile des tubercules de 

Bunium incrassatum (Boiss.) Batt. constitue un hydrogel macromoléculaire complexe 

capable d'influencer profondément la pharmacodynamie globale des extraits bruts ( Bousetla 

et al., 2015). Cette matrice de réserve est structuralement organisée autour d'un réseau de 

polymères glucidiques — principalement représentés par l'amidon et des fractions de 

polysaccharides hautement polymérisés — associés à des fractions lipidiques endogènes et 

des protéines fonctionnelles . Sur le plan de la chimie des solutions et de la galénique 

naturelle, cette matrice macromoléculaire est susceptible d'agir comme un vecteur de 

libération prolongée, modifiant la solubilité apparente et les coefficients de partage des 

métabolites secondaires hydrophobes lors des phases d'extraction ou d'assimilation biologique 

(Miao & Hamaker, 2021 ; Samaniego-Rafaele et al., 2025). 

III.3.3.3. Classification taxonomique 

La position systématique et la nomenclature phylogénétique de l'espèce Bunium incrassatum, 

révisées selon les classifications de référence, sont rigoureusement ordonnées dans le tableau 

ci-dessous(Quézel  & Santa, 1963). 

Tableau  5 : Classification taxonomique de Bunium incrassatum (Quézel  & Santa, 

 963).  

Rang taxonomique Taxon assigné 

Règne Plantae (Végétal) 

Sous-règne Tracheobionta (Plantes vasculaires) 

Division Magnoliophyta (Angiospermes) 

Classe Magnoliopsida (Dicotylédones) 



Chapitre III    Phytothérapie et activité anti- vasculaire des produits dérivés de  plantes 
 

46 
 

Rang taxonomique Taxon assigné 

Sous-classe Rosidae 

Ordre Apiales 

Famille Apiaceae (Umbelliferae) 

Genre Bunium L. 

Espèce Bunium incrassatum (Batt.) Batt. & Trab. 

 

III.3.3.4. Propriétés pharmacologiques et potentiel thérapeutique 

Sur le plan de la pharmacologie translationnelle, les tubercules de Bunium 

incrassatum constituent une source de principes d'intérêt nutraceutique. Les extraits polaires 

dérivés de ces organes manifestent une activité de piégeage radicalaire élevée ainsi que des 

propriétés anti-hémolytiques significatives, témoignant d'une capacité à stabiliser les 

membranes érythrocytaires face à un stress oxydatif chimio-induit (Berroukeche et al., 2022).  

 L’exploitation des tubercules de Bunium incrassatum Boiss. Batt. & Trab. (syn. 

Bunium bulbocastanum), communément désignés sous le vocable vernaculaire de Talghouda, 

occupe une place documentée au sein de l’ethnopharmacopée des zones telliennes de l’Est 

algérien (Ouali et al., 2021). Les enquêtes médico-botaniques répertorient cette Apiaceae 

comme une ressource préférentielle pour la prise en charge empirique des altérations 

fonctionnelles et structurelles de la glande thyroïde. Le spectre d’application s'avère large, 

englobant des manifestations physiopathologiques opposées telles que l'hypo- et 

l'hyperthyroïdie, ainsi que les hypertrophies goitreuses (Taïbi et al., 2021). 
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Cette étude a été réalisée au sein de l’animalerie de l’Institut des Sciences de la Nature 

et de la Vie, rattaché à l’Université Abd El Hafidh Boussouf de Mila. 

La recherche avait pour objectif d’évaluer l’activité anti-vasculaire de différentes préparations 

végétales, à savoir les extraits bruts de menthe (Mentha spicata), de thym (Thymus vulgaris) 

et de « Talghouda » (Bunium incrassatum). 

Pour cela, nous avons utilisé des approches in ovo  reposant sur le test de la membrane 

chorioallantoïque (CAM) de l’embryon de poulet (Chick Chorioallantoic Membrane assay). 

1.Matières végétales 

1.1. Préparation et extraction  

Trois plantes d’intérêt, à savoir la menthe (Menthasp.), le thym (Thymus sp.) et la 

telghouda (Buniumbulbocastanum L.), ont été collectées dans la région de Mila. Les 

échantillons ont été séchés à l'ombre, à température ambiante, puis broyés mécaniquement 

jusqu'à l'obtention d'une poudre fine. 

 

 

                        

 

 

 

 

L'extraction a été réalisée par macération dynamique en utilisant un ratio 

matière/solvant de 1:10 (p/v), soit 10 g de poudre végétale pour 100 ml d'éthanol à 70% (v/v). 

Le mélange a été maintenu sous agitation constante à température ambiante pendant 72 

heures. Cette approche constitue une adaptation simplifiée du protocole décrit par Jadhavet al. 

(2016). 

                      

Poudre de Mentha spicata L         Poudre de Bunium incrassatum      Poudre de Thymus vulgari 

L                       

                        Figure    : Poudres des trois plantes  
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À l'issue de la macération, le mélange a été clarifié par étapes successives : une 

première filtration sur gaze médicalestérile, suivie d'une filtration sur papier filtre. Le filtrat 

obtenu a été concentré sous vide à l'aide d'un évaporateur rotatif ( BÜCHI Rotavapor R-II) . 

Enfin, les extraits ont été transférés dans des boîtes de Pétri et soumis à une dessiccation en 

étuve à 37 °C jusqu'à l'obtention des extraits secs bruts finaux. 
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                          Macération dans l’éthanol à 70 % des trois plantes  
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         Le mélange              Agitation  

 

   

                         Filtration des trois plantes (Thym , Menthe , Talghoda ) 

  
 

   Evaporation  Séchage à l'étuve Les extraits séchés  

Figure 23 : Différentes étapes de préparation de l’extrait hydroalcoolique   de Bunium incrassatum , 

Mentha spicata L , Thymus vulgaris L . 
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Menthe  
Préparation de la 
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aqueuse de 

menthe  

Chauffage du 
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   Filtration                       60 mL d’extrait 

pour 

 

10 mL pour le calcul 

du rendement  

 

l’extrait aqueux  

 

Séchage à 

l'étuve 

         Figure 24 : Différentes étapes de préparation de l’extrait aqueux de menthe  

 

   Stockage  
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1.2-Estimation du rendement et de la concentration des extraits  

 Calcul du rendement  

La formule donnée par Harborne, 1998  permet de calculer le rendement d’extraction :  

    

R % : Rendement en %.  

M𝒆:Masse de l’extrait après évaporation du solvant. 

 M𝒗 : Masse de la matière végétale utilisée pour l’extraction. 

Détermination gravimétrique de la concentration des solutions mères 

Afin d’établir avec précision la concentration massique des solutions mères d’extraits 

végétaux et de garantir la reproductibilité des bio-essais ultérieurs, une méthode de 

quantification par dessiccation jusqu'à obtention d'une masse constante a été rigoureusement 

appliquée.  

Pour chaque extrait, un aliquot de volume déterminé (v, exprimé en mL) a été prélevé 

avec exactitude. Les échantillons ont été soumis à une évaporation thermique contrôlée au 

sein d'une étuve thermostatisée à 40°C afin de volatiliser la phase solvant (aqueuse ou hydro-

organique) tout en préservant l'intégrité structurale des métabolites secondaires thermolabiles.  

Le processus de dessiccation a été considéré comme achevé et définitif lorsque la 

cinétique de pesée, réalisée à intervalles réguliers à l'aide d'une balance analytique de 

précision (0,1 mg), a révélé une stabilité pondérale, définie comme l'atteinte d'une masse 

sèche constante (ms).  

La concentration massique finale (C) de la solution mère a été extrapolée 

mathématiquement selon la relation fondamentale suivante:  

 

Où : 

R % =(𝑴𝒆/𝑴𝒗)𝒙𝟏𝟎𝟎 



Chapitre IV                  Matériel et méthodes 
 

54 
 

 C représente la concentration massique de l'extrait, exprimée en milligrammes par 

millilitre (mg/mL);  

 ms désigne la masse sèche du résidu extrait après dessiccation totale, exprimée en 

milligrammes (mg);  

 v correspond au volume précis de l'aliquot initialement prélevé, exprimé en millilitres 

(mL).  

 .3-Préparation des solutions mères et des dilutions 

Pour l'évaluation biologique, une solution mère à la concentration de 10 mg/ml a été 

préparée pour chacun des trois extraits bruts (Menthasp.,Thymus sp. et Buniumbulbocastanum 

L.). Pour ce faire, 50 mg d'extrait brut ont été solubilisés dans un mélange constitué de 5 µl de 

diméthylsulfoxyde (DMSO), soit une concentration finale de 0,1 % (v/v), puis complétés à un 

volume final de 5 ml avec du tampon phosphate salin (PBS, pH 7,4 ; MARGOMED, Issers, 

Algérie). Des séries de dilutions géométriques (1/2, 1/4, et 1/8) ont ensuite été préparées de 

manière extemporanée à partir de chaque solution mère dans le même tampon. 

 .4.Préparation des solutions témoins (négatif et positif) 

Afin de valider la robustesse du modèle biologique, des témoins négatif et positif ont été 

préparés en parallèle et dans les mêmes conditions expérimentales. 

 Témoin négatif : La solution de contrôle négatif a été préparée en incorporant 5 µl de 

diméthylsulfoxyde (DMSO) dans du tampon phosphate salin (PBS, pH 7,4 ; 

MARGOMED, Issers, Algérie) pour un volume final de 5 ml, ajustant ainsi la 

concentration finale en solvant à 0,1 % (v/v). Ce témoin permet de s'assurer de 

l'absence de toxicité propre du véhicule de solubilisation sur la vascularisation de la 

CAM. 

 Témoin positif (CA4P) : Le phosphate de combretastatine A-4 disodique 

(FosbretabulinDisodium, pureté ≥98 % ; Réf : CRN1972 ; Hubei CuiRan Bio-

technology Co., Ltd., Chine), un agent de rupture vasculaire de référence, a été utilisé 

comme témoin positif. Une solution mère a été préparée de manière extemporanée en 

reconstituant le composé lyophilisé dans du tampon PBS (pH 7,4) afin d'obtenir la 

concentration souhaitée. Les dilutions de travail ont ensuite été réalisées par étapes 

successives dans le même tampon. 
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2.Test in ovo 

 . . Approvisionnement et traçabilité des œufs 

Des œufs de poule fraîchement fertilisés, caractérisés par une hétérogénéité de calibre, 

ont été collectés auprès d'élevages avicoles traditionnels de la wilaya de Mila. Afin de 

minimiser la charge microbienne de surface et de prévenir tout risque de contamination 

ultérieure, la coquille de chaque œuf a été rigoureusement désinfectée par essuyage à l'éthanol 

à 70 % (v/v), puis séchée à l'air libre. Par la suite, un marquage individuel a été appliqué sur 

chaque unité, spécifiant un numéro d'identification unique ainsi que la date et l'heure précises 

du lancement de l'incubation. 

             

   Figure  5: Désinfection des œufs            Figure  6 :  Marquage des œufs  

 . . Conditions d’incubation 

 Les œufs ont été placés dans un incubateur (River Systems, Italie) préalablement stabilisé à 

une température constante de 37,5 °C et une humidité relative de 65 %. Le maintien strict et 

ininterrompu de ces paramètres homéostatiques est une condition critique pour le 

développement embryonnaire tout au long de la période expérimentale. Afin de ne pas 

perturber les phases initiales de la morphogenèse vasculaire, toute manipulation ou 

retournement des œufs a été rigoureusement proscrit durant les premières 48 heures. 

L'intégrité de ces conditions optimales a été assurée par un suivi quotidien et systématique de 

la température ambiante ainsi que du niveau d'eau de l'incubateur pour réguler l'hygrométrie. 
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                                        Figure  7 :Incubation des œufs  

 .3. Fenestration de la coquille et détachement de la membrane chorioallantoïdienne 

(CAM) 

 Au troisième jour d’incubation (ED3), la viabilité des embryons a été évaluée par mirage 

transcoquillaire à l'aide d'une source lumineuse de forte intensité (torche en LED du 

smartphone). 

                      

                      Figure  8 :Mirage pour vérifier la fécondité des œufs  

  Cette étape a permis d'éliminer les œufs non fertiles ou précocement arrêtés, en identifiant 

l'apparition caractéristique du réseau vasculaire primitif périphérique, communément appelé « 

forme en araignée ». Lors de cette procédure, l'emplacement exact de la chambre à air et le 

pôle embryonnaire ont été cartographiés au crayon. 
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Figure  9 :Détermination de la chambre d’air 

 Afin d'abaisser le contenu vitellin et de faciliter le détachement de la CAM, une ponction a 

été délicatement réalisée au niveau du pôle pointu de la coquille à l’aide d’une aiguille de 

calibre 22G (0,70 X 30mm). Un volume précis de 3 ml d’albumen a été aspiré avec soin, en 

veillant scrupuleusement à ne pas perforer la membrane vitelline. Cette déplétion 

volumétrique a généré un espace d'air artificiel, provoquant le détachement de la CAM sous-

jacente de la coquille et ses membranes. 

 

Figure 3  : Prélèvement de l’Albumenair 

 Une fenêtre d’environ 2 cm de diamètre a ensuite été découpée à la pince fine sur la face 

supérieure de la coquille, révélant ainsi l’embryon et son lit vasculaire en cours de 

développement. Pour prévenir tout risque de déshydratation et de contamination 

microbiologique, la fenestration a été immédiatement scellée à l'aide d'un ruban adhésif 
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transparent stérile. Les œufs ainsi préparés ont été promptement réintroduits dans l’incubateur 

jusqu'au jour planifié pour l’application des traitements. 

                       

 Figure 3 : Ouverture d’une fenêtre                                  Figure 3 : recouvrir les œufs                                         

                          

                                     Figure 33:Réincubation des oufes in ovo  

Essais pilotes : optimisation de la dose de CA4P et validation du système d'incubation 

 Au huitième jour du développement embryonnaire (ED8), des essais préliminaires ont été 

réalisés en exposant les embryons à des doses croissantes de CA4P. Cette étape de screening 

visait à déterminer la concentration optimale capable de reproduire fidèlement les effets 

phénotypiques délétères caractéristiques de cette molécule de référence (disruption 

vasculaire), tout en évitant une toxicité systémique aiguë, notamment l'effet létal précoce. 

 En parallèle, un groupe d'œufs n'a subi aucun traitement ni aucune manipulation après la 

fenestration. Ce lot de contrôle « blanc » a servi à valider le maintien des conditions 
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homéostatiques au sein de l'incubateur et à confirmer l'absence d'effet délétère lié à 

l'environnement d'élevage ou au protocole opératoire lui-même. 

Plan d'étude et protocole d'administration (Study Design) 

 Au huitième jour du développement embryonnaire (ED8), les œufs préalablement fenestrés 

ont été répartis de manière aléatoire en sept groupes expérimentaux distincts. Le premier 

groupe (témoin négatif) a reçu une application topique de 20µL de PBS, tandis que le 

deuxième groupe (témoin positif) a été traité avec 20µL de CA4P. Les cinq groupes restants 

ont été exposés aux différentes concentrations des extraits végétaux testés, à raison de 20µL 

par unité. 

 Pour l'ensemble des lots, les solutions (témoins ou substances d'essai) ont été déposées 

directement à la surface de la membrane chorioallantoïdienne (CAM), au centre des anneaux 

de polymère. 

                       

Figure 34 :Application sur la membrane chorioallantoïque (CAM) au centre de l’anneau 

polymérique . 

  Le suivi cinétique des réponses vasculaires a été structuré en deux phases : une 

observation immédiate et continue durant les 5 premières minutes post-traitement, suivie 

d'évaluations macroscopiques périodiques s'étendant sur une période tardive de 72 heures. 

L'apparition de toute altération structurelle — telle qu'une hémorragie, une coagulation, une 

déformation ou régression des vaisseaux sanguins, ou encore la létalité embryonnaire — a été 
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systématiquement consignée. De surcroît, le temps de latence précis (en secondes ou minutes) 

séparant le dépôt du produit et la manifestation visuelle de chaque événement a été 

rigoureusement enregistré. 

Imagerie numérique et acquisition de données 

 Les images numériques ont été capturées en couplant l'appareil photo de 12 MP d'un 

smartphone (Samsung Galaxy S20 5G, SM-G981 ; Samsung Electronics, Corée du Sud) à 

l'oculaire du stéréomicroscope(Optika ST-30-2LF; Italy). Afin de garantir un alignement axial 

optique stable et de minimiser les vibrations, un adaptateur conçu sur mesure a été utilisé. 

Cette configuration a fait l'objet d'une validation interne pour assurer le maintien constant du 

plan focal tout au long d'études longitudinales à long terme. 

Imagerie statique à partir de CAM fixées 

 Parallèlement, une cohorte distincte d'embryons (n = 10 par point temporel) a été sacrifiée 

afin de permettre une imagerie statique à haute résolution. À chaque intervalle défini, les 

zones traitées de la CAM (membrane chorio-allantoïdienne) ont été fixées in situ à l'aide de 

formol à 4 % (v/v) dans du PBS (pH 7,4 ; MARGOMED, Issers, Algérie). Après fixation, les 

membranes ont été délicatement excisées, montées sur des lames de verre et photographiées 

au stéréomicroscope aux grossissements 20x et 40x, afin d'évaluer les altérations structurelles 

telles que la régression vasculaire, l'hémorragie ou la congestion. 
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V.1. Résultats et discussion 

V. . . Rendements d’extraction et standardisation des concentrations 

Le rendement d’extraction représente un indicateur métrologique fondamental en 

pharmacognosie. Il permet d'évaluer quantitativement l'efficience d'un système de solvants à 

éluer la fraction de substances extractibles (métabolites secondaires et macromolécules 

solubles) à partir d'une masse définie de matrice végétale sèche. 

Dans le cadre de ce travail, les extractions par macération ont été conduites sur trois matrices 

végétales distinctes : les tubercules de Buniumincrassatum L. (Apiaceae), ainsi que les 

parties aériennes de Mentha spicata L. (Lamiaceae) et de Thymus vulgaris L. (Lamiaceae). 

Les caractéristiques quantitatives de ces extractions ainsi que la standardisation des solutions 

mères sont répertoriées dans le Tableau 06 

Tableau  6 :Rendements d'extraction et concentrations des solutions mères des extraits 

végétaux 

Solvants 

d'extract

ion 

Espèces 

botaniques 

Masse 

initiale de 

poudre sèche 

(g) 

Masse 

d'extrait 

sec obtenu 

(g) 

Rendemen

t pondéral 

(% m/m) 

Concentration 

de la solution 

mère (mg/mL) 

Eau 

distillée 

Thymus 

vulgaris L. 

(-) (-) (-) (-) 

Mentha spicata 

L. 

  ,  3,3  33,    ,  

Buniumincrass

atum L. 

(-) (-) (-) (-) 

Eau / 

Éthanol 

(30:70 

v/v) 

Thymus 

vulgaris L. 

  ,   ,87 8,7   ,  

Mentha spicata 

L. 

  ,   ,46  4,6   ,  

Buniumincrass

atum L. 

  ,   ,     ,    ,  
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Figure 35: Pourcentage de rendement d’extraction des extrait aqueux et hydroéthanolique 

70% de Thymus vulgaris L Mentha spicata L et Bunium incrassatum L 

Note : Le symbole (-) désigne les configurations expérimentales non incluses dans le plan 

d'étude 

Les données cinétiques et pondérales condensées dans le Tableau 06— et illustrées 

graphiquement dans le document de suivi histogram rendement et concentration extraits 3 

plantes— mettent en évidence une hétérogénéité marquée des rendements. Cette fluctuation 

s'avère étroitement tributaire de la nature chimique du solvant d'extraction ainsi que des 

caractéristiques intrinsèques de la matrice végétale employée. 

V.1.1. 1. Influence de la polarité du solvant sur l'efficacité d'élution 

L’examen comparatif des rendements obtenus pour Mentha spicata L. révèle une 

supériorité hautement significative de l’extraction aqueuse pure (33,  ) vis-à-vis de 

l'extraction hydroéthanologique à 70% ( 4,6 ). Ce comportement translationnel s'explique 

directement par la constante diélectrique élevée de l'eau pure. Ce solvant polaire par 

excellence possède une aptitude maximale à rompre les liaisons hydrogène inter- et 

intramoléculaires des composants de la paroi végétale, favorisant le gonflement cellulaire et la 

mise en solution des molécules hautement hydrophiles (Sierra et al., 2022).  
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Outre les polyphénols hydrosolubles, l’eau co-extrait massivement des 

macromolécules interférentes douées d'une forte capacité de gonflement, telles que les 

polysaccharides pariétaux, les protéines hydrosolubles, les mucilages et les gommes, 

substances reconnues pour leur capacité à augmenter drastiquement la viscosité des solutions 

(Bruneton, 2016), ce qui majore substantiellement la masse brute de l'extrait sec résiduel.  

À l'inverse, l’introduction de 70% d'éthanol abaisse la polarité globale du milieu 

d'extraction. Ce glissement de polarité induit une sélectivité physico-chimique accrue à 

l’égard des métabolites secondaires de polarité intermédiaire, tels que les flavonoïdes et 

certains acides phénoliques. Parallèlement, ce solvant exerce un effet d'exclusion (non-

solubilisation) sur les polymères glucidiques lourds de charge élevée, attestant du maintien de 

ces solutés sous leur seuil de saturation (Sinko, 2017). Il en résulte, à masse de biomasse 

égale, une réduction mécanique de la masse d'extrait final obtenu, mais une limpidité optimale 

garantissant l'absence de micro-agrégats susceptibles d'obstruer localement la 

microvascularisation lors des screenings pharmacologiques.  

Pour le solvant hydroéthanologique, les rendements se stabilisent à des valeurs 

modérées :   ,   pour Buniumincrassatum L. et 8,7  pour Thymus vulgaris L. Ces 

observations sont corroborées par la littérature scientifique ; en particulier, les travaux 

d'Elsherif et al. (2023) soulignent de la même manière que l'extrait éthanoïque de Thymus 

vulgaris L présente un faible rendement comparé aux extraits à l'acétate d'éthyle, aqueux ou 

au chloroforme.  

V.1.2. Caractérisation macroscopique : Caractères organoleptiques et stabilité physique 

de la phase liquide 

L'examen visuel des tubes microcentrifuges, montre trois profils chromatiques distincts, 

directement liés à la composition chimique intrinsèque de chaque plante extraite à 

l'eau/Ethanol (Tableau 07 et Figure   36). 

 Thym (brun-acajou/ambré) & Menthe (jaune citrin/verdâtre) : Leurs teintes traduisent 

la solubilisation de composés chromophiles endogènes (phénols, flavonoïdes, résidus 

pigmentaires), mais nécessitent une validation analytique impérative (CCM, HPLC, ou 

dosages spectrophotométriques) pour identifier les composés responsables (Pluhár et 

al., 2012). 
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 Talghouda (incolore) : Cette absence de coloration est cohérente avec la nature de la 

matrice (tubercule souterrain de réserve), un organe non photosynthétique 

physiologiquement pauvre en pigments vacuolaires ou chloroplastiques (Bruneton, 

2016 ; Quézel& Santa, 1963). 

 

 

Figure 36 : Extraits hydroalcooliques ; a) Thymus vulgaris L. ;b)Mentha spicata 

L. ;c)Bunium incrassatum (Batt.) Batt. &Trab. 

Les trois extraits végétaux montrent une faible viscosité corrélée à une limpidité optimale à 25 

°C, révélant une co-extraction négligeable de macromolécules pariétales de haut poids 

moléculaire telles que les mucilages ou les gommes, substances reconnues pour leur capacité 

à augmenter drastiquement la viscosité des solutions  (Bruneton, 2016). Sur le plan 

pharmacotechnique, cette grande fluidité constitue un paramètre critique déterminant : elle 

élimine les variations de volume délivré et garantit une exactitude ainsi qu'une reproductibilité 

rigoureuse lors du micro-pipetage des solutions mères au moment des dilutions sérielles, une 

propriété indispensable avant leur inoculation sur les modèles biologiques (Aulton& Taylor, 

2013).De plus, la limpidité de la préparation et l'absence de turbidité, de sédimentation ou de 

séparation de phases à l'état initial (T0) témoignent de la stabilité physique immédiate du 

système. Cette homogénéité macroscopique constitue un prérequis fondamental pour garantir 

la standardisation des doses, la reproductibilité et l'intégrité des screenings pharmacologiques 

ultérieurs (Sinko, 2017). 
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Tableau  7 : Caractéristiques organoleptiques et physiques des extraits hydroéthanoliques de 

Thymus vulgaris L, Mentha spicata et Bunium  incrassatum. 

Solvants 

d'Extraction 

Plante Couleur limpidité consistance/ 

État physique 

stabilité
a
 

Eau 

/Ethanol 

Thym brun-

acajou, 

ambré 

Limpide, 

homogène 

Liquide mobile stable(absence de 

déphasage/précipité) 

Menthe Jaune 

citrin à 

reflets 

verdâtres 

Limpide, 

homogène 

Liquide mobile stable (absence de 

déphasage/précipité) 

Talghouda Incolore Limpide et 

translucide. 

Absence 

stricte de 

turbidité  

Liquide mobile 

(faibleviscosité) 

Stable. Aucun signe 

de sédimentation, de 

précipitation ou de 

déphasage. 

Eau      

     

     

 a : Les caractères organoleptiques et l'état d'équilibre des phases ont été consignés à 

température ambiante (25 C) immédiatement après filtration et conditionnement (T ). 

L'examen visuel des tubes microcentrifuges, montre trois profils chromatiques distincts, 

directement liés à la composition chimique intrinsèque de chaque plante extraite à 

l'eau/Ethanol. 

 Thym (brun-acajou/ambré) & Menthe (jaune citrin/verdâtre) :Leurs teintes 

traduisent la solubilisation de composés chromophiles endogènes (phénols, 

flavonoïdes, résidus pigmentaires), mais nécessitent une validation analytique 

impérative (CCM, HPLC, ou dosages spectrophotométriques) pour identifier les 

composés responsables (Pluhár et al., 2012). 

 Talghouda (incolore) : Cette absence de coloration est cohérente avec la nature de la 

matrice (tubercule souterrain de réserve), un organe non photosynthétique 

physiologiquement pauvre en pigments vacuolaires ou chloroplastiques(Bruneton, 

2016; Quézel& Santa, 1963). 

L'évaluation physico-chimique prospective des trois extraits végétaux met en évidence 

une faible viscosité corrélée à une limpidité optimale à 25 °C, révélant une co-extraction 

négligeable de macromolécules pariétales de haut poids moléculaire telles que les mucilages 

ou les gommes (Bruneton, 2016). Sur le plan pharmacotechnique, cette grande fluidité 
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constitue un paramètre critique déterminant : elle élimine les variations de fluidité de la 

solution et garantit une exactitude ainsi qu'une reproductibilité rigoureuses lors du micro-

pipetage des solutions mères au moment des dilutions sérielles et des inoculations sur les 

modèles biologiques (Aulton& Taylor, 2013). De plus, la translucidité parfaite et l'absence 

globale de turbidité, de sédimentation ou de séparation de phases à l'état initial (T0) attestent 

du maintien des solutés sous leur seuil de saturation thermodynamique. Cette stabilité 

macroscopique confirme la formation d'une solution parfaitement homogène, condition sine 

qua non pour assurer la standardisation, la fiabilité et l'intégrité des screenings 

pharmacologiques ultérieurs (Sinko, 2017). 

V.2. Exploration des effets des trois extraits sur les vaisseaux sanguins 

de la membrane chorioallantoidenne (CAM Assay) 

Nous avons étudié le développement embryonnaire du poulet, in ovo, en utilisant des 

méthodes d’observation macroscopiques (à l’œil nu et avec la caméra du smartphone 

Samsung S20 G5 Full HD) et microscopiques (à l’intermédiare d’un stéréomicroscope 

OPTIKA 20X et 40X).  

Ces observations ont abouti aux constatations suivantes :  

1- Le système circulatoire des structures annexes extra-embryonnaires s'active dès le 

troisième jour d'incubation (ED3). Peu après, les premiers réseaux vasculaires émergent dans 

le sac vitellin. Rapidement, entre le quatrième et le cinquième jour (ED4-ED5), la membrane 

chorioallantoïdienne (CAM) initie sa vascularisation et devient nettement discernable dès 

ED4. 

 

 

 

 

 

 

 

Vaisseaux du sac vitellin 

 Figure 37 : Vaisseaux du sac 

vitellin sous 

stéréomicroscope à 20X 

Figure 38:Vaisseaux  sanguins de la 

CAM sous stéréomicroscope 40X  

 

 CAM 
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2- La membrane chorioallantoïdienne (CAM) est une structure extra-embryonnaire d'une 

vascularisation exceptionnelle, caractérisée par une croissance fulgurante. Dès le huitième 

jour d’incubation (ED8), elle s’étend pour ôter toute lacune, recouvrant ainsi entièrement la 

surface interne visible à travers la fenêtre ouverte sur la coquille. Au cours de cette étape, le 

développement de son réseau vasculaire s’accélère de manière exponentielle.  

Vers le quatorzième jour (ED14), la CAM se déploie intégralement pour envelopper 

l’embryon ainsi que ses structures annexes, notamment l’amnios et la vésicule vitelline, 

consolidant ainsi l’organisation du système circulatoire extra-embryonnaire. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3- La vascularisation de la membrane chorioallantoïque (CAM) se manifeste de 

manière impressionnante au sein du tissu mésenchymateux, situé juste en dessous de 

l’épithélium ectodermique. Cette organisation suit un schéma hiérarchique distinct, où l’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 l’angiogenèse et du développement 

vasculaire (figure 41). 

 

Figure 39:CAM  Témoin à  J8, culture in ovo.  

Figure 4  : CAM  Témoin à J14, in ovo 
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Figure 4 : observation des vaisseaux primaires, secondaires et tertiaires sous stéréomicroscope 

20X. 

 

V.2. 1. Effet antivasculaire : activité perturbatrice vasculaire de la fosbrétabuline 

(témoin positif) 

 

 

 

 

  

 

 

 

 La fosbrétabuline, également connue sous le nom de phosphate de 

combretastatine A4 (CA4P), est le chef de file des agents perturbateurs vasculaires (VDAs, 

Vascular Disrupting Agents). Contrairement aux thérapies antiangiogéniques classiques qui 

inhibent la formation de nouveaux vaisseaux sanguins, la fosbrétabuline cible spécifiquement 

la structure tridimensionnelle du réseau vasculaire tumoral préexistant afin d'induire son 

effondrement rapide (Chen etal., 2026; Gómez-Escudero et al., 2025 ; Li et al., 2025)  

 Sur le plan pharmacologique, la fosbrétabuline est une prodrogue hydrosoluble 

rapidement biotransformée en son métabolite actif, la combretastatine A4 (CA4). Le 

                                                          

                                                                                                         

vasoconstriction 

         Résorption des vaisseaux                                                 

sanguins 

Figure  4  : Effet antivasculaire de la fosbrétabuline (témoin positif) 
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mécanisme d'action repose sur la fixation de la CA4 au niveau du site de la colchicine sur les 

dimères de β-tubuline au sein des cellules endothéliales. Cette liaison hautement sélective 

perturbe l’équilibre dynamique des microtubules en provoquant leur dépolymérisation brutale. 

La désorganisation du cytosquelette de tubuline entraîne une cascade d'événements 

intracellulaires, incluant la rupture des jonctions intercellulaires médiées par la cadhérine 

endothéliale vasculaire (VE-cadhérine) et l'activation de la voie de signalisation 

RhoA/ROCK. En conséquence, les cellules endothéliales tumorales immortelles, initialement 

aplaties, subissent un changement morphologique critique en s'arrondissant de manière 

drastique (National Cancer Institute [NCI],2024).  

 Au niveau histologique et tissulaire, ce gonflement cellulaire combiné à 

l'augmentation de la perméabilité endothéliale conduit à un rétrécissement immédiat de la 

lumière des vaisseaux. Ce phénomène induit une augmentation majeure de la résistance 

vasculaire locale, déclenchant des micro-hémorragies, une coagulation intravasculaire et 

l'occlusion complète du réseau capillaire tumoral. Privé d'apport en oxygène et en nutriments, 

le cœur de la masse tumorale subit une nécrose ischémique massive en l'espace de quelques 

heures(Siemann et al., 2009).  

 L'effet antivasculaire direct de la fosbrétabuline est parfaitement objectivé in ovo 

dans l'expérience documentée par la figure 42 L'analyse comparative met en évidence une 

vasoconstriction prononcée ainsi qu'une résorption marquée des vaisseaux sanguins après 

traitement, validant l'utilisation de la fosbrétabuline comme témoin positif robuste pour l'étude 

des molécules à activité perturbatrice vasculaire (Figure 42). 

V.2. 2. Effet antivasculaire : activité perturbatrice vasculaire de la PBS/Eau 

physiologique (témoin négatif) 
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              Sur la base de la conservation absolue de l'architecture microvasculaire au cours de la 

cinétique de 3 heures, le profil identifié est classé comme un témoin négatif. Le sérum salé 

tamponné au phosphate (PBS) démontre ici une neutralité phénotypique parfaite, validant 

l'absence de bioactivité secondaire ou de toxicité chimique intrinsèque. On remarque la 

présenced’aucun effet pro-angiogénique ni aucune interaction délétère avec les composants 

structurels de l'endothélium.  

              Ce profil de référence confirme que la technique d'application physique et le solvant 

n'introduisent aucun biais de stress biologique, établissant ainsi un groupe contrôle idéal pour 

l'évaluation ultérieure de molécules actives.  

Largement employé comme véhicule en expérimentation, le PBS est considéré comme 

physiologiquement inerte. Cependant, Wilting et al. (1991) ont conclu que les cristaux formés 

après évaporation du tampon causent des modifications de l’épithélium de la CAM ainsi que 

des vaisseaux sanguins. Cette divergence apparente par rapport à nos observations s'explique 

par une différence méthodologique. Alors que nous avons appliqué le PBS directement sur la 

CAM, Wilting et al. (1991) ont imbibé une pastille de papier filtre puis l’ont séchée pour 

 

Figure 43 : Neutralité parfaite du sérum salé tamponné au phosphate (PBS). A)avant d’appliquer le 

PBS ; B) 3 heures après. 
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l'utiliser comme support d’application ; ce processus de dessiccation a généré des cristaux 

salins qui irritent et endommagent la CAM.  

V.2. 3. Effet antivasculaire : activité perturbatrice vasculaire de l’extrait 

hydroalcoolique de Mentha spicata L. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 44: Action de l’extrait hydroalcoolique de Mentha spicata L. ; A) avant l’application 

de 20µL à 10mg/mL ; B) 7 heures après l’application. 

L'application de l'extrait à une concentration de 10 mg/mL (dose absolue de 200 

µg/œuf) induit une altération cinétique majeure du réseau vasculaire en phase liquide stable, 

en l'absence de tout phénomène d'évaporation. 

Après 7 heures d'incubation, on observe (figure  44) : 

 Un blanchiment généralisé (Blanching) du lit vasculaire : Les ramifications 

secondaires et le réseau capillaire fin subissent une extinction visuelle presque totale 

(80%). 

 L'apparition de vaisseaux fantômes (Ghostvessels) : Les axes vasculaires 

principaux initialement gorgés de sang perdent leur signature chromatique rouge vif 

pour devenir pâles et translucides. 

 Une stase circulatoire totale : L'observation en temps réel sous stéréomicroscope 

confirme l'arrêt complet du flux sanguin (vascularshutdown) au niveau du réseau 

superficiel. 

Vasoconstriction 
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Les données collectées démontrent de manière univoque la puissante activité de 

disruption vasculaire (VDA) de l'extrait testé à la dose de 200 µg (Patterson 

&Rustin, 2007). 

V.2. 4. Effet antivasculaire : activité perturbatrice vasculaire de l’extrait 

hydroalcoolique de Thymus vulgaris L. 

 

 

 

Figure 45: Action de l’extrait hydroalcoolique de Thymus vulgaris L. ; A) avant l’application 

de 20µL à 10mg/mL ; B) 3 heures après l’application. 

           L'évaluation du potentiel angiosuppresseur Thymus vulgaris L a été réalisée in ovo sur 

le modèle de membrane chorioallantoïque (CAM) de poulet. Afin de discriminer une 

inhibition de la néovascularisation (effet anti-angiogénique) d'une destruction des réseaux 

préexistants (effet de rupture vasculaire), une cinétique d'observation à court terme a été 

adoptée, avec une collecte des données morphométriques fixée à t = 3 heures post-exposition. 

           L’analyse des données cinétiques et morphologiques Thymus vulgarisL révèle un 

profil pharmacologique hautement spécifique. Traditionnellement, les agents anti-

angiogéniques requièrent une fenêtre temporelle de plusieurs jours pour manifester une 

réduction de la densité vasculaire, agissant par inhibition des voies de signalisation 

transcriptionnelles (ex. l'axe VEGF/VEGFR) induisant l'arrêt de la prolifération et de la 

migration des cellules endothéliales (Liu et al.,2025).  

Ici, la survenue d’un effondrement microvasculaire en seulement 3 heures, corrélée à 

l'apparition formelle de foyers d'occlusion luminale et de stase thrombotique (Couche III, 

d'occlusionluminal

e 
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Paramètre 8), permet de classer sans ambiguïté Thymus vulgarisL. parmi les agents de 

rupture vasculaire (VDA - VascularDisrupting Agents) (Spear et al., 2011). 

            Cette cinétique d'occlusion aiguë est caractéristique des composés à ciblage 

cytosquelettique, agissant notamment par liaison au site de la colchicine sur la α/β-tubuline. 

L'exposition rapide à Thymus vulgarisL. induit une dépolymérisation des microtubules au 

sein des cellules endothéliales des micro-vaisseaux, provoquant un changement de 

morphologie cellulaire (passage d'une forme aplatie à une forme sphérique ou cellrounding). 

Cette rétraction cellulaire augmente drastiquement la résistance mécanique intraluminale et 

expose la matrice extracellulaire pro-coagulante. Il s'ensuit une cascade d'agrégation 

érythrocytaire et plaquettaire in situ, visualisée ici par la fragmentation de la colonne sanguine 

et la sédimentation focale (Tozer et al., 2005) 

           L'effet du Thymus vulgaris L. n'est donc pas une réduction de la néovascularisation 

par privation de facteurs de croissance, mais une ischémie aiguë provoquée par l'effondrement 

fonctionnel et thrombotique du réseau vasculaire préexistant. 

V.2. 5. Effet antivasculaire : activité perturbatrice vasculaire de l’extrait 

hydroalcoolique de Buniumincrassatum (Batt.) Batt. &Trab. 
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Figure 46: Action de l’extrait hydroalcoolique de Bunium incrassatum (Batt.) Batt. & Trab.; 

A) avant l’application de 20µL à 10mg/mL ; B) 8 heures après l’application.  

Élagage 

capillaire 
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              L'évaluation de l’extrait hydroalcoolique de Buniumincrassatum (Batt.) Batt. 

&Trab.(appliquée à 10 mg/mL sous un volume de 20 µL, soit une dose de charge absolue de 

200 µg/œuf) met en évidence une activité de disruption vasculaire (VDA - 

VascularDisrupting Activity) hautement sélective.  

On note un effondrement structurel et fonctionnel du lit vasculaire en 3 heures : 

 Un élagage capillaire sélectif (MicrovascularPruning) : L'analyse à fort 

grossissement révèle la disparition quasi-totale (~80 %) du réseau tridimensionnel de 

petits capillaires immatures. Les ramifications secondaires se rétractent, laissant place 

à des segments isolés, borgnes et non fonctionnels disposés en « squelette de poisson » 

ou en « peigne ». 

 Le phénotype des Vaisseaux Fantômes (GhostVessels) : Les axes vasculaires 

principaux de gros calibre persistent sur le plan anatomique mais subissent un 

blanchiment macroscopique drastique (blanching). Ils se transforment en cylindres 

translucides, rose pâle, signant l'arrêt total du flux circulatoire superficiel 

(vascularshutdown). 

              L'ensemble de ces signes (vasoconstriction aiguë, rétraction endothéliale ciblée sur 

les vaisseaux immatures, stase circulatoire totale et maintien de l'intégrité structurale 

macroscopique sans hémorragie corrosive) démontre que l’extrait hydroalcoolique de 

Buniumincrassatum (Batt.) Batt. &Trab. agit comme un agent de disruption vasculaire. Ce 

profil mime le mécanisme d'action des molécules de référence ciblant le cytosquelette 

endothélial (type Combrétastatine A4), conférant à cet extrait un intérêt thérapeutique majeur 

dans le ciblage de la néovascularisation tumorale (Porcù et al.,2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Conclusion 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Conclusion 

78 
 

CONCLUSION GÉNÉRALE ET PERSPECTIVES 

Ce travail de recherche, s'est articulé autour de la valorisation pharmacobiochimique et 

de l'évaluation du potentiel antivasculaire de trois espèces végétales d'intérêt collectées dans 

la région de Mila : Thymus vulgaris L., Mentha spicata L. et Buniumincrassatum (Batt.) Batt. 

&Trab.. En exploitant le modèle d'angiogenèse in ovo de la membrane chorioallantoïdienne 

(Chorioallantoic Membrane – CAM), ces investigations ont permis de caractériser les profils 

d'activité perturbatrice vasculaire (VDA – VascularDisrupting Activity) de ces extraits, 

apportant des données d'intérêt pour le domaine de la pharmacologie moléculaire et 

translationnelle appliquée à l'oncologie.  

Les conclusions majeures découlant de ce projet de recherche se déclinent selon quatre axes 

fondamentaux : 

1. Optimisation pharmacotechnique et standardisation des extraits 

Les procédés d'extraction par macération dynamique ont mis en évidence l'influence 

critique de la polarité du système de solvants sur la cinétique de transfert de masse et la 

sélectivité des phases cellulaires. Chez Mentha spicata L., l'utilisation de l'eau pure a 

maximisé le rendement pondéral brut à 33,0 %, mais a induit une co-extraction de 

macromolécules pariétales interférentes (polysaccharides, mucilages, gommes) augmentant de 

façon critique la viscosité de la phase liquide. Le système solvant hydroéthanologique 

(eau/éthanol 30:70 v/v) a été validé comme le véhicule optimal pour le criblage biologique, 

stabilisant les rendements pondéraux à des valeurs modérées, soit 14,6 % pour Mentha 

spicata L., 12,0 % pour Buniumincrassatum et 8,7 % pour Thymus vulgaris L..  

2. Robustesse et validation de la sensibilité du modèle biologique in ovo 

Le suivi cinétique du développement embryonnaire de Gallus gallus (de ED3 à ED14) 

a permis de cartographier l'établissement d'un réseau microvasculaire extra-embryonnaire 

hautement hiérarchisé (vaisseaux primaires en configuration en « Y », secondaires et 

tertiaires) au sein du tissu mésenchymateux, propice à l'analyse morphométrique des agents 

antivasculaires.  

Le groupe témoin négatif (sérum salé tamponné au phosphate – PBS à 0,1 % de 

DMSO) a manifesté une neutralité phénotypique absolue au cours des cinétiques prolongées. 

La préservation intégrale de l'architecture vasculaire a validé l'innocuité du véhicule et 
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confirmé que la technique d'application physique n'introduisait aucun biais de stress 

biologique. 

Le groupe témoin positif (fosbrétabuline / CA4P, pureté à 98 %) a pleinement validé 

la sensibilité pharmacologique du modèle.  

3. Profils de disruption vasculaire (VDA) des extraits végétaux testés 

L'administration topique directe d'un volume de 20 µL de solution mère (soit une dose 

de charge absolue de 200 µg/œuf) au douzième jour d'incubation (ED12) a révélé des 

propriétés de disruption vasculaire distinctes selon l'espèce végétale.  

Thymus vulgaris L. : L'évaluation de l'extrait hydroalcoolique a mis en évidence un profil de 

rupture vasculaire aigu à court terme (t = 3 heures post-exposition).  

L'extrait hydroalcoolique de Mentha spicata L. a provoqué une altération cinétique du 

réseau fonctionnel après 7 heures d'exposition, caractérisée par un blanchiment (blanching) 

généralisé du lit microvasculaire entraînant une extinction visuelle de 80 % des ramifications 

capillaires fines, parallèlement à la formation de vaisseaux fantômes (ghostvessels) 

translucides et à une stase circulatoire totale (vascularshutdown) objective sous 

stéréomicroscope.  

L'extrait hydroalcoolique de Buniumincrassatum (Batt.) Batt. &Trab. a manifesté une 

cinétique d'action précoce, induisant un effondrement structurel et fonctionnel du lit 

vasculaire dès 3 heures post-traitement. L'analyse morphologique a révélé un élagage 

capillaire sélectif (microvascularpruning) causant la disparition de ~80 % des petits vaisseaux 

immatures sous forme de segments isolés non fonctionnels disposés en « peigne » ou en « 

squelette de poisson ». Ce profil a induit la transformation des axes principaux en vaisseaux 

fantômes et l'installation d'une stase circulatoire totale tout en maintenant l'intégrité 

macroscopique tissulaire, sans induction d'hémorragie corrosive. Ce comportement reproduit 

les signatures morphologiques caractéristiques des agents de disruption vasculaire (VDA) 

ciblant le cytosquelette des cellules endothéliales physiologiquement actives et hautement 

prolifératives.  

4. Intégration de l'ingénierie d'imagerie numérique en bio-analyse 

Sur le plan technologique, le protocole d'acquisition de données morphologiques par le 

couplage direct du capteur optique de 12 MP d'un smartphone (Samsung Galaxy S20 5G) à 
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l'oculaire du stéréomicroscope (Optika ST-30-2LF) via un adaptateur mécanique sur mesure a 

permis de standardiser l'acquisition morphométrique à haute résolution. Ce dispositif a garanti 

la stabilité du plan focal et le maintien de l'alignement axial optique au cours des analyses 

longitudinales et des évaluations statiques sur membranes fixées au formol à 4 %, offrant une 

alternative technique reproductible et performante pour l'analyse structurale en laboratoire.  

PERSPECTIVES DE RECHERCHE 

Bien que ce travail apporte des évidences phénotypiques et pharmacologiques 

caractérisant l'activité de disruption vasculaire des extraits de Buniumincrassatum et de 

Mentha spicata L., l'extension de ce programme de recherche exige la mise en œuvre des 

perspectives scientifiques suivantes :  

1. Fractionnement bio-guidé et caractérisation chimiométrique de haute résolution : 

Déployer des analyses de chromatographie en phase gazeuse couplée à la 

spectrométrie de masse (GC-MS) pour les fractions volatiles (huiles essentielles), et de 

chromatographie liquide haute performance couplée à un détecteur à barrette de diodes 

ou à la spectrométrie de masse (HPLC-DAD/ESI-MS) sur les extraits polaires.  

2. Élucidation fine des mécanismes moléculaires et ultrastructuraux : Conduire des 

analyses par immunohistochimie et par microscopie à fluorescence sur les tissus de la 

CAM fixés in situ afin de quantifier l'impact direct des extraits sur la dynamique de 

polymérisation du réseau de tubuline intracellulaire. Il s'agira également d'évaluer la 

désorganisation des complexes jonctionnels intercellulaires médiés par la cadhérine 

endothéliale vasculaire (VE-cadhérine), l'activation potentielle de la voie 

RhoA/ROCK, ainsi que l'induction d'apoptose endothéliale via le suivi de l'activation 

de la caspase-3 clivée.  

3. Modélisation dose-réponse et quantification par bio-analyse numérique : 

Exploiter la série de dilutions géométriques extemporanées (1/2, 1/4, 1/6 et 1/8) afin 

d'établir les courbes de dose-réponse mathématiques, de déterminer précisément les 

concentrations minimales efficaces (CME) ainsi que les valeurs d' IC50 spécifiques. 

Cette étape intégrera des algorithmes de segmentation d'images numériques pour 

quantifier mathématiquement la densité de longueur vasculaire 

(VascularLengthDensity – VLD), l'index de bifurcation (points de branchement par 
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unité de surface) et la dimension fractale (Df) du réseau, tout en explorant 

d'éventuelles actions synergiques par la co-administration d'extraits combinés.  

4. Validation préclinique translationnelle sur modèles tumoraux in vivo : Initier la 

transition vers le modèle supérieur d'évaluation en caractérisant la bioactivité de ces 

extraits standardisés sur des modèles de xénogreffes tumorales chez le rongeur (in 

vivo). L'objectif sera de confirmer leur capacité à induire une nécrose ischémique 

centrale sélective au sein d'une masse tumorale tridimensionnelle complexe, et 

d'étudier les stratégies d'association thérapeutique avec des agents 

chimiothérapeutiques ou antiangiogéniques conventionnels pour bloquer le 

phénomène d'échappement lié à la persistance de la bordure périphérique viable.  
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