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Résumé

Récemment, des progres incontestables ont été accomplis dans la prise en charge de la
pathologie tumorale. Ainsi, 1’utilisation des agents antiangiogéniques a €té considérée comme
une stratégie prometteuse qui permettra de bloquer la progression tumorale et d’améliorer

I’efficacité des médicaments.

Cette étude explore, in ovo, I’effet inhibiteur des médicaments Amoxypen et Daflon en
plus de la décoction de la plante Rosmarinusofficinalis vis-a-vis la vascularisation de la

membrane chorioallantoidienne (CAM).

A des doses de saturation, I’extrait aqueux de Rosmarinusofficinalis diminue 60% de la
vascularisation de la CAM ; le Daflon 1’augmente de 80% et I’amoxypene ne traduit aucune
interaction avec les vaisseaux. Les trois traitements n’exercent aucune influence sur le poids

relative des embryons.

Ces données laissent croire que le Daflon posséde un effet pro-angiogénique, la décoction
du romarin affiche des tendances antiangiogéniques, alors que I’Amoxypen semble étre inerte.
Donc, le romarin mérite une exploration approfondie de son potentiel angiostatique dans le cadre

d’une approche thérapeutique.

Les mots clés : cancer, angiogenese, la membrane chorioallantoidienne, Daflon,

AmoxypenRosmarinusofficinalis,



Abstract

In the last few years, undeniable progress has been made in the management of tumor
pathology. Thus, the use of antiangiogenic agents has been considered as a promising strategy
that can block tumor progression and improve the effect of drugs.

Herein, we explored, in ovo, the inhibitory effect of Amoxypen, an antibiotic drug; and
Daflon, a vasoprotectiveflavoinoids mixture and Rosmarinus officinalis plant decoction against

the vascularization of the chorioallantoic membrane (CAM).

Our findings suggest an angiostatic effect of Rosmarinus officinalis aqueous extract
estimated to be approximately 60% of the CAM vasculature. Whoever, Daflon increased the
vasculature density of the CAM by almost 80%. Finaly, Amoxypen, seems to not interfere with
the CAM vessels.

These data evoke a proangiogenic effect of Daflon; anti-angiogenic potential of
Rosmarinus officinalis, where Amoxypen exhibit no activity toward the CAM vasculature.

Hence, Rosmarinus officinalis may be proposed for anticancer clinical studies.

Key words:Cancer, angiogenesis, the chorioallantoic membrane, Daflon,

Amoxypen,Rosmarinus officinalis.
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Introduction

Introduction

Selon le Centre international de Recherche sur le Cancer (CIRC), les estimations du nombre
des nouveaux cas atteint 18,1 millions et environ 9,6 millions de décés en 2018. A I'échelle mondiale, le
nombre total de personnes vivant avec un cancer dans les cing ans suivant le diagnostic, appelé

prévalence a cing ans, est estimé a 43,8 millions (Organisation Mondial de la santé, 2018).

Le cancer est la deuxiéme cause de déces derriere les maladies cardiovasculaires dans le
monde développé et la troisiéme cause aprés les maladies infectieuses et parasitaires dans les
pays en developpement (Biéche, 2004). En Algérie, le nombre de déceés s’éléve a 29453 sur
53076 cas enregistrés (Goblotant, 2018).

La progression et les métastases des tumeurs dépendent d’événements et d’échanges
biologiques nutritionnels et respiratoires assurés par le sang et la lymphe. La prolifération
tumorale est associée a un accroissement des réseaux vasculaires soit a proximité de la tumeur,
soit en intra-tumoral. Les tissus tumoraux sont capables d’augmenter leurs approvisionnements,
en fonction de leurs besoins au sein de I’organisme, en orientant et en optimisant le

développement des vaisseaux péri-tumoraux (Leclers et al, 2005).

L’angiogenése joue un réle important dans plusieurs processus physiologique tels que le
développement embryonnaire (Chung et Ferrara, 2011), le cycle menstruel (Plendl, 2000;
Gargett and Rogers, 2001), la régénération tissulaire et la cicatrisation des plaies (Ranzer and
DiPietro, 2010). D’autre part, plusieurs situations pathologiques reposent sur ce mécanisme pour
progresser (Folkman, 2001). Ainsi, la progression tumorale figure parmi les pathologies les
plus dépendantes de I’arbre vasculaire et de son développement (Folkman, et al. 1966 ; Folkman
1974 ; Folkman et Haudenschild, 1982 ; Folkman, 2002).

Toute augmentation de la population cellulaire tumorale exige une augmentation
préalable de la densité capillaire tumorale (Folkman 2003). De la méme fagon, 1’apparition de
métastases necessite une néovascularisation préalable (Risau, 1987 ; Bielenberg et Zetter, 2015),

et une angiogenése faible se traduit par une diminution des métastases (Liotta, et al. 1974).

Depuis plus de trois décennies, on a proposé de cibler 1’angiogenése pour bloquer la
croissance tumorale et, bien sdr, sa progression pour donner des métastases (Folkman, 1971 ;
Figg et Folkman, 2008). Il est possible de neutraliser le facteur de croissance lui-méme, c’est le
cas du bevacizumab/Avastin, un anticorps monoclonal anti-VEGF autorisé dans le traitement de

plusieurs cancers (Ferrara, et al., 2005 ; Pietrantonio, et al., 2015).
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D’autre part sorafenib (Davoudi et al., 2014 ; Ferrari et al., 2015), le sunitinib (Porta et
al. 2014), le pazopanib (McLachlan et Banerjee 2015) , I'axitinib (Albiges et al., 2015) bloquent
la transduction du signal bien que le VEGF se fixe sur son récepteur spécifique (Paesler et al.
2010 ; Tugues et al., 2011; Daimon et al., 2012).

Les thérapeutiques antiangiogéniques sont des avancées scientifiques prometteuses et
porteuses d’espoir dans le traitement de la maladie cancéreuse. Ces meédicaments sont
globalement bien tolérés, mais la cardiotoxicité de certaines molécules a été récemment mise en
évidence. (EI Mesbahi et al, 2011).

L’avénement de la thérapie anti-angiogénique a suscité beaucoup d’espoir voir
d’exagération, certains zélés sont allés jusqu’a annoncer la victoire finale contre le cancer (Lowy
et Markel, 2001). Cependant, 1’utilisation a grand échelle de cette catégorie thérapeutique
commence a révéler ses limites ainsi que les risques inhérents (Abdel-Rahman et Fouad, 2014).
Sans oublier le fardeau économique qu’exerce le recours a des médicaments de référence,

princeps (Coon et al., 2010).

D’autre part, le développement de novo de médicaments est un processus long et colteux.
De plus en plus, les développeurs de médicaments cherchent a mettre en ceuvre des stratégies
rentables et a moindre risque pour le développement de produits pharmaceutiques. Le processus
de trouver de nouveaux usages pour des méedicaments existants en dehors de I'indication initiale
pour laquelle ils ont été initialement approuvé le reprofilage (Mucke, 2015 ; Stoddard et al.,
2016; Ishida et al., 2016). Ainsi, 1I’Artesunate (ART) un anti-malarial bien connue réputé
faiblement toxique, montre une action anticancéreuse sélective et anti-angiogénique contre le

carcinome cellulaire du rein (Jeong et al., 2015).

Par ailleurs, I’Amoxypen est un agent antibactérien indiqué chez les nourrissons, les
enfantset les adultes dans le traitement des infections causées par des micro-organismes
sensibles a 1’Amoxypen : Infections ORL, Infections uro-génitales et respiratoire (SAIDAL,
2010). D’apres la documentation disponible, cette molécule n’a fait I’objet d’aucune étude visant
son interaction avec 1’angiogenése. C’est la premiére fois qu’on recourt au modele expérimental

in vivo, le test CAM, pour explorer son effet anti-angiogénique.
Ainsi, cette étude se décline en :

— Une synthese bibliographique des connaissances actuelles dans le domaine de la biologie

des cancers, I’angiogenése et les traitements anti-angiogéniques.
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— Une exploration, in vivo, du pouvoir inhibiteur du processus angiogenique du
médicament largement utilisé pour le traitement des infections a germes sensibles a

I’Amoxypen®. du daflon® et de 1’extrait aqueux (décoction) du romarin.
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I. Biologie du cancer
1.1. Qu’est-ce qu’un cancer

Le cancer est une pathologie des organismes complexes (Calmels, 2004). En effet, seuls
les organismes complexes possedent des tissus renouvelables, expliquant ainsi leur susceptibilité
aux cancers. Ces tissus sont le siege d’une prolifération cellulaire qui permet le renouvellement
des cellules qui meurent ou se différencient. Cependant, ce phénomene présente 1’inconvénient
majeur d’entrainer des mutations au sein du génome, conférant a la cellule un phénotype malin.

Le cancer peut donc étre défini comme une « maladie des génes » (Calmels, 2004).

Outre , le cancer est une maladie multifactorielle ; elle résulte d’altérations génétique et
épigénétique de la cellule perturbant son bon fonctionnement (Cheeseman, 2016), ce qui cause
une croissance anormale de cellules provoquée par de multiples changements dans I'expression
des genes conduisant a un déséquilibre de la prolifération cellulaire et la mort cellulaire
(Cheeseman, 2016).

L’environnement et le patrimoine génétique jouent également un réle important dans la
prédisposition au développement de la maladie. Le cancer représente un gigantesque défi pour la

médecine mondiale.
1.2. Caractéristiques des cellules cancéreuses

La cellule cancéreuse acquiert des caractéristiques d’indépendance a la signalisation de
I’homéostasie tissulaire externe, une indépendance a 1’ancrage cellulaire et une perte de
polarisation (Martin, 2010). Elles miment ainsi les cellules endothéliales et peuvent former des
vaisseaux fonctionnels (Azzi et Gavard, 2014). Ce phénomeéne, appelé mimétisme vasculaire, a

été rapporté pour la premiére fois dans les mélanomes (Azzi et Gavard, 2014).

Le phénotype tumoral généralement se caractérise par un ensemble de propriétés : perte
du contrble de la division cellulaire, inhibition de I’apoptose, instabilité génétique favorisant la
survenue d’altérations génétiques supplémentaires, apparition d’un phénotype migratoire et
invasif des cellules, formation d’une néoangiogenése (Sanson, 2004). En outre, les cellules
tumorales a caractére souche (CSC) ont la capacité de s’autorenouveler et de reconstituer la

tumeur d’origine dans des modéles de xénogreffes (Azzi et Gavard, 2014).

La prolifération chronique et incontrdlée des cellules cancéreuses n’est pas le résultat

unique d’une dérégulation du contréle moléculaire de la prolifération cellulaire,mais correspond




Chapitre | Cancer

aussi a une adaptation du métabolisme énergétique a cette nouvelle demande (Puyraimond-
Zemmour , Vignot, 2013).

Plus recemment, il a été montré que les cellules cancéreuses échappent au systeme

immunitaire (Faure, 2015) (Figure 1).

Disparitionde
'apoptose re—

Invasion des tissueet
métastase

Figure 1 : Les six altérations communes a toutes les cellules cancéreuses et 1’origine a leur

prolifération incontrélée (Hanahan and Weinberg, 2011).
1.3. Causes du cancer

La plupart des cancers sont causés par des agents environnementaux appelés
carcinogenes. Les cancérogénes comprennent des agents physiques (rayons ultraviolets solaires,
rayonnements ionisants) et des produits chimiques qui peuvent étre d’origine endogéne, formés
au cours du métabolisme cellulaire ou exogene, apportés dans 1’organisme par ’air respiré ou les
aliments, tels que le goudron des cigarettes, les nitrites et de nombreux produits chimiques
industriels, des virus (Stéhelin, 1984). Tous ces agents sont mutagénes c'est-a-dire qu'ils
provoquent des mutations ou changements dans I'acide désoxyribonucléique (ADN) et la
structure des chromosomes, qui a leur tour entrainent une division cellulaire incontrélée (Kahn,
1987).
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Il 'y a aussi les phénomenes épigénétiques qui sont, d’une part, les méthylations de

I’expression des génes (Monier et Tubiana, 2008).

1.4. Facteurs de risque pour les adultes en Algérie

Cancer

dinucléotides de I’ADN et, d’autre part, des méthylations et des acétylations des histones des
nucléosomes autour desquelles s’enroule I’ADN pour constituer la chromatine (Monier et

Tubiana, 2008). Ce genre de réaction ne modifie pas la séquence des bases, mais peut changer

Hommes Femmes Total
Tabagisme (2011) 28.2% 1.7% 15%
Consommation totale d'alcool par habitant, 0 0 0

en litres d'alcool pur (2010) 1.6% 0.4% 1.0%
Activiteé physique insuffisante (2010) 25.8% 39.4% 32.5%
Obésité (2014) 18.0% 29.3% 23.6%
Utilisation de combustibles solides a 0.0%
I'intérieur des habitations (2012) - - =70
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1.5. Mécanisme du cancer

des pays pour le cancer, 2014).

Figure 2 : Profil de mortalité par cancer en Algérie (Organisation mondiale de la Santé - profils
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De nos jours, la cancérogenése apparait comme un processus beaucoup plus complexe
que ce que I’on croyait voici une décennie. L’étude du génome des cellules tumorales humaines
a révelé un nombre de modifications génétiques et épigénétiques beaucoup plus grand que celui
auquel on s’attendait. Au cours de la cancérogenese, les cellules tumorales peuvent se

dedifférencier du fait de phénomenes épigenétiques (Monier et Tubiana, 2008).

Les cancers se développent par étapes successives résultant de la croissance excessive de
clones cellulaires dans certains tissus. Des genes responsables de modifications conduisant a

I’apparition de ces clones et a leur prolifération anarchique ont été identifiés (Bieche, 2004).
1.6. Les étapes du processus de cancérogenese
1.6.1. L’initiation

L’initiation est due a I’altération du génome rendant les cellules capables de se diviser en
I’absence d’une incitation venue du tissu. Il résulte d’altérations génétiques et épigénétiques de

la cellule perturbant son bon fonctionnement (Cheeseman et al, 2016)

Les initiateurs de tumeurs provoquent des mutations génétiques qui peuvent toucher des
oncogeénes ou des genes suppresseurs de tumeurs (Ségala, 2012). A I’échelle expérimentale,
I’initiation peut étre provoquée par 1’application sur la peau d’un rongeur d’un agent chimique
mutagene, par exemple le DMBA (diméthylbenzanthracéne). Ces modifications du génome
n’ont pas de conséquence détectable et peuvent rester inapparentes jusqu’au déces de 1’animal,

sauf s’il y aurait une phase de promotion (Tubiana, 2008).
1.6.2. La promotion

Les promoteurs tumoraux accélérent la progression tumorale sans provoquer directement
de mutations sur I’ADN. Souvent, ils sont des stimulateurs de la prolifération cellulaire. L action
d’un promoteur tumoral seul sur des cellules saines est totalement nulle sur I’initiation de
I’oncogenese. Son effet de promotion tumorale n’a lieu que sur des cellules qui ont déja initié

I’oncogenese (Abel et al, 2009).

Certains promoteurs tumoraux sont produits par notre organisme comme les hormones
sexuelles qui stimulent la prolifération des cellules des organes sexuels (Ségala, 2012), et

I’inflammation chronique qui est un promoteur tumoral fort (Balkwill et Coussens, 2004).

1.6.3. La progression




Chapitre | Cancer

Au cours de la progression, les cellules devenues autonomes acquiérent la capacité

d’envabhir les tissus voisins et de migrer (Struhl, 2007).

La progression tumorale est facilitée par 1’instabilité genétique, elle-méme favorisée par
la perte de certains génes (notamment p53) au stade initial de la tumorigenése, permettant
I’accumulation d’anomalies génétiques et leur sélection clonale (Sanson et Taillibert, 2004) et le

Switch angiogénique (Folkman, 2002).
1.7. Les genes impliqués dans la cancérogenése

Une cellule devient cancéreuse suite a une altération de son ADN. Il existe deux types de
modifications génétiques conduisant a la formation d’une cellule cancéreuse : les oncogenes et
les genes suppresseurs de tumeurs. L'oncogéne est une forme mutée d'un soi-disant proto-

oncogéne (Blanchard, 2003).

Le proto-oncogene stimule la division cellulaire en produisant des protéines qui réparent,
renouvellent les tissus et permettent de dépasser 1’état embryonnaire. L’anti-oncogéne, au

contraire, inhibe la division cellulaire (Filder, 2003).
1.7.1. Proto-oncogéne

Les travaux effectués ont montré qu’il existe dans une cellule saine au moins 350 génes
qui, a la suite d’'une mutation ou d’une recombinaison avec un rétrovirus, peuvent devenir des
oncogenes. Le premier protooncogene, le géne c.src, a été identifié grace a la découverte par

Rous en 1911 d’un virus sarcomatogéne chez les poulets (Monier et Tubiana, 2008).

Le proto-oncogéne est un gene qui provoque normalement des taux élevés de division
cellulaire par la production des protéines ou il est nécessaire, pour la réparation et le
renouvellement des tissus ou le dépassement de 1’état embryonnaire dans le feetus (Jayr et Jane,
2010). Alors que I’expression des proto-oncogenes est gouvernée par les signaux que ceux-cCi
recoivent, les oncogenes (Apparus a la suite de modifications genétiques ou épigénétiques) sont

préts a participer en permanence a la cancérogenése (Monier et Tubiana, 2008).

1.7.2. Anti-oncogenes ou genes suppresseurs des tumeurs
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Les geénes suppresseurs de cancer qui sont constitués par un plus petit nombre d’exemples
ont été découverts plus récemment. Le concept de gene suppresseur de cancer avait été suggeré
dés les années 1970, par des expériences de génétique somatique in vitro, montrant que le
phénotype « normal » est dominant sur le phénotype « transformé » dans des hybrides
somatiques formés a partir de cellules normales et de cellules cancéreuses. Ces genes paraissent
agir de facon récessive, leur inactivation nécessitant 1’altération des deux alleles (perte de

fonction) (Biéche, 2004).

Certains génes, en particulier le p53, jouent un réle important dans ces phénomenes. Ce
géne peut interrompre la progression de la cellule agressée dans le cycle cellulaire de facon a
augmenter le temps disponible pour la réparation de I’ADN. II joue aussi un réle important pour
déclencher 1’apoptose. Le gene p53, localisé sur le chromosome 17p13.1 (Sanson et Taillibert,
2004). Est a ce jour le plus important des geénes suppresseur du cancer puisqu’il est muté dans la
moitié des tumeurs humaines ; il code pour une protéine de 53 kDa impliquée a la fois dans le
controle du cycle cellulaire, la stabilit¢ du génome et I’induction de 1’apoptose (Sanson et
Taillibert, 2004).

1.8. Durée du processus cancérogenese

Le délai entre ’exposition a 1’agent cancérogéne et I’émergence clinique varie selon le
type de cancer et les individus. Par exemple, I’étude des survivants des explosions atomiques
d’Hiroshima et de Nagasaki a montré que le délai varie pour les leucémies entre 4 et 15 ans et
pour les tumeurs solides de 10 a 60 ans pour les cancers n’apparaissant normalement qu’a’ un
age avance. De méme, les expositions intenses au soleil pendant la jeunesse entrainent des
cancers de la peau pendant la vieillesse. Or chez les sujets devenus chauves entre 50 et 75 ans,
les cancers du cuir chevelu apparaissent au méme age (Monier et Tubiana, 2008). Donc, la durée
du processus cancérogéne varie avec le type de cancer et le moment ou s’exerce la promotion

ainsi gue son intensité et sa durée (Monierl et Tubiana, 2008).
1.9. Traitement

Le traitement du cancer est 1’un des domaines dans lesquels les anticorps monoclonaux

thérapeutique sont contribué aux progres les plus spectaculaires (Cézé, 2009).

Les traitements les plus courants contre le cancer sont la chirurgie, la chimiothérapie et la

radiothérapie.
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La chirurgie : est souvent necessaire pour le diagnostic initial nécessitant une simple
biopsie ou une exeérése plus ou moins élargie et compléte. La chirurgie peut aussi étre

nécessaire pour les reconstructions et dans les phases palliatives (Jayr et Muret, 2010).

La chimiothérapie : consiste a utiliser des médicaments pour tuer les cellules
cancéreuses ou du moins ralentir leur croissance. Certains traitements de chimio sont
administrés par voie intraveineuse, tandis que d'autres sont administrés par la bouche
sous forme de comprimés. Etant donné que les médicaments de chimio circulent dans
presque toutes les parties du corps, ils sont utiles pour lutter contre les cancers qui se sont
propagés. (Copyright American Cancer Society, 2016).

La radiothérapie est également utilisée pour tuer ou ralentir la croissance des cellules
cancéreuses. Ce traitement peut étre utilisé seul, ou avec une chirurgie ou une
chimiothérapie. La radiothérapie est similaire & passer une radio. Parfois, ce traitement
est aussi administré en placant une « graine » dans le cancer, qui produira le rayonnement

(Copyright American Cancer Society, 2016).

Les thérapies ciblées : a la différence des chimiothérapies classiques qui interrompent le
cycle cellulaire et ne sont pas spécifiques, les thérapies ciblées inhibent une voie
métabolique nécessaire a la survie et la prolifération des cellules tumorales (Rougier et
Mitry, 2009). En général, 1’activation de ces voies métaboliques est élevée dans les
cancers. L’effet inhibiteur des nouvelles molécules sera donc plus important sur les tissus
cancéreux que sur les tissus normaux. En pratique, les thérapies ciblées ont un effet plutot
cytostatique et réduisent la prolifération sans détruire les tumeurs. Elles sont donc
souvent associées a une chimiothérapie cytotoxique, elles potentialisent leurs effets en
limitant la toxicité (Jayr et Muret, 2010).
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I1. La genese vasculaire : vasculogenese, angiogenese et lymphangiogenése

Au début, I’oxygene et les nutriments nécessaires a la croissance diffusent librement
que ce soit dans les tissus sains ou dans les tissus néoplasiques (Pezzella et al, 2015). Puis,
durant le développement embryonnaire, et au fur et a mesure que les besoins du feetus
augmentent, la diffusion n’est plus suffisante et un réseau vasculaire primitif se met en place par
un processus appelé vasculogenese (Swift et al, 2009), qui consiste en la formation d’un plexus
vasculaire primitifa partir de progénitures angioblastiques, suivie d’une phase angiogénique, qui

permet I’extension et la ramification de ce plexus primitif (Garrido-Urbaniet al, 2014).
11.1. La vasculogenese

La vasculogené¢se traduit 1’émergence de novo de cellules progénitrices endothéliales
(EPC) ou angioblastes, a partir de tissus non vasculaires (Risau et Flamme, 1995). C’est un
processus essentiellement développemental au cours duquel un vaisseau s’établit par
différenciation de précurseurs endothéliales dérivés du mésoderme et leur association en un
réseau vasculaire primitif (Azzi et Gavard, 2014) ;Participant dans une certaine mesure a la
formation de nouveaux vaisseaux sanguins chez I’adulte (Monge et al. 2011)mais également
dans le cadre pathologique a 1’angiogenése tumorale (Patenaude, Parker et al. 2010)et a la
néovascularisation apres infarctus du myocarde(Vrijsen et al. 2016), ou ischémie critique des

membres inférieurs (Zhao et al. 2016).

Durant toute I’embryogenese, le développement de la vascularisation a partir d’ilots
cellulaires précurseurs peut étre observé, Ce phénomeéne est sous la totale dépendance du VEGF
(Martin et Ouafi, 2012).

11.2. L’angiogenése physiologique : Définitions

L’angiogenése physiologique, quant a elle, correspond au développement de nouveaux
capillaires sanguins a partir des capillaires préexistants. Ce processus physiologique existe
durant ’embryogenése en complément a la vasculogenese ou indépendamment selon les tissus
(Martin, Quafi, 2011); Chez I’adulte, I’angiogenése est réactivée de fagon transitoire pour
répondre a des besoins physiologiques (Ferrara, 2004) comme lors des phases de croissance et
de reparation tissulaires (Nicolas Céze et al, 2009), le cycle menstruel (Plendl, 2000;Gargett et
Rogers, 2001)

D’autre part, plusieurs situations pathologiques reposent sur ce mécanisme pour

progresser (Folkman, 2001). Ainsi, la progression tumorale figure parmi les pathologies les plus
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dépendantes de 1’arbre vasculaire et de son développement (Folkman, et al., 1966 ; Folkman,
1974 ; Folkman et Haudenschild, 1982 ; Folkman, 2002).

Ce processus impligue le mouvement et la différenciation de cellules endothéliales et non
endothéliales (péricytes, cellules musculaires lisses), dont le résultat final est la morphogenése

d’un arbre vasculaire complexe et multifonctionnel (Pepper, 2000).
11.3. Les étapes de I’angiogenése
11.3.1. La déstabilisation (désassemblage)

Plusieurs étapes séquentielles sont requises pour une angiogenése efficace. Le premier
pas implique l'ouverture des capillaires existant et la dégradation partielle de la matrice
extracellulaire (ECM) environnante, qui permet l'infiltration cellulaire (Chung et al, 2010).Les
métalloprotéines matricielles (MMP, matrix métalloprotéinase) sontactivement impliquées dans

la protéolyse de la matrice extracellulaire (Christophe et DeClerck, 2002).
11.3.2. La sélection

La premicre étape de I’angiogenése, aprés la déstabilisation des vaisseaux pré-existants,
correspond a ’activation et a la sélection de cellules endothéliales (Treps et Gavard, 2015).Les
signaux pro- et anti-angiogéniques gouverne le devenir des cellules endothéliales et les
répartissent en cellules de front (tip cell) qui bourgeonnent a partir du vaisseau existant, se
dirigent vers la source du signal angiogénique et guident le néo-vaisseau ; et en cellules de
soutien (stalkcells) qui proliférent en arriére, permettant 1’allongement du vaisseau. D’un point

de vue moléculaire (Azzi et Gavard, 2014). (Voir figure 3).
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Figure 3 : Les mécanismes moléculaires de sélection de la cellule de front (Treps et Gavard,
2015).

11.3.3. La migration

A la suite de son activation et de sa sélection, la cellule de front bourgeonne a partir du
vaisseau et acquiert de nombreuses protrusions membranaires de type filopodes qui sont
hautement dynamiques (Azzi et Gavard, 2014). L’acquisition de cette capacité de migration
repose sur un affaiblissement des interactions entre les cellules endothéliales et une dégradation
de la matrice extracellulaire. L’adhérencecellulaire permet une migration collective en arriére

(Azzi et Gavard, 2014). (Voir figure 4).
11.3.4. La fusion et la formation de la lumiére

Sous I’'impulsion de la prolifération des cellules de soutien, le néovaisseau s’allonge,
guidé par la cellule de front. Lorsque deux cellules de front entrent en contact au travers de leurs
filopodes, les deux bourgeons vasculaires fusionnent par anastomose et forment un vaisseau
connecte (Wacker et al, 2011).
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11.3.5. La maturation et le flux sanguin

La maturation du vaisseau nécessite le rétablissement de la barriere endothéliale et du
flux sanguin. La voie de signalisation impliquant 1’angiopoiétine 1 (Angl) et son récepteur Tie2
s’oppose aux actions du VEGF. Elle induit le renforcement des jonctions entre les cellules
endothéliales ainsi que leur quiescence (Gavard et al, 2008). Un gradient de PDGF-BB (platelet-
derived growth factor) et de TGF-B1 (transforming growth factor) induit parallelement le
recrutement des pericytesl et des cellules musculaires lisses, ainsi que le dépot d’une nouvelle
matrice extracellulaire & la surface des vaisseaux, assurant ainsi la maturation finale d’un

vaisseau sanguin fonctionnel (Ricard et Simons, 2015).

A Sélection de la cellule de front B Migration et guidage cellulaire
DLL4/Notch
VEGF/VEGF-R

Facteurs
de croissance

Prolifération
endothéliale

C Bourgeonnement et anastomose D Perfusion et maturation du vaisseau

Flux Flux

sanguin

Figure 4 : Etapes de I'angiogenése normale (Treps et Gavard, 2015)
11.4. Médiateurs de I’angiogenése
11.4.1. Les activateurs de I’angiogenése
» VEGEF (vascular endothelial growth factor)

Le VEGF appartient a une famille de facteurs de croissances angiogéniques (Halimi et al.,
2009). Le signal induit par le VEGF a un réle important dans la physiologie de I’angiogenése de
méme que dans la néoangiogenese associée a la croissance tumorale car il est indispensable a la

survie, a la migration et a la croissance des cellules endothéliales (Halimi et al., 2008).
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» DbFGF (Facteur de croissance basique des fibroblastes)

Le bFGF est présent dans les cellules nerveuses, les kératinocytes, les macrophages et les
cellules endothéliales; en outre, des chercheurs l'ont détecté dans des tumeurs reliées au
cancer du cerveau, du pancréas, de la vessie et de la prostate. Il est par ailleurs rare
dans d'autres formes de tumeurs, par exemple le cancer du sein et des voies gastro-intestinales,
ce qui laisse croire a une expression hétérogene entre les diverses formes de tumeurs
(Kerbel et Folkman, 2002).

» PD-ECGF (Facteur de croissance des cellules endothéliales dérivé des plagquettes)

Les concentrations de ce facteur de croissance sont plus élevées dans les tumeurs du sein,
de l'estomac, du célon, de la téte et du cou. Des recherches ont indiqué que le PD-ECGF et le
VEGF participeraient ensemble & la formation de nouveaux vaisseaux (Munagala et al.,
2011).

» HGF (Facteur de croissance des hépatocytes)

Ce facteur influe non seulement sur la croissance des hépatocytes mais aussi sur
celle d'autres types de cellules, notamment les cellules endothéliales. Il existe encore peu
de résultats publiés sur la relation entre le HGF et la formation de micro-vaisseaux dans les tissus
des tumeurs (Hilberg et al., 2008).

» Autres facteurs de croissance

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

11.4.2. Les inhibiteurs de ’angiogenése

I existe un grand nombre de molécules inhibitrices de 1’angiogenése, naturelles ou de

synthese (Szekanecz et al, 2010).

Les cytokines angiostatiques inhibent la sécrétion de médiateurs angiogéniques et
bloquent ainsi indirectement la néovascularisation. Ainsi le TGF-f est un inhibiteur puissant de
la mitose des cellules endothéliales, il inhibe aussi la migration de ces cellules, réduit

I’expression de VEGFR-2 et stimule la synthése d’intégrines et de composants de la matrice
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extracellulaire (Michael et Pepper, 2000). D’autres composés comme 1’angiostatine, un fragment
du plasminogéne (Vandenbunder et Poupon, 1995), I’endostatine, un fragment du collagéne de
type X111 (Abdollahi et al., 2005) et la throbospondinel (Isenberg et al., 2009) .

11.5. L’angiogenése pathologique

Le processus angiogénique est impliqué dans nombre de conditions pathologique, entre
autres, figurent la psoriasis (Folkman 1972), la rétinopathie diabétique (Adamis et al., 1994;
Sugimoto et al., 2013), polyarthrite rhumatoide (Neidhart et al. 1999), obésité (Lemoine, et al.
2013 ; Cao, 2014) et particulierement les pathologies néoplasiques (Folkman 1971 ; Folkman
1985 ; Folkman, 2002).

11.5.1. L’angiogenése tumorale

L’angiogenése tumorale participe a 1’augmentation de D’afflux en oxygene et en
nutriments, dont 1’apport par simple diffusion n’est plus suffisant a la croissance de la tumeur
(Treps et al, 2015). Contrairement aux conditions physiologiques, ’angiogenése tumorale se
caractérise par un échec de maturation et d’organisation, résultant en un réseau vasculaire

anarchique et une perméabilité élevée (Azzi et al, 2014).
11.5.2. Les étapes de ’angiogenése tumorale

Les mécanismes moléculaires et cellulaires de 1’angiogenese physiologique sont piratés
au cours de I’angiogenése tumorale, ¢’est-a-dire lors de la mise en place d’une vascularisation

dédiée a I’irrigation du tissu cancéreux (Treps et Gavard, 2015).

En dehors de 1’hypoxie, I’augmentation de 1’expression des facteurs pro-angiogéniques
est la conséquence de D’activation d’oncogénes alors que la diminution des facteurs anti-
angiogenique peut provenir de la perte d’expression de génes suppresseurs de tumeur
(Folkman, 2003).

Les cellules tumorales court-circuitent ou amplifient les différentes voies de signalisation
pour les détourner a leur profit. Les facteurs pro-angiogéniques libérés par la tumeur en
réponse a I’hypoxie et a l’activation des oncogénes provoquent le découvrement des
péricytes et D’activation des cellules endothéliales . Les métalloprotéases libérées dégradent
la matrice et permettent la migration des cellules endothéliales vers la source du stimulus.

Ainsi, les cellules endothéliales proliferent et les tubes se forment (Chung et al., 2010).
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11.5.3. Role du ""Switch angiogénique™ dans la sortie de dormance tumorale

Le terme de « dormance tumorale » désigne la persistance de cellules tumorales en petit
nombre dans I’organisme, sans croissance tumorale; certaines tumeurs induites restent
dormantes jusqu’a ce que I’immunité adaptative de I’animal soit altérée, ce qui déclenche le
développement des tumeurs (Folkman, 1971). Un second processus clé dans la sortie de
dormance est la capacité de la tumeur a controler I’angiogenése. Ainsi, Folkman et Hanahan ont
attribué en 1989 un réle critique au « switch angiogénique » dans la sortie de dormance
tumorale, c’est-a-dire & la capacité de la tumeur a établir un réseau vasculaire connecté avec son

environnement (Carmelier et jain, 2000) (Figure 5).
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Figure 5 : Représentation schéematique des médiateurs moléculaires et cellulaires du switch

angiogénique.

Lors de la croissance de la tumeur Uintérieur de la masse tumorale devient
progressivement hypoxique ce qui conduit a ’augmentation de la stabilité et de I’activité du
facteur induit par 1’hypoxie, HIF-1 (Zundel et al, 2000). Les cellules tumorales en hypoxie
déclenchent la libération de facteurs nécessaires a la mise en place de I’angiogencse

tumorale : c’est le switch angiogénique (Semenza, 2003).

Par le grand nombre de génes cibles exprimés, les fonctions induites par HIF-1 conférent
un certain nombre d’avantages aux cellules tumorales. La surexpression de HIF-1 a été
corrélée avec la mortalité, le mauvais pronostic et la résistance aux traitements observés chez les

patients (Semenza, 2003).
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11.6. Le microenvironnement tumoral

Le microenvironnement tumoral peut se définir comme I’ensemble des facteurs
moléculaires, cellulaires et tissulaires capables d’influencer ou d’étre influencés par les cellules
tumorales (Provot, 2014). il comprend divers types cellulaires incluant les cellules endothéliales,
les peéricytes, les fibroblastes et les cellules inflammatoires: macrophages, mastocytes et
neutrophiles (Azzi et Gavard 2014). Ces différents types cellulaires secretent différents facteurs
comme VEGF, FGF, facteur de nécrose tumoral (TNFa), facteur de croissance placentaire
(PLGF),... qui jouent un réle primordial dans le processus angiogénique (Martin et Ouafik
2007; Fridman et Sautes-Fridman, 2014).

Les cellules endothéliales stimulent la prolifération tumorale directement par la
production locale de facteurs de croissance, et indirectement lors de 1’angiogenese tumorale qui
apporte d’autres facteurs de croissance véhiculés par le sang (Provot, 2014). Elles sécréte aussi
d’autres facteurs, comme le monoxyde d’azote (NO) qui induit la dilatation des vaisseaux

sanguin par relachement des péricytes (Conway, et al., 2001).

Les cellules immunitaires infiltrées influencent aussi fortement la prolifération des
cellules endothéliales pour créer un nouveaux vaisseaux sanguin en sécrétant une panopliede
facteurs : facteur de croissance de 1’épiderme (EGF), TGFB,(TNFa), FGF, interleukines,etc.
(Provot, 2014 ; Riabov et al., 2014 ; Marone, et al., 2016).

Une fois le processus de desmoplasie bien engagé, les cellules stromales les plus
fréquentes sont des cellules de type fibroblastique appelées CAF (cancer-associated fibroblasts)
ou TAF (tumor-associated fibroblasts). Les CAF présentent des caractéristiques différentes des
fibroblastes normaux, notamment un profil d’expression génique qui leur est propre. Leur
phénotype est dit activé. Ils proviennent de myofibroblastes, de fibroblastes résidents, de cellules
souches, de fibroblastes sénescents, de la moelle osseuse (Albrengues et al., 2014 ; Buache et
Rio, 2014). Les CAF synthétisent et sécretent abondement des molécules solubles stimulant
I’angiogenese par des mécanismes paracrines, entre autres figurent les bFGF, VEGF, PDGF,
TGF-B,...(Huang et al., 2014).

Le tissu adipeux est fréquemment retrouvé a proximité des cancers invasifs, en particulier
dans le cancer du sein. Parmi les cellules qui le composent, les adipocytes matures, du fait de
leur activité sécrétoire, sont hautement susceptibles d’influencer 1’agressivité tumorale. En fait,
les adipocytes peuvent synthétiser des cytokines, VEGF par exemple, impliquées dans

I’angiogenese (Laurent et al., 2014).
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La matrice extracellulaire (MEC) est un réseau complexe de fibres, d’une grande
diversité de molécules protéiques, glycoprotéiques, protéoglycanes, et de polysaccharides. Outre
le fait qu’ils représentent un substrat facilitant les mouvements cellulaires, ces fibres assurent
flexibilité et résistance aux tissus et constituent des canaux de communication intercellulaire
(Kalluri, 2003). En dehors de leurs rdles structuraux, la MEC exerce un contrdle rigoureux sur le
comportement cellulaire et peut étre de ce fait impliquée dans la plupart des processus
physiologiques ainsi que dans des conditions pathologiques (Mongiat et al., 2016). La MEC
régule I’angiogenese a différents niveaux et par différentes manieres. A travers des interactions
d’adhésion avec les intégrines exprimées sur les cellules endothéliales, La MEC orchestre des
cascades de signalisation intracellulaires complexes et affecte, de ce fait, plusieurs aspects
fondamentaux de leur biologie : la prolifération, la migration, 1’organisation du cytosquelette, la
morphologie cellulaire, la survie cellulaire,... et par conséquence la stabilisation des vaisseaux
sanguins (Neve et al. 2014). En outre, les molécules de la MEC et ses fragments jouent un role
primordial dans I’installation de 1’angiogenése (Mongiat et al., 2016) et en fin les cytokines
angiogeniques directement fixées (bFGF, EGF) sur la MEC et qui necessitent une activation
protéolytique (Hynes et Naba, 2012).

I1.7. Structure et caractéristiques des vaisseaux tumoraux

Une perméabilité constitutive importante, une dilatation, un réseau chaotique et un flux
de sang aberrant caractérisent les vaisseaux tumoraux (Treps et Gavard, 2015). Au sein d’un
méme vaisseau, le flux sanguin n’est pas constant et peut méme changer de direction. Les
vaisseaux tumoraux ne forment qu’une barriére partielle contre les grosses molécules et les

protéines plasmatiques (Treps et Gavard, 2015) ( Figure 6).
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Vascularisation Vascularisation
normale tumorale

Figure 06 : Representation de la hiérarchisation des vaisseaux normaux et tumoraux
(Treps et Gavard, 2015).

11.8. Rdle de I’angiogenése dans la progression tumoral et la métastase

La progression et I’invasion tumorales sont des processus complexes au cours desquels
les cellules acquiérent des propriétés aberrantes de prolifération, survie et migration, et la

capacité a former un réseau sanguin dedié. (Azzi et Gavard, 2014).

Le processus métastatique correspond a la dissémination de cellules a partir d’une tumeur
primaire vers des organes a distance. Il existe différentes étapes, maintenant bien répertoriées,

dans le processus de la cascade métastatique (Méjean et Lebret, 2008) :

e Les étapes dans la tumeur primaire : angiogenese et prolifération de la tumeur, perte de
’adhésion cellulaire, capacité de mobilite et de diffusion.

e Les étapes dans la circulation : entrée, survie et transport.

e Les étapes dans les organes a distance : arrét dans le tissu, extravasation, angiogenese et

prolifération.

L’essentiel de la mortalité liée au cancer est due au développement de métastases (Hubert
et Abastado, 2014). L un des prérequis d’une croissance tumorale métastatique, 1’installation de
réseaux vasculaires par angiogenese et lymphangiogenése qui assurent des echanges
nutritionnelles et respiratoires (Bacac et Stamenkovic, 2008). La production par les cellules

cancéreuses de facteurs de croissance stimulant la néoformation des vaisseaux lymphatiques
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constitue une des adaptations responsables de la propagation metastatique et dénote le passage de

1’état de dormance a la progression tumorale (Leclers et al., 2005) (Figure 7).

Distant
metastasis

Figure 07 : Angiogenése et métastase (Bielenberg et Zetter, 2015)
11.9. La lymphangiogenése

Un autre processus, la lymphangiogenese, dont les étapes sont schématiquement
similaires a celles de 1’angiogenése, a comme but final la formation des vaisseaux lymphatiques
(Mandriota et Pepper, 1999). Le systeme lymphatique est formé de vaisseaux qui drainent les
liquides interstitiels de [’organisme vers des organes lymphoides comme les ganglions
lymphatiques, la rate et les amygdales ainsi que vers les organes les plus évolués tels que le
thymus et la moelle osseuse (Leclers et al, 2005). 1l possede un mur vasculaire beaucoup plus
perméable que celui du réseau sanguin, ce qui en fait une voie privilégiée pour la dissémination

métastatique (Morfoisse et al., 2014).
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11.10. Thérapie anti-antigénique

C’est Judah Folkman qui en 1971 a proposeé la théorie selon laquelle sans vaisseau, une
tumeur ne pouvait pas grossir au-dela d’une taille critique (2 mm) et ne pouvait pas métastaser a

d’autres organes (Méjean et Lebret, 2008).

En 2004, 33ans aprés la publication de I’hypothese, la fameuse "Food and Drug
Administration™ (FDA) autorisa la mise sur le marché du premier médicament antiangiogénique
sous le nom commercial d’Avastin (Ferrara et al, 2005). Actuellement, il existe un grand nombre
de molécules inhibitrices de I’angiogenese, naturelles ou de synthése. Certaines d’entre elles ont
déja été utilisées pour cibler la néovascularisation associée aux tumeurs ou a 1’inflammation

(Szekanecz, et al.2010). Parmi les plus connu de thérapie antiangiogéniques il estya:
11.10.1. Bevacizumab

Le bevacizumab est un anticorps monoclonal recombinant de type IgG1 (Pérol et Arpin,
2009) anti-VEGF humanisé (Feige, 2010), bloquant ainsi sa capacité a se fixer sur son récepteur
(Pérol et Arpin, 2009). Il est actuellement utilisé en association avec plusieurs types de
chimiothérapie (EI Mesbahia et al, 2011) et devenu un standard du traitement de différents

cancers (colorectal, rein, sein, poumon) (Cézé et al, 2009).
11.10.2. Sunitinib

Le sunitinib est un inhibiteur spécifique des activités tyrosine Kinase ayant pour
principales cibles VEGFR-1, VEGFR-2 et VEGFR-3 (Bennis et al, 2010) ou Il inhibe la
phosphorylation de ces récepteurs (El Mesbahia et al., 2011). Les études précliniques ont montré
qu’il permet d’inhiber la néovascularisation diminuant ainsi la densité microvasculaire tumorale

tout en ayant une action antitumorale directe dans certains cancers (Bennis et al, 2010).
11.10.3. Sorafenib

Le sorafénib est un inhibiteur de nombreux récepteurs a activité tyrosine kinase impliqués
dans I’angiogénese et la prolifération tumorale (ElI Mesbahia et al, 2011). Il inhibe également
d’autres activités enzymatiques notamment les sérine/thréonine kinases associées aux protéines
Raf, impliquées dans la prolifération cellulaire de certaines tumeurs. Son action inhibitrice

multikinase a permis de diminuer la croissance tumorale (Bennis et al, 2010).
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11.11. Efficacité clinique des antiangiogéniques

En cancérologie, 1’efficacité clinique d’un traitement est évaluée habituellement par sa
capacité a améliorer la survie globale (SG) des malades lors d’études comparatives a grandes
échelles (essais cliniques de phase Ill). L’intérét du traitement antiangiogénique repose sur
I’hypothése que I’inhibition de 1’angiogenése doit empécher la croissance tumorale tout en étant

mieux toléré que les traitements anticancéreux conventionnels.
11.12. Résistance aux traitements anti-angiogénique

La méthode conventionnelle en chimiothérapie consiste & administrer la dose maximale
tolérable suivie d’une période de pause thérapeutique. L’équipe de Folkman en 2000 proposait
que les doses délivrées au patient soient en faible quantité mais sur des périodes longues afin
d’empécher la tumeur de se multiplier pendant le laps de temps sans traitement et de développer

des résistances (Castan, 2014).
11.13. Toxicité des anti-angiogéniques

Comme pour toute nouvelle classe thérapeutique, des effets indésirables significatifs leur
ont été imputés. Les principaux effets classes sont ici résumés (Bennis et al., 2009).

«» Atteintes cardio-vasculaires :

L’hypertension artérielle a été 1’effet indésirable le plus fréquemment observé chez les
patients traités par antiangiogéniques. L’effet hypertenseur des antiangiogéniques est expliqué
par une vasoconstriction et une augmentation des résistances périphériques liées a 1’inhibition de
la production de monoxyde d’azote par les vaisseaux mais aussi a une diminution du nombre et

de la densité capillaire au niveau des tissus (El Mesbahi et al., 2011).
% Atteintes rénales :

Parmi les atteintes rénales observées chez les patients recevant un antiangiogénique, la

protéinurie a été la plus fréquente (Bennis et al., 2009).
s Atteintes cutanées :

Au cours des essais cliniques, une augmentation de I’incidence des saignements post-
opératoires ou des complications de cicatrisation des plaies a été observée dans les 60 jours
suivant une intervention chirurgicale majeure chez 10 a 20 % des patients traités par

bevacizumab au moment de 1’intervention chirurgicale (Bennis, 2009).
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e Des modifications de la chevelure ont été également récurrentes. Une décoloration des
cheveux apres 5 a 6 semaines de traitement a concerné 30 % des patients sous sunitinib.

e Affections des ongles : On observe, chez les patients sous Sorafenib et Sunitinib, des
hémorragies sous-unguéales. Elles apparaissent, dans le premier mois du traitement, sous
la forme de lignes longitudinales noires, ou rouges fonces, situées sous la partie distale
des ongles. Elles peuvent atteindre un, ou plusieurs doigts et plus rarement, les orteils
(Lattafi et al., 2016).

e Trouble de la pigmentation cutanée: Une coloration jaunatre de la peau est notée, chez,

environ, 30% des patients traités par Sunitinib (Lattafi et al., 2016).

0,

% autres effets secondaire
Des risques d’hémorragies, de fatigue et de diarrhées.
11.14. Reprofilage des médicaments dans la thérapie anti-angiogénique

Une nouvelle stratégie consiste au reprofilage ou revalorisation de molécules
(médicaments) déja en service. Ainsi, des médicaments en usage pour le traitement d’une telle

ou telle pathologie, peuvent trouver une application nouvelle (Mucke, 2015 ; Ishida et al., 2016).

La réorientation des médicaments (également appelée repositionnement) est le processus
d'identification d'une nouvelle utilisation pour un médicament existant dans une indication ne
relevant pas de l'indication originale. Réutilisation de médicaments constitue un domaine
émergent et dynamique de développement de médicaments, souvent dirigé par des unités
acadéemiques et médicales organismes de bienfaisance de recherche. La réutilisation inclut la
découverte de nouvelles utilisations thérapeutiques pour des médicaments déja connus
(repositionnement), développer différentes formulations pour le méme médicament
(reformulation) et créer de nouvelles combinaisons de médicaments précédemment utilisés en
tant que produits distincts (combinaison de médicaments innovants) (Langedijk et al., 2015). A
titre d’exemple, la thalidomide, initialement approuvée en Europe dans les années 1950 comme
sédatif et aux Etats-Unis en 1998 pour traiter la lépre, a été I'un des premiers composés suggérés
par I'équipe de Bloom pour le reprofilage dans ce cas, le traitement du myélome multiple la
Food and Drug Administration des Etats-Unis (FDA) a approuvé la thalidomide pour le
myélome multiple en 2012. Bloom estime que cela ne codte que 40-80 millions de dollars pour
obtenir I'approbation de la FDA, comparativement a la moyenne de 1 a 2 milliards de dollars
qu'il faut pour développer un médicament a partir de zéro (Scannell et al., 2012) ; aussi

Artesunate (ART) un anti-malarial bien connue réputé faiblement toxique, montre une action
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anticancéreuse sélective et anti-angiogénique contre le carcinome cellulaire du rein (Jeong et al.,
2015).
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I11. Matériel et méthodes

Pour déterminer I’effet de « Daflon » et « Amoxypen » et de I'extrait aqueux (EAQ) de
« Rosmarinus officinalis » sur I’angiogenése, nous avons opté pour un test, in ovo, qui consiste a
évaluer la croissance des vaisseaux sanguins dans la membrane chorioallantoidienne de

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

La totalité des expérimentations effectuées ont été réalisées au niveau de 1’animalerie du

centre universitaire A.BOUSSOUF a Mila.
111.1. Collecte des ceufs et incubation

Fraichement fertilisés, cent cinquante-quatre (154) ceufs d’une taille hétérogene ont été
collectés dans une production locale (domestique) des fermes familiéres au niveau de la wilaya
de Mila. Une vérification minutieuse des ceufs pour trier ceux qui sont effectivement fécondés de

ceux qui ne le sont pas a I’aide d’une torche appliquée sur le pdle pointu de I’ceuf (Figure 8).

Figure 8 : Vérification de la fécondité des ceufs.

Pour diminuer la contamination & partir de la surface, les ceufs ont été désinfectées avec
de I'éthanol a 70%, puis ont été séchés dans I'air ambiant, incubés a 37.5 ° C et 65% d'humidité
dans un incubateur d'ceufs (WQO1) pour 72h. Les ceufs sont balancés (tournés) de 60 ° chaque 2

heures pendant 3 jours (Figure 9).
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Figure 9 : Stérilisation et incubation des ceufs.
I11.2. Préparation des membranes chorioallantoidiennes

Au 3*™ jour de l'incubation, et suivant le protocole (Ribatti et al., 2013), les coquilles
des ceufs ont été percées au pole le plus pointus a I’aide d’une aiguille (22Gx1 1/4";
0,70x30mm) et 2-3ml d’albumen ont été prélevés délicatement pour ne pas toucher le jaune. Le
prélévement provoque la formation d’un sac d’air artificiel qui provoque le décrochage de la
CAM de la coquille de I’ceuf. Ensuite, une fenétre d’environ lcm de diamétre a été ensuite
découpée dans la coquille et recouverte de ruban adhésif transparent. L'embryon sous-jacent le
CAM et les vaisseaux sont révélés, et ensuite les ceufs ont été retournés a l'incubateur. (\Voir

figurel0).

Figure 10 : Préparation et révélation de la membrane chorioallantoidienne.

E




Chapitre 111 Matériel et méthodes

111.3. Préparation des substances testées
111.3.1. Origine de I’Amoxypen® 1g et préparation de solution

Une quantité largement suffisante du médicament antibiotique préparation injectable voie
intramusculaire stricte, I’Amoxypen sous le nom de marque Amoxicilline ® 1g, produit par la
firme pharmaceutique SAIDAL, enregistré sous le numéro du lot 16/99/13G043/003et a été

acheté auprés d’une officine locale 8 Ahmed Rachedi.

Dans un éppendorf, 250mg de la poudre Amoxypen 1g a été dissout dans 1ml d’eau
distillée, puis agité par un agitateur vortex a une température ambiante (Figure 11).

Figure 11: Préparation de I’Amoxypen® (Amoxicillinelg).

111.3.2. Origine dudaflon® 500mg et préparation de la suspension :

Une quantité largement suffisante du médicament vasoprotecteurs voie orale, le daflon®
sous forme de comprimés pelliculés (30) a base de fraction flavonoidique purifiée micronisée
500mg, autorisé sur le marché depuis 18/04/1986 par SERVIER -France, a été acheté aupres
d’une officine locale a Ahmed Rachedi. Le numéro du lot était 649279 affichant une date de
fabrication de 08/2018 et de péremption de 08/2021.

Pour une suspension bien concentrée de daflon, un comprimé de500mg a été dissout dans
5 ml d’eau distillé, puis I’ensemble a été agité vigoureusement pendant 20 min a I’aide d’un

agitateur mécanique jusqu’a I’obtention d’une suspension homogene (Figure 12).
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Figure 12: Préparation du Daflon® 500mg.

111.3.3. Origine du Matériel biologique (Végétal) et préparation de I’extrait

aqueux de Rosmarinus officinalis

L'extrait aqueux (EAQ) de Rosmarinus officinalis, a été obtenu par décoction de 30 g des
tiges et des feuilles de la plante dans 50ml d’eau distillée pendant 10 minutes a température
élevée sur une plaque a chauffante. Puis la filtration jusqu’a 1’obtention d’une suspension

homogene (Figure 13).

Figure 13 : Préparation de I’extrait aqueux de Rosmarinus officinalis.

B
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111.4. Déroulement du test CAM

Au 8™ jour de l'incubation, les fenétres ont été réouvertes, puis des carrés de papier
filtre (< 10X10mm) stérilisés, imbibés soit dans les solutions/suspensions médicamenteuses
(Amoxypen 1g et Daflon 500mg) soit dans la solution de Rosmarinus officinalis preparee

précédemment ont été déposés directement sur la CAM (Figure 14).

Figure 14 : Application des carrés de papier filtre imbibés dans les solutions préparées sur la
CAM.

Ainsi, les ceufs préalablement préparés ont été réparti en 4 lots de nombre d’ceufs varié.
Le premier sera traité par I’Amoxypen, le deuxiéme par daflon, le troisiéme par I'extrait aqueux
de Rosmarinus officinaliset, le quatrieme répresentra les témoins respectifs. Les fenétres ont été

refermées avec du ruban adhésif transparent et les ceufs ont été réincubés.

Au 12'*™ jour, une grande ouverture a été réalisée sur la coquille des ceufs. Des images

ont été prises pour un traitement informatisé ultérieur.

Des observations sous stéréomicroscope ont été alors effectuées pour évaluer la
vascularisation par rapport & un contrdle de vascularisation normale. Puis, on a procéder au
comptage des vaisseaux d’ordre secondaire et tertiaire aux alentours de la pastille. Apres, on a
calculé le taux de réduction (diminution) de la vascularisation pour chaque groupe (Figure 15, 16
et 17), suivant la formule : TRv(%)= [(Vc-Vt)/Vc] X 100

TRV(%)= [(Vc-Vi)/Vc] X 100

D’ou :

TRV : le taux de réduction des vaisseaux sanguins exprimé en pourcentage.

@
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V¢ : Nombre des vaisseaux sanguins du deuxiéme et troisieme ordre chez les témoins.

Vt : Nombre des vaisseaux sanguins du deuxiéme et troisieme ordre chez les groupes

traités.

Le poids des embryons des différents groupes a été enregistré en vue d’une comparaison
ultérieure. Puis, on a calculé le poids relatif des embryons de chaque groupe par la formule

suivante :

Pr (%) = (Pemb/Pe ) X 100

D’ou:
Pr : poids relatif de I’embryon exprimé en pourcentage.

Pemb : poids de I’embryon au moment du sacrifice (J12).

Pe : poids de I’ceuf avant de prélever 3ml d’ Albumen (J3).

Figurel5 : Observations de la CAM sous stéréomicroscope.
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Chapitre 111

Figure 17 : Observations de la CAM traité par I'extrait aqueux du Rosmarinus officinalis sous

stéréo microscope.

IV. Analyse statistique :

Toutes les données de cette étude sont exprimées en moyenne + Ecart type de la
moyenne. La signification statistique a été analysée en utilisant le test-t de Student par la
comparaison entre les groupes traités et le t¢émoin. Durant 1’analyse statistique on a eu recours au

logiciel statisitique GraphPad prism7. On note que pour P valeurs inférieures a 0.05, ont été

considérées comme significatives.
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IV.1. Evaluation qualitative

Le suivi quotidien, sous stéré microscope, du développement des embryons du poulet,

que ce soit in ovo ou ex ovo, nous a permis de relever les constats suivants :

1- Le systeme circulatoire de I’embryon et de ses annexes deviennent fonctionnels en
premier lieu vers le deuxieme jour de I’incubation, et que les vaisseaux du sac vitellin

apparaissent bien avant ceux de la membrane chorioallantoidienne (CAM), qui

commencent & étre visible a partir du quatriéme jour d’incubation (Figure 18).

Figure 18 : Révélation des ceufs au deuxiéme et troisiéme jour d’incubation.

2- Le CAM présente une croissance trés rapide, au point ou, au huitieme jour, elle recouvre
toute la surface visible sous la fenétre ouverte sur la coquille. Durant cette période, la
croissance des vaisseaux sanguins du CAM prend une allure exponentielle (Figure 19).
Au 14°™ jour, la CAM enveloppe la totalit¢ de I’embryon et ses annexes (amnios,

vésicule vitelline).

Figure 19 : La membrane chorioallantoidienne.
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3- La vascularisation de la CAM, se projettent dans le tissu mésenchymateux sous-jacent
I’épithélium ectodermique suivant un modele hiérarchisé. Ceci permet d’observer des

aspects en "Y" dites primaires a partir de laquelle diverge des branches secondaires et

tertiaires (Figure 20).

Figure 20 : Vascularisation du CAM en « Y ».

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

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

> Action inhibitrice sélective angiostatique, agissant sur les petits capillaires de 1’ordre
secondaire et tertiaires du CAM. Cette action peut étre suivie d’un rebond angiogénique
ou non. Les vaisseaux préexistants du premier ordre ne sont pas affectés, le cas du

romarin (Figure 21).

Figure 21 : Effet de I’extrait aqueux de Rosmarinus officinalis sur la CAM.
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> Effet proangiogénique, en effet une induction trés forte des vaisseaux a été enregistrée

suite a I’application du Daflon (Figure 22).

Figure 22 : Effet du Daflon sur la CAM.

» On a pu enregistrer un tot trés élevé d’attaques infectieuses (figure23).

Figure 23 : Attaques infectieuses.

5- Certains traitements, cas de I’Amoxypen, semblent étre inertes vis-a-vis la CAM et sa

vascularisation (Figure 24).
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Figure 24 : Effet de I’Amoxypen.

6- I’observation macroscopique des embryons nous ménent a croire que tous les traitements

appliqués sur la CAM, ne traduit aucune toxicité tératogene.
IVV.2.Evaluation quantitative

IVV.2.1. Effet des traitements sur le poids de I’embryon
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Figure 25 : Effet des traitements sur le poids de I’embryon.

D’aprés les données présentées sur la figure 25, ils évident que ni I’amoxypen ni le

romarin diminuent d’une fagon significative le poids relatif des embryons.
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En fait, les variations du poids constituent un indicateur robuste reflétant 1’état de santé
générale des individus, de ce fait il est tres utilisé dans les études de toxicité des substances
chimiques (Ryan et al.,, 1991 ; Kuwagata et al., 2019). Lors d’une étude sur 1’action
angiostatique des agents anticancereux, Steiner (1992), conclut que I’effet sur le poids des
embryons et indépendant de [D’inhibition de 1’angiogenese. Au moment ou les agents
angiostatiques spécifiques tels que I’adriamycine et ses analogues ou 1’étoposide n’affichent
aucune réduction du poids, les agents chimiothérapeutiques faiblement antiangiogéniques
comme la cyclophosphamide et le methotrexate exercent une baisse considérable du poids des

embryons.

L’ Amoxycilline, est un antibiotique antibactérien de la famille des bétalactamines du
groupe des aminopénicillines (Akhavan, 2019). Une étude a démontré 1’absence de variation du

poids chez les nouveaux nées humains exposé a ce médicament (Almeida et al., 1996).

Le romarin officinal, Rosmarinus officinalis, riche en huiles essentielles, ne montre
aucune diminution en gain de poids chez les rats adultes (Nusier et al.; 2007). Ces conclusions

s’accordent avec les observations que nous avons obtenues sur I’embryon du poulet.

IVV.2.2. Action des traitements sur le nombre des capillaires.
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Figure 26 : Action des traitements sur le nombre des capillaires.
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On constate que les traitements appliqués (amoxypen, Daflon et Romarin) présentent

trois phénomenes différents :

v Alors que I’Amoxypen semble étre inerte par rapport a la vascularisation du CAM.

v" Le Daflon augmente d’une maniére trés significative (P<0.0001) le nombre des capillaires
du second ordre et du troisieme comparé au témoin (45 et 25 respectivement). Ceci,
contrairement a toutes nos attentes, atteste d’un effet inducteur de la formation de nouveaux
vaisseaux sanguins, A ce stade d’étude on considére le Daflon comme une préparation pro-
angiogenique.

v" Pour la décoction du romarin officinal, Rosmarinus officinalis, a ’opposé du Daflon et de
I’Amoxypen, elle provoque une diminution trés significative (P<0.001) du nombre des
nouveaux vaisseaux sanguins par rapport au témoin (10 et 25 respectivement). Donc, il
semble possible de considérer le romarin comme une plante douée de propriétés

antiangiogénique.
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Figure 27 : Inhibition relative des vaisseaux sanguins.
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A T’opposé de ce qui a été exposé précédemment, sur cette histogramme (Figure 27), sont
rapportées les différentes actions des substances exprimées relativement aux témoins, ceci

permet de montrer clairement la nature des effets.

v L’hydrocortisone pris comme témoin positif, exerce une réduction de ’ordre de 37,5%
de la vascularisation du CAM par rapport au témoin.

v" Le Daflon montre une inhibition négative de 1’ordre de -80%. Ce qui traduit clairement
une évolution dans le sens inverse par rapport a 1’hydrocortisone. Donc si ce dernier est
un antiangiogénique prouveé, le Daflon semble se comporter comme un pro-angiogénique.

v' Le romarin diminue la vascularisation a des niveaux dépassant 1’anti-inflammatoire
stéroidien. 1l atteint jusqu’a 60% de blocage.

v' L’Amoxypen se comporte d’une maniére proche du témoin.
De ce qui vient d’étre décrit, on retient les points suivants :

Cette étude préliminaire vise, principalement, 1’évaluation du potentiel antiangiogénique
d’un médicament antibiotique, I’Amoxicilline (Amoxypen® 1g) ; un complément alimentaire, le
Daflon et une préparation aqueuse de la plante médicinale, Rosmarinus officinalis. Elle s’inscrit
dans la logique de la réorientation des médicaments actuellement en utilisation clinique ou
reprofilage. Aussi, dans le cadre d’un screening préliminaire en vue de la recherche de nouvelles

molécules.

Le modele expérimental choisi pour mener ce travail consiste en les vaisseaux de la
membrane chorioallantoidienne (CAM) de I’embryon du poulet. Ceci est utilisé couramment
dans I’étude in vivo de I’angiogeneése et de 1’anti-angiogenese vue la simplicité, le colt modeste
et la reproductibilité des résultats (Ribatti, et al.,2001).

Nos résultats, bien que préliminaires, ont permis d’une part, des observations concourant
avec ce qui est déja etablie, ainsi, une étude sur le carnosol et I’acide Carnosique, deux composés
majeurs du romarin a montré leur role antiangiogénique (Lopez-Jiménez, 2013). D’autre part,
alors que des travaux précédant avancent un effet antiangiogénique du flavonoide hespéridine,
un composant du daflon (Gacche, 2015), nous avons relevé une puissante induction des
vaisseaux capillaires. En effet, les flavonoides de ce produit jouent un réle vasoprotecteur

(Nardarajah, 2014), il est possible qu’ils soient impliqués dans 1’induction proangiogénique.

0
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Nous avons relevé I’absence de quelconque effet de I’antibiotique Amoxicilline. D’apres
nos consultations, c¢’est la premiere fois que cet antibiotique soit testé pour son interférence avec

les capillaires du CAM.

Enfin, ce travail reste incomplet et des remarques sur des incohérences du dispositif
expérimental méritent d’étre soulignées. Entre autres, la taille des groupes reste excessivement
réduite ce qui influence sur la qualité des analyses statistiques et par la suite sur les conclusions
en tirées. En fait, dans des travaux précédents les chercheurs ont eu recours a plus de 600 ceufs

pour arriver a des résultats convaincants (Knighton, et al., 1977).







Conclusion et perspectives

Conclusion et perspectives

L’objectif de notre travail était d’explorer, in vivo, 1’effet inhibiteur de 1’amoxypen
(Amoxiciline®,1g), Daflon (500g) ainsi que 1’effet de 1’extrait aqueux des tiges et des feuilles de
la plante Rosmarinus officinalis vis-a-vis la néovascularisation de la membrane
chorioallantoidienne (CAM). Bien que préliminaire, les résultats obtenus suggérent des effets

pro-angiogénique du Daflon et antiangiogénique du romarin

De cette étude, il ressort que la plante Rosmarinus officinalis L. douée de propriétés
antiangiogéniques pourrait constituer une source de biomolécules prometteuse dans la
pharmacothérapie antiangiogéeniques anticancéreuse, de méme que pour le traitement de toutes
pathologies liées a la vascularisation anormale (psoriasis, rétinopathie diabétique,...). D’autre
part le Daflon pourrait figurer parmi P’arsenal thérapeutique qui vise a consolider la
vascularisation, tel est le cas de I’angiogenese thérapeutique lors des accidents vasculaires

cérébraux, I’infarctus du myocarde, le pied diabétique ainsi que la cicatrisation des plaies.

Des recherches plus approfondies sur d’autres modeéles permettront d’élucider les
mécanismes a ’origine de ces constatations et peuvent ouvrir la voie a des essais cliniques

dédiés. Donc, on propose de :

> Revérifier les données recueillies sur des échantillons plus larges.
> Recourir a des modeles expérimentaux plus performants, culture cellulaire,
Matrigele, modéle murin,...

> Elargir la liste des médicaments a tester : aspirine, ...

» Tester des molécules pures au lieu d’utiliser des produits formulés pour éviter

toutes interférences.
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Annexes

Annexe 01.Représentation schématique de 1’angiogenése.

A. Activation des cellules endothéliales suite a I’induction d’un régulateur positif (ou a la perte
d’un régulateur négatif, ou aux deux). L’activation est suivie par la dégradation de la lame basale

et par I’extension de fins processus cytoplasmiques en direction de la source du stimulus.

B. Migration des cellules endothéliales dans la matrice et formation d’un bourgeon capillaire.
Prolifération des cellules situées en arriére du front migratoire. Formation d’une lumiere dans la

région proximale du bourgeon capillaire.

C. Maturation du bourgeon capillaire, impliquant la reconstitution de la lame basale.

L’anastomose avec un bourgeon contigu va engendrer un réseau capillaire fonctionnel(Michael

S,2000).
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Annexes

Annexe 02. Mécanisme de 1’angiogenése tumorale. La croissance des vaisseaux tumoraux se
fait: par bourgeonnement a partir du réseauvasculaire de 1’hdte, par intussusception a partir du
tissu interstitiel, par précurseurs endothéliaux dérivés de la moelle. Les vaisseaux

lymphatiquesautour de la tumeur drainent le tissu interstitiel. (Méjean et Lebret, 2008).
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Annexe 04. Effet de Bevacizumab Annexe 05. Effet deSunitinib.

Annexe 06. Amoxypen®1g.
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Annexe 08. Préparation et incubation des ceufs.

Annexe 09. (Euf aprées trois jours d’incubation
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Annexel0 . (Eufs aux huitieme jour
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Annexe 13. Stérilisation du papier filtre.
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