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Introduction

Introduction

En 2018, le centre international de recherche sur le cancer(CIRC) a estimé qu’il y avait
18,1 millions de nouveaux cas et 9,6 millions de décés. Un homme sur cing et une femme sur six
dans le monde développeront un cancer au cours de leur vie, et un homme sur huit et une femme
sur 11 meurent de cette maladie. 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 (OMS, 2018).

Une tumeur ne peut croitre sans son approvisionnement en oxygene et nutriments (Bennis
et al.,2010). La disponibilité d’oxygene et de nutriments fournis par la vascularisation est
cruciale pour les cellules normales et néoplasiques, cependant, la nature des vaisseaux intra-
tumoraux et leur relation avec les cellules néoplasiques a été débattue pour des siecles (Pezzella
et al., 2015).

C’est en 1971 que les travaux de J. Folkman ont mis en exergue pour la premiere fois
I’importance de I’angiogenése dans la physiopathologie des tumeurs solides (Folkman, 1971). Ce
processus multifactoriel fait intervenir de nombreuses molécules synthétisées par la cellule
tumorale ou son microenvironnement, certaines pro-angiogeniques :  (Endostatine,

angiostatine...), d’autres anti-angiogéniques : VEGF, FGF....(Cézé et al., 2009).

Les traitements anticancéreux incluent, suivant le type et le degré d'évolution, la chirurgie
(Chodez et al., 2015), l'irradiation (Vordermark, 2016) et/ou la chimiothérapie (Young and
Burchenal, 1971; Parimi and Chi, 2016). D'autres approches médicamenteuses sont en cours de
développement ou viennent d'étre intégrées a l'arsenal thérapeutique tel que I’immunothérapie
(Grossman et al., 2016; Hellmann et al., 2016) et les inhibiteurs de lI'angiogenése (Cao, 2004;
Jary et al., 2015; Giacomini et al., 2016).

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 al., 2015). D’autre part sorafenib (Davoudi
et al., 2014; Ferrari et al., 2015), le sunitinib (Porta et al., 2014), le pazopanib (McLachlan and
Banerjee 2015) , l'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).
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L’avénement de la thérapie anti-angiogénique a suscit¢ beaucoup d’espoir voir
d’exagération, certains z¢1és sont aller jusqu’a annoncer la victoire finale contre le cancer (Lowy,
2001; Markel, 2001). Cependant, 1’utilisation a grand échelle de cette catégorie thérapeutique
commence a réveler ses limites ainsi que les risques inhérents (Abdel-Rahman and Fouad, 2014).
Sans oublier le fardeau économique qu’exerce le recours a des médicaments de référence,

princeps (Coon et al., 2010).

Par ailleurs, le développement de novo de médicaments est un processus long et colteux.
De plus en plus, les firmes pharmaceutiques 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 médicaments existants en dehors de l'indication initiale pour
laguelle ils ont été initialement approuvé est dit reprofilage ou réorientation (Mucke, 2015;
Heckman et al, 2016; Ishida et al., 2016). Ainsi, I’ Artesunate (ART) un anti-malarial bien connu
réputé faiblement toxique, montre une action anticancéreuse sélective et anti-angiogénique

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

La céfazoline est un agent antibactérien indiquée chez les adultes et chez les enfants agés
de plus d'un mois dans le traitement des infections suivantes, causées par des micro-organismes
sensibles a la céfazoline : Infections de la peau et des tissus mous, infections des os et des
articulations, prophylaxie des infections périopératoires (ANSM, 2015). D’aprés la
documentation disponible, n’a fait 1’objet d’aucune étude visant son interaction avec

I’angiogenese.
Ainsi, cette étude se décline en :

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

cancers, 1’angiogeneése et les traitements anti-angiogéniques.

- Une exploration, in ovo, du potentiel inhibiteur de la néovascularisation d’un médicament
antibiotique, le Cefazol, et d’'un complément alimentaire le daflon® largement utilisé pour le

traitement des dysfonctionnements du systeme vasculaire veineux.
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1. La biologie du cancer

1.1. Définition du cancer

Le cancer est une maladie multifactorielle qui correspond a une multiplication anarchique
et incontrolée de certaines cellules normales de 1’organisme. Ces cellules échappent aux
mécanises normaux de différentiation, de régulation de leur multiplication et résistent a la mort
cellulaire programmée. Pour qu'un cancer se développe, la cellule doit accumuler plusieurs
mutations dans son génome (Macdonald et al., 2003). Ces mutations sont le résultat d'agressions
par des facteurs environnementaux, ou d'origine naturelle lors de la division cellulaire. Le cancer
se développe a partir d'une seule cellule saine en un ensemble de cellules cancéreuses
(Macdonald et al., 2003; Mareel & Leroy, 2003).

Les tumeurs ne sont pas toutes cancéreuses, celles qui restent dans un endroit et n’affectent
pas les tissus environnants sont dites bénignes (Belk & Borden, 2004). Les tumeurs qui
envahissent les tissus environnants sont dites malignes, ces tumeurs ont la capacité de migrer a
travers les tissus adjacents et éventuellement coloniser des sites distants. Ce processus appelé
métastase et est mal compris au niveau moléculaire. Il reste essentiellement intraitable et est la

principale cause de déces par cancer (Hesketh, 2013).

1.2. Caractéristiques des cellules cancéreuses

Il existe environ 200 types de tumeurs pouvant affecter tous les tissus du corps. Ces
affections résultent toutes de 1’acquisition et du maintien par les cellules de caractéres anormaux
: I’indépendance vis-a-vis des signaux de croissance, la résistance aux signaux inhibant la
croissance, la résistance a la mort cellulaire programmée ou apoptose, la capacité a susciter la
genese de vaisseaux sanguins (angiogenése), la capacité a former des métastases (Bouyahya et
al., 2018), et une multiplication cellulaire a I’infini (immortalité) (Maudelonde, 2004). Ces
propriétés, chacune plus ou moins développée selon les tumeurs, résultent de 1’altération de
I’expression ou de la séquence d’oncogénes et de génes suppresseurs de tumeurs (Bouyahya et al
., 2018) (Figure 1).

——
w
| —
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Insensibilité aux
signaux de croissance

Reéplication illimitée

Figure 1 : Les six caractéristiques d’un cancer (Hanahan & Weinberg,
2000)

1.3. Causes du cancer

La plupart des cancers sont causés par des agents environnementaux (Tableau 1) appelés
carcinogenes. Les cancérogénes comprennent des agents physiques (rayons ultraviolets solaires,
rayonnements ionisants), des produits chimiques qui peuvent étre d’origine endogéne, formés au
cours du métabolisme cellulaire ou exogeéne, apportés dans 1’organisme par 1’air respiré ou les
aliments, tels que le goudron des cigarettes, les nitrites et de nombreux produits chimiques
industriels (Stéhelin, 1985), et des agents biologiques (virus, bactéries, parasites) (Fridman &
Sautés-Fridman, 2014). Tous ces agents sont mutagenes; c'est-a-dire qu'ils provoquent des
mutations, ou changements dans l'acide désoxyribonucléique (ADN) et la structure des

chromosomes, qui & leur tour entrainent une division cellulaire incontrélé (Kahn, 1987).
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Tableau 1:Agents favorisant le développement d’un cancer (Fridman & Sautés-Fridman, 2014)

Agents

Cancers associés

Agents physigues

Rayons X
uv
Radionucléides

Leucémies, lymphomes
Mélanomes

Cancer de la thyroide
Leucémies

Agents chimiques

Tabac

Amiante

Goudron
Sciure de bois

Cancer du poumon
Cancer ORL
Cancer de la vessie

Mésothéliome
Cancer du poumon

Cancer des testicules
Cancer des fosses nasales

Adqgents biologiques

Virus
Virus de papillome humain

Virus des hépatites B et C
Virus d’Epstein-Barr

Virus Herpés humain de type 8
Virus lymphotropique T
humain de type 1

Bactéries

Helicobacter pylori
Salmonella typhi
Chlamydia pneumoniae

Parasites
Schistosoma haematobium
Opisthorchis viverrini

Cancer du col de I’utérus

Cancer ORL

Cancer du rectum, cancer du vagin
Cancer du foie

Lymphomes

Sarcome de Kaposi

Lymphomes T

Cancer de I’estomac
Cancer de la vésicule biliaire
Cancer du poumon

Cancer de la vessie
Cholangiocarcinome héepatique

——

'



Chapitre | La biologie du cancer

1.4. Geénes du cancer et Les génes suppresseurs de tumeur

Le génome des cellules eucaryotes renferme deux familles de genes, les proto-oncogenes et
les génes suppresseurs de tumeurs (anti oncogenes), capables de provoquer ou d’accélérer le
processus cancéreux lorsque leur structure ou la régulation de leur expression est altérée. Ces
genes se distinguent par leur mécanisme d’action (Bieche, 2004). Les protooncogenes sont des
génes cellulaires normaux qui, quand activés de maniére inappropriée par des événements
génétiques (mutations, amplifications, fusions ou delétions) ou épigénitiques (méthylations)
modifient la régulation de la croissance et différenciation (Couch, 1996), et ont un effet positif

sur la prolifération cellulaire (gain de fonction) (Bieche, 2004).

Les genes suppresseurs de tumeur (TS) normalement inhibent le cancer en s'opposant a
I'action des oncogénes, favorisant la réparation de I'ADN muté, ou le contrdle du développement
des tissus (Junien, 1986). Quand les genes TS sont mutés, ces protections sont perdues. Donc
I’inactivation des (TS) conduit & I’accumulation d’erreurs dans le génome pouvant amener a
I’apparition d’une cellule cancéreuse (Bunz, 2008). De nombreux éléments de preuve suggérent
qu’une simple modification ne suffit pas a convertir une cellule sain a une cellule maligne, et il
semble évident que le développement de la maladie néoplasique implique perte ou inactivation
de plusieurs genes suppresseurs de tumeurs, ou activation de proto-oncogénes, ou leur

combinaison (Couch, 1996).

Par I’intermédiaire de leurs produits, oncogeénes et geénes suppresseurs controlent
respectivement, de maniére positive et négative, des réactions métaboliques impliquées dans la
progression coordonnée du cycle cellulaire. De I’intensité relative de ces deux circuits opposés
dépend la décision pour la cellule de rester dans un état quiescent, de s’engager dans le cycle

cellulaire, de se différencier ou enfin de mourir (Bieche, 2004) (Tableau 2).

——
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Tableau 2: Genes suppresseurs de tumeurs communément inactiveés lors de la tumorigenese
(Deltour et al., 2005).

Geénes Roles biologiques Principaux typg; de cancer
associés

Cycle cellulaire

Rb - Inhibition de la transcription - Rétinoblastome, gliome, cancer
dépendante d’E2F du c6lon

p15 INK4B | - Inhibiteur des CDK 4 et 6 - Leucémie, lymphome
Maintien de ’intégrité du
génome
- Transcription de génes (cycle

p53 cellulaire et apoptose) et réparation | - Cancers du poumon, de la
de ’ADN prostate, du sein et de I’ovaire
- Régulation de la transcription et

BRCAl réparation de ’ADN - Cancers du sein et de ’ovaire
Apoptose

c - Clivage de substrats lors de - Médulloblastome, cancers du

aspase 8 y e o \ .

’activation des récepteurs de mort | poumon et du foie

DAPK - Kinase calcium-dépendante - Lymphome, gliome, cancers
phosphorylant divers substrats gastrique et du col de I’utérus
Migration, invasion

E-cadhérine | - Interaction cellule/ cellule et - Cancers gastrique, de la thyroide
matrice extracellulaire et du sein

TIMP-3 - Inhibiteur de métalloprotéases - Médulloblastome et cancer du

foie

Réponse aux facteurs de
Crlﬁngi de la voie de la PI3-K | Glioblastome, cancers

PTEN gastrique,du sein et de la thyroide

r - Controle de la prolifération - Cancers du sein et de la prostate

1.5. Processus de cancérogenese

Le processus de développement néoplasique a été divisé en étapes définies
opérationnellement d’initiation, de promotion et de progression, chacune pouvant également

comporter plusieurs étapes (Couch, 1996).
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1.5.1. Initiation

La premiére étape de la cancérogenése est le développement des aberrations génétiques
dans les potentielles cellules tumorales. Ces aberrations sont principalement des mutations avec
les changements réels dans le nucléotide séquence de la cellule (Klopfleisch, 2016). Les
altérations de I’ADN peuvent étre causées par un génétoxique d’origine endogéne (ERO) ou
exogene (par exemple les UV solaires). De plus, comme des erreurs peuvent survenir pendant la
réplication de I’ADN et la mitose, une stimulation de la prolifération entraine un accroissement

de la fréquence des mutations (Butterworth, 1990) (Figure 2).
1.5.2. Promotion

Elle correspond a une exposition prolongée, répétée ou continue, a une substance qui
entretient et stabilise la Iésion initiée. Cette étape consiste en une prolifération plus ou moins
controlée des cellules initiées en processus d'acquérir les caractéristiques lui permettant de
générer un cancer. Elle résulte d'une cascade d'interactions entre les cytokines et leurs récepteurs,
ce qui amene a la perte de I'noméostasie tissulaire et I'émergence de clones cellulaires
transformées. Plusieurs agents dits promoteurs de carcinogenése sont impliqués dans cette étape.
La nutrition et les habitudes alimentaires, 1’alcoolisme, le tabagisme, les infections les

traumatismes répétés et 1’age sont les plus importants (King, 1996) (Figure 2).
1.5.3. Progression

Durant I’étape de la progression, la prolifération des cellules tumorales est incontrdlable et
le cancer devient cliniquement détectable (plus de 10° cellules). Cependant, du fait du nombre
trés important de mitoses, les cellules finissent par acquérir certaines propriétés d'autonomie de
croissance, une adaptabilité métabolique et une pharmaco-résistance. Durant la progression, une
perte de fonction caractérise les cellules cancéreuses qui deviennent alors incapables d'effectuer
leurs fonctions normales au sein d'un tissu. De méme, l'instabilité génétique conduit les cellules
cancéreuses a l'acquisition de nouvelles propriétés d'indépendance et de nouvelles

caractéristiques fonctionnelles (Liotta, 1992) (Figure 2).

——
00]
| —



Chapitre | La biologie du cancer

INITIATION PROMOTION PROGRESSION CANCER  METASTASE

Substances
chimiques

Figure 2: Différentes étapes du cancer (Béliveau & Gingras, 2007)

1.6. Traitement du cancer

L’objectif du traitement du cancer est I’¢limination de la tumeur cancéreuse ainsi que la
prévention de I'apparition d'autres tumeurs localisées ou métastatiques. D'une fagon générale, On

distingue plusieurs méthodes de traitements du cancer:
1.6.1. Les traitements conventionnels :
1.6.1.1. Lachirurgie

La chirurgie a été le premier traitement utilisé pour lutter contre le cancer, notamment pour
traiter les petites tumeurs localisées ou les tumeurs solides a développement lent qui représentent
70% des cancers. Elle consiste en 1’ablation de la tumeur et est souvent associée a d'autres
thérapies telles que la chimiothérapie, la radiothérapie ou I'hnormonothérapie. Ce traitement est le
seul moyen de traiter les zones peu vascularisées ou la chimiothérapie n’accéde pas (Pasquet,
2011).

1.6.1.2. Laradiothérapie

La radiothérapie est une méthode de traitement qui utilise les rayonnements ionisants. Elle
vise a éradiquer localement toute trace de cancer. Elle peut étre utilisée seule, ou en association
avec la chirurgie, soit en pré-opératoire, mais le plus souvent en postopératoire. La radiothérapie

s’applique a la fois sur la tumeur primitive et sur les territoires ganglionnaires.
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Comme la chimiothérapie et la chirurgie, la radiothérapie peut étre dangereuse en cas de
complications. Les effets secondaires dépendent souvent de la zone irradiée et de la dose de

radiations appliquée (Meyer et al., 2007).
1.6.1.3. Lachimiothérapie

La chimiothérapie consiste en I'administration de substances chimiques, cytotoxiques pour
les cellules souches, dans le but d'arréter ou de ralentir I'évolution de la multiplication des
cellules tumorales, ainsi que pour limiter ou prévenir la formation des métastases. La
chimiothérapie est également utilisée pour réduire la taille d'une tumeur trop volumineuse et

faciliter ainsi son traitement par la chirurgie (Chabner & Roberts, 2005).
1.6.1.4. L’hormonothérapie

L'hormonothérapie est souvent utilisée pour traiter plusieurs types de cancers hormono-
dépendants, notamment le cancer de la prostate, le cancer du col de l'utérus, le cancer de la
thyroide et le cancer du sein. Elle agit sur la production des hormones responsables de la
prolifération des cellules tumorales, soit par prise de médicaments pour la supprimer
temporairement, soit par ablation de I'organe sécréteur de I'hormone impliquée. De méme,
I’action directe ou indirecte sur I’hormone stimulante peut étre effective suite a 1'utilisation soit

des anti-hormones, soit des inhibiteurs de leur synthése (Bershtein et al., 2004).
1.6.2. Traitements ciblées :
1.6.2.1. L’immunothérapie

Le principe de I'immunothérapie dans le cancer est de stimuler l'activité du systéme
immunitaire contre les cellules tumorales. Deux cytokines ont I'approbation de la FDA pour une
utilisation comme médicaments anticancéreux : interleukine 2 (IL2) et interféron alpha 2b
(IFNA2). Les interleukines stimulent la prolifération de sous-ensembles de cellules T et B et les
interférons activent particulierement les macrophages (Hesketh, 2013).

1.6.2.2. L’antiangiogénique

Un traitement anti-angiogénique n’a pas pour but la destruction des cellules tumorales, il
vise essentiellement les cellules endothéliales en empéchant leur division dont le résultat est un
état de quiescence vasculaire avec une involution des vaisseaux néoformés. Les composes anti-
angiogéniques peuvent agir a plusieurs niveaux : inhibition de la synthése de facteurs
angiogéniques par les cellules tumorales (mode d’action des interférons), inhibition de la liaison
des facteurs angiogéniques aux récepteurs présents a la surface des cellules endothéliales,

inhibition du signal angiogénique intracellulaire, altération des interactions entre cellules

( 1
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endothéliales et MEC (matrice extracellulaire) comme 1’inhibition de la dégradation de la MEC.
(Chabannes et al., 2001).
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1. La genese vasculaire : Vasculogenése, Angiogenese et Lymphangiogenése

Au tout début du développement de I’embryon, I’oxygene et les nutriments nécessaires a sa
croissance diffusent librement. Puis, au fur et a mesure que les besoins augmentent, la
diffusion n’est plus suffisante et un réseau vasculaire primitif se met en place par un processus
appelé vasculogenése (Swift et al., 2009). L’angiogenése processus physiologique existant
durant I’embryogenéese en complément de la vasculogenése ou indépendamment selon les tissus
(Sweiki et al., 1992); Chez I’adulte, ’angiogenése est réactivée de facon transitoire pour

répondre a des besoins physiologiques (Ferrara, 2004).
1.1. Vasculogeneése

Au cours du développement embryonnaire, la formation du systéme cardiovasculaire
débute par la vasculogenese, processus qui donne naissance a un réseau primitif de structures
vasculaires (Pepper, 2000) par différenciation des précurseurs des cellules endothéliales dérivés
du mésoderme (Azzi & Gavard, 2014). Les angioblastes, eux-mémes dérivés de cellules souches
plus primitives, les hémangioblastes (Pepper, 2000). La maturation de 1’hémangioblaste vers la
voie endotheliale est initiée par le vascular endothelial growth factor (VEGF), un facteur de

croissance angiogénique essentiel au développement vasculaire (Stephan et al., 2000).

La vasculogenese intervient dans la vascularisation de plusieurs organes, notamment le
foie, la rate et le poumon. De plus, les réles de la vasculogenése ont également été décrits chez
I'adulte, tels que la formation de capillaires a la suite d'une lésion ischémique (Patel & D’Amore,
2011).

1.2. Angiogenése

L’angiogenése correspond a la formation de nouveaux vaisseaux sanguins au cours du
développement et chez I’adulte (Treps & Gavard, 2015). C’est un processus complexe, multi-
étapes (Chabannes et al., 2001) par lequel les organismes multicellulaires vont recruter de
nouveaux vaisseaux sanguins a partir des vaisseaux préexistants pour leur permettre un apport en
nutriment et surtout en oxygene et assurer leur croissance et/ou leur survie (Méjean & Lebret,
2010).

Ce processus implique le mouvement et la différenciation des cellules endothéliales et non
endothéliales (péricytes, cellules musculaires lisses), dont le résultat final est la morphogenése
d’un arbre vasculaire complexe et multifonctionnel (Pepper, 2000). Par ailleurs, ce processus
implique diverses populations cellulaires et des facteurs humoraux, notamment des facteurs

angiogéniques (Stephan et al., 2000).
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L’angiogenése est régulé par une balance entre des molécules favorisant I’angiogenése
appelés pro-angiogéniques (VEGF, PDGF, FGF...) et des molécules la limitant appelés anti-
angiogéniques (angiostatine, thrombospondine...) (Méjean & Lebret, 2010).

1.2.1. Cellules endothéliales

Les cellules endothéliales sont le premier acteur de 1’angiogenése (Aird, 2007). Elles
forment les vaisseaux sanguins chez un adulte, représentent un poids d'environ 1 kg et couvrent
une surface d'environ 1000 m? Le temps de renouvellement de ces cellules, normalement
quiescentes, est de 1 000 jours. Les cellules endothéliales sont, apres les cellules nerveuses, les
cellules dont la demi-vie est la plus longue. Seulement 0,01% des cellules endothéliales
résidentes est engageé dans le cycle de division cellulaire (phase proliférative), Cependant, durant
I'angiogenese, les cellules endothéliales des capillaires peuvent proliférer aussi rapidement que
les cellules de la moelle osseuse (André et al., 1998), qui proliféerent avec un temps de
renouvellement réduit a cing jours (Weber & De Bandt, 2000). Sous I'effet de stimulations, par
des facteurs angiogéniques, les cellules endothéliales peuvent entrer dans le cycle cellulaire et
dégrader la membrane basale. Elles peuvent s'organiser en capillaires dans le stroma
périvasculaire, induire la différenciation de cellules mésenchymateuses en péricytes pour former
de nouveaux vaisseaux fonctionnels adaptes a leur microenvironnement tissulaire (Andreé et al.,
1998). Les cellules endothéliales qui tapissent la face interne des vaisseaux lymphatiques et
sanguins sont organisées en une fine monocouche et sont étroitement reliées entre elles par des

jonctions cellulaires spécialisées (Azzi & Gavard, 2014).
1.3. Lymphangiogeneése

La formation du systeme lymphatique au cours de I’embryogenése s’effectue apres celle du
systeme cardiovasculaire, mais lui est étroitement associée. Le systeme lymphatique se constitue
en partie par la différenciation de cellules lymphangioblastiques du mésenchyme primaire et par
la formation de six sacs lymphatiques foetaux induits par bourgeonnement a partir de la

vascularisation initiale (Leclers et al., 2005).

La lymphangiogenese correspond a la prolifération et au développement de nouveaux
lymphatiques provenant de 1’hote (Lebret & Méjean, 2008). Ce processus est initié par
I’activation d’un récepteur nommé VEGFR-3 (vascular endothelial growth factor receptor-3)
localisé sur la membrane plasmique des cellules endothéliales des vaisseaux lymphatiques. Le
récepteur VEGFR-3 est spéecifiquement activé par les facteurs de croissance VEGF-C et VEGF-
D (vascular endothelial growth factor-C/-D) (Leclers et al., 2005). Bloquer VEGF-C ou D et
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inhiber VEGFR-3 sont des stratégies thérapeutiques probablement trés intéressantes pour lutter

contre la lymphangiogenése (Méjean & Lebret, 2010).

La lymphangiogenese physiologique est essentiellement contemporaine du développement
embryonnaire et n’existe pratiquement pas dans les tissus adultes normaux, sauf lors de la
cicatrisation et dans les ovaires au cours du cycle menstruel. Une lymphangiogenése de 1’adulte
est également observée dans des conditions pathologiques comme I’inflammation et la

dissémination métastatique (Gligorov & Lévy, 2014).
2. Angiogenese physiologique et pathologique

Dans des conditions physiologiques normales, cette néovascularisation est finement
contrdlée et joue un role fondamental dans les fonctions reproductrices (régénération de 1’utérus,
formation du corps jaune (corpus luteum et du placenta) (Gingras & Béliveau, 1997), durant le
cycle menstruel (Garrido & Imhof, 2014). L’angiogéneése intervient au cours des réactions
inflammatoires et lors des processus de réparation tissulaire survenant par exemple a la suite

d’une ischémie (Bennis et al., 2001).

Au cours de I’angiogenése pathologique, 1’activation est prolongée dans le temps, résultat
d’une perturbation de 1’équilibre entre facteurs angiogéniques et angio-inhibiteurs. Ceci
correspond a des situations pathologiques variées telles que les rétinopathies, les hémangiomes
infantiles (Weber & De Bandt, 2000). La croissance tumorale (Pepper, 2000). La dégénérescence
maculaire liée a 1’age, 1’arthrite rhumatoide, ou le psoriasis. Dans le cancer, une fois que le
réseau vasculaire tumoral est établi, il permet la diffusion métastatique. A I’inverse, lorsque la
formation des nouveaux vaisseaux est insuffisante, comme dans les maladies coronariennes, les
maladies artérielles périphériques, les accidents vasculaires cérébraux, I’apport en nutriments et
I’oxygénation des tissus sont insuffisants, ce qui entraine leur mort par hypoxie (Lataillade &
Uzan, 2010).

3. Mécanisme cellulaire et moléculaire de I’angiogenése physiologique

La formation des néovaisseaux a partir des vaisseaux préexistants fait intervenir des
mécanismes complexes de régulation (autocrine et/ou paracrine) entre différents types cellulaires
. cellules endothéliales, cellules lymphoides, cellules stromales : macrophages, fibroblastes,
cellules mésenchymateuses et cellules tumorales quand il existe un processus neoplasique. Ces
éléments cellulaires sont capables de synthétiser des facteurs de croissance, des cytokines, des

composants de la Matrice Extra-cellulaire (MEC) et des enzymes spécifiques dont les actions
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combinées ou coordonnées vont aboutir a la mise en place d’une néovascularisation (Chabannes
etal., 2001).

Différents mécanismes assurent le deroulement de la néo vascularisation, dont le
bourgeonnement (sprouting) et 1’intussusception ou invagination (spliting) (Azzi & Gavard,
2014). Cependant, le bourgeonnement est, le mécanisme moléculaire le plus largement connu, et

il consiste en 4 étapes successives (Treps & Gavard, 2015).
3.1. Premier temps : la sélection

La premiére étape de 1’angiogenése correspond a ’activation et a la sélection de cellules
endothéliales (Treps & Gavard, 2015). Une cellule endothéliale quiescente acquiert un
phénotype migratoire et invasif lorsqu’elle est stimulée par des facteurs pro-angiogéniques, tels
que le VEGF ou le FGF (fibroblast growth factor), qui sont sécrétés par le microenvironnement
vasculaire (Garrido-Urbani et al., 2014). Ces signaux de prolifération, migration et survie sont
captés par les cellules endothéliales et les péricytes des vaisseaux les plus proches (Adams &
Alitalo, 2007). Ces dernieres jouent un role essentiel dans la mise en place du processus ils se
détachent de la barriére endothéliale et sécrétent des métalloprotéinases qui vont dégrader la
membrane basale et permettre la migration des cellules endothéliales sous-jacentes (Garrido-
Urbani et al., 2014). Le détachement des cellules périvasculaires des cellules endothéliales,
faisant suite a I’induction d’Ang2 par I’hypoxie. Cela inactive I’effet stabilisateur d’Angl et
conduit au désassemblage de la paroi vasculaire, permettant ainsi aux cellules endothéliales de
répondre aux signaux angiogéniques activateurs (Pepper, 2000).

Une cellule endothéliale du front (tip cell) est sélectionnée pour guider la formation du
nouveau vaisseau (Azzi & Gavard, 2014). Et des cellules de soutien (stalk cells) qui proliférent
en arriere. D’un point de vue moléculaire, deux voies de signalisation, reposant sur le DLL4
(delta-like ligand 4), un ligand de Notch, et le VEGF (vascular endothelial growth factor) et son
récepteur VEGF-R (VEGF receptor), sont largement impliquées dans le processus de sélection

de la cellule de front (Figure 3).
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Figure 3 : Mécanismes moléculaires de sélection de la cellule de front (Treps & Gavard, 2015).

3.2. Deuxieme temps : la migration

A la suite de son activation et de sa sélection, la cellule de front bourgeonne & partir du
vaisseau et acquiert de nombreuses protrusions membranaires de type filopodes qui sont
hautement dynamiques (Treps & Gavard, 2015). Ces filopodes, capables de détecter des signaux
attractifs ou répulsifs, vont s’orienter sur un axe de guidage dirigé vers les cellules émettrices des

facteurs pro-angiogenes en suivant la matrice extracellulaire (Adams & Alitalo, 2007) (Figure 4).
3.3. Troisieme temps : la fusion et la formation de la lumiére

Les cellules endothéliales de ces bourgeons cessent de proliférer et de migrer, forment une
lumiere, déposent une nouvelle lame basale, et recrutent des cellules périvasculaires. Un flux
sanguin peut dés lors s’établir dans les vaisseaux néoformés. Ces événements sont la
conséquence d’une diminution locale de 1’expression/activité de VEGF et d’Ang2, probablement
due a une augmentation de I’activité de TGF-p (Mandriota & Pepper, 1998). Ou a la réduction de
I’hypoxie, ce qui rétablit le signal de Angl. (Pepper, 2000). Lorsque deux cellules de front
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entrent en contact au travers de leurs filopodes, les deux bourgeons vasculaires fusionnent par

anastomose et forment un vaisseau connecté (Wacker & Gerhardt, 2011) (Figure 4).
3.4. Quatriéme temps : la maturation et le flux sanguin

In fine, la maturation du vaisseau nécessite le rétablissement de la barriere endothéliale et
du flux sanguin. La voie de signalisation impliquant I’angiopoiétine 1 (Angl) et son récepteur
Tie2 (Treps & Gavard, 2015). Situé sur les cellules endothéliales (Pepper, 2000). Elle induit le
renforcement des jonctions entre les cellules endothéliales ainsi que leur quiescence (Treps &
Gavard, 2015). Et stabiliser le nouveau vaisseau par inhibition de la prolifération vasculaire
(Garrido-Urbani et al., 2014). Un gradient de PDGF-BB (platelet-derived growth factor) et de
TGF-B1 (transforming growth factor) induit parallelement le recrutement des péricytes et des
cellules musculaires lisses, ainsi que le dépo6t d’une nouvelle matrice extracellulaire a la surface
des vaisseaux, assurant ainsi la maturation finale d’un vaisseau sanguin fonctionnel (Treps &
Gavard, 2015) (Figure 4).

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

DLL4/Notch
VEGF/VEGF-R

Facteurs

— 2
oo de croissance

75— Prolifération
endothéliale

Figure 4 : Etapes de 1’angiogenese normale (Treps & Gavard, 2015).
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4. Angiogenese tumorale

Depuis les travaux de FOLKMAN en 1971, il est établi que I’angiogenése est indispensable
a la croissance des tumeurs solides et a la dissémination tumorale métastatique. Au sein d’un
tissu, la taille d’une tumeur non vascularisée ne dépasse pas 2 a 3 mm et en 1’absence de
vaisseaux (Chabannes et al., 2001). Aux tout premiers stades de son développement, la tumeur
n’a pas besoin de vascularisation propre et puise son oxygeéne et ses nutriments par simple
diffusion passive a partir des liquides interstitiels avoisinants. Dés qu’elle atteint un certain
volume, ce processus ne suffit plus et le « switch angiogenique > suppose par Folkman se
produit (Tobelem, 2008).

J. Folkman et D. Hanahan ont attribué en 1989 un réle critique au « switch angiogenique
> dans la sortie de dormance tumorale, ¢’est-a-dire & la capacité de la tumeur a établir un réseau
vasculaire anormale connecté avec son environnement (Bensimon, 2012). Les cellules tumorales
pourraient rester inactives pendant des années sous 1’effet d’une balance favorable a I’apoptose
plus qu’a la prolifération cellulaire par un switch anti-angiogénique. Pendant cette période la
croissance des métastases serait contrariée par les inhibiteurs de I’angiogenése (Méjean &
Lebret, 2010). Plus de 20 activateurs (VEGF, FGF, TGFb, ILS, ...) et inhibiteurs (angiostatine,

endostatine, thrombospondine...) de ce processus ont été identifiés (Hennequin, 2007).

Une meilleure connaissance des mécanismes qui régulent 1‘invasion et l'angiogencse
permet d'envisager des traitements avisée anti-angiogenique actuellement en développement. Ces

traitements représentent I'un des axes de recherche majeurs en cancérologie (André et al., 1998).
4.1. Structure et caractéristiques des vaisseaux tumoraux

Les vaisseaux tumoraux différents des vaisseaux normaux a plusieurs niveaux. Sur le plan
morphologique, la néoangiogenese tumorale aboutit a un assemblage structurel et dynamique
différent de I’angiogenése physiologique. Les néocapillaires tumoraux ont un diamétre trois fois
plus important que celui observé dans les tissus différenciés (Martin, 2012). Les vaisseaux
tumoraux sont dilatés, irréguliers, perméables et désorganisés. lls sont souvent depourvus de
péricytes et de cellules musculaires lisses. La perte de 'intégrité des jonctions cellulaires
formées par la VE (vascular endothelial)-cadhérine contribue au dysfonctionnement de la
barriere endothéliale et a une perméabilité accrue (Azzi & Gavard, 2014). Les vaisseaux
tumoraux ne forment qu’une barriére partielle contre les grosses molécules et les protéines

plasmatiques (Treps & Gavard, 2015) (Figure 5).
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Figure 5 : Aberrations du réseau vasculaire tumoral (Treps & Gavard, 2015).

4.2. Evénements moléculaires a I’origine de I’angiogenése tumorale
4.2.1. Réle de I’hypoxie

La prolifération des cellules tumorales est limitée par les conditions de normoxie. Une
prolifération rapide entraine le phénoméne d’hypoxie cellulaire rendant les cellules tumorales

capables de sécréter des molécules chimioattractantes et activatrices (Martin, 2012).

L’hypoxie tumorale est considérée comme une caractéristique majeure du
microenvironnement des tumeurs solides. Elle se traduit par une baisse de la pression en oxygene
au-dessous de 5 a 10 mm Hg. Les cellules tumorales s’adaptent au stress hypoxique en
stabilisant les facteurs de transcription induits par 1I’hypoxie, essentiellement HIF (hypoxia
inducible factor)-1 et HIF-2. Les HIF sont des protéines hétérodimériques, composées d’une

sous-unité constitutivement exprimée, HIF-B, et d’une sous-unité régulée par I’oxygéne, HIF-a.

En présence d’oxygéne, HIF-a est hydroxylée sur ses résidus proline 402 et/ou 564 par la
prolyl-hydroxylase domain 2 (PHD2) (Hasmim et al., 2014). HIF- a hydroxylé se couple a la
protéine de Von Hippel-Lindau (pVHL) qui joue le role de protéine de transport et d’adressage
(Martin, 2012). HIF-1o est donc ubiquitinylé en normoxie puis dégradé par le protéasome
(Gothié & Pouyssegur, 2002).

En condition d’hypoxie, HIF-1a n’est plus hydroxylé et ne fixe plus pVHL. Le signal
hypoxique va aussi déclencher la translocation nucléaire de HIF-1o. pour activer des génes sous
la dépendance d’éléments de réponse a I’hypoxie (HRE) (Gothié & Pouysségur, 2002) HIF-1 et
HIF-2 activent plusieurs genes impliqués dans [’angiogene¢se tumorale, [’inhibition de

I’apoptose, les métastases, la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) et la résistance aux

( 1
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traitements conventionnels, ce qui fait de I’hypoxie tumorale un facteur de mauvais pronostic
(Hasmim et al., 2014) (Figure 6).

Cytoplasm

Normal VHL Mutated VHL
protein protein

Translocation
of HIF to
nucleus

Elongin

Elongin . 5
B HIF-a ubiquitination by
VHL protein SCF
complex

Proteasome —/

|

Destruction of
Cytoplasm HIF-o

Figure 6: Mécanisme impliqué dans I’accumulation d’HIF (M¢éjean, A., & Lebret, T. 2008).

Le facteur suppresseur de tumeur pVHL (von Hippel- Lindau) cible de mutations dans les
cellules germinales donnant le syndrome de cancer héréditaire caractéristique de la maladie du
méme nom est clairement impliqué dans ce mécanisme (Gothié, E., & Pouysségur, J. 2002).
Lorsqu’il existe une anomalie du géne VHL, HIF-a s’accumule dans la cellule et se lie aux
facteurs HIF-B. Le complexe HIF se transloque alors a I’intérieur du noyau cellulaire et se lie au
HRE (HIF responsive element) induisant une séquence de transcription de géenes induit par
I’hypoxie : VEGF-A (vascular endothelial growth factor), EGFR (Epithelial Growth Factor
Receptor) type 1, PDGFp (platelet-derived growth factor)...etc (Méjean, A., & Lebret, T. 2008).

20

——
| —



Chapitre 11 Angiogenése

4.2.2. Le microenvironnement tumoral

Le microenvironnement tumoral peut se définir comme [’ensemble des facteurs
moléculaires, cellulaires et tissulaires capables d’influencer ou d’étre influencés par les cellules
tumorales (Provot, 2014). Le microenvironnement ou le stroma est un tissu non tumoral
provenant de 1’hote. Il est un tissu composé d’une trame conjonctivo-vasculaire. Il est le
veéritable tissu nourricier de soutien des cellules tumorales, présent dans tous les types de cancers
solides. Il est présent dans les métastases. Sa formation est induite par les cellules cancéreuses.
Le stroma est schématiquement composé : de fibroblastes, d’adipocytes, de sang, de vaisseaux
lymphatiques, d’une matrice extracellulaire (MEC), de néovaisseaux formés lors de
I’angiogenése tumorale, des cellules inflammatoires et immunocompétentes : lymphocytes,
cellules NK, plasmocytes, histiocytes, polynucléaires neutrophiles, polynucléaires éosinophiles
et macrophages (Méjean & Lebret, 2010).

Au cours de la progression tumorale, de nombreuses interactions s’établissent entre les
cellules cancéreuses, le tissu environnant et la matrice extracellulaire. Les cellules tumorales
peuvent ainsi altérer leur microenvironnement en le rendant permissif et propice a leur
croissance; en retour, le microenvironnement tumoral contribue a la migration de ces cellules et,

de ce fait, a I’invasion tumorale (Albrengues et al., 2014).

Les cellules immunitaires infiltrées (notamment les cellules myéloides et lymphoides
inflammatoires) influencent aussi fortement la prolifération en sécrétant une panoplie de facteurs
EGF [epidermal growth factor], TGF [transforming growth factor], TNF-a [tumor necrosis
factor], FGF [fibroblast growth factors], interleukines, etc... (Provot, 2014).

Les fibroblastes constituent la population cellulaire la plus abondante du stroma. Dans le
contexte des tumeurs épithéliales, nombre d’entre eux sont dans un état activé avec une
caractéristique de « fibroblastes associes aux carcinomes » (FAC). lls dérivent majoritairement
de fibroblastes résidents adjacents a la tumeur, ou encore de cellules mésenchymateuses
(Albrengues et al., 2014). En effet, il est maintenant établi qu’aprés leur activation par les
cellules tumorales, les FAC émettent des signaux oncogéniques, qu’il s’agisse de la sécrétion de
cytokines, de chimiokines et de facteurs de croissance, ou de la constitution d’une MEC
protumorale. Ces signaux ciblent les cellules cancéreuses et stimulent in situ la progression

tumorale (Albrengues et al., 2014).
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Les adipocytes sécréetent des molécules pro-inflammatoires, des molécules qui favorisent le
remodelage de la matrice extracellulaire et liberent des acides gras qui facilitent la croissance
tumorale. Ces interactions constituent I'une des bases de 1’augmentation de l’incidence et de

I’agressivité des cancers chez les obéses (Fridman & Sautés-Fridman, 2014).

La MEC est la composante non cellulaire du stroma. Elle est constituée principalement
d’un grand nombre de protéines de grandes tailles, telles que les collageénes, les laminines, les
fibronectines et les protéoglycanes qui forment un réseau dense (Buache & Rio, 2014). La MEC
présente de nombreuses fonctions. Elle sert de réservoir a un certain nombre de facteurs solubles,
souvent sous forme de profacteurs (pro-TGF-b, IGFBP1 [insulin-like growth factor binding
protein 1]). De telles molécules, une fois activées, sont capables d’induire en aval une ou
plusieurs voies de signalisation par le biais d’interactions avec d’autres protéines, le plus souvent
des récepteurs membranaires (Buache & Rio, 2014). Le remodelage de la MEC par I’action des
MMP constitue une autre étape cruciale de la progression tumorale et de la formation du
microenvironnement tumoral. En dégradant la MEC, ces enzymes assurent, par clivage
protéolytique, I’activation de nombreux facteurs de croissance, de cytokines, de récepteurs et de

molécules d’adhérence (Albrengues et al., 2014).

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

Alors que la plupart des cancers détectés a un stade précoce peuvent étre guéris, un patient
qui développe des métastases est souvent incurable. 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 échanges nutritionnelles et respiratoires (Bacac et
Stamenkovic, 2008). La production par les cellules cancéreuses de facteurs de croissance
stimulant la néoformation des vaisseaux lymphatiques constitue une des adaptations
responsables de la propagation métastatique et dénote le passage de 1’état de dormance a la
progression tumorale. Au cours du développement tumoral, le systéme lymphatique est considéré
dans de nombreux cas de cancers comme la voie primaire de dissémination des métastases
(Leclers et al., 2005; Bielenberg et Zetter ,2015).

Les tumeurs bénignes localisées n’ont aucune chance de se propager autant qu’elles restent
avasculaires, et ainsi, regoivent 1’oxygene et les nutriments par diffusion passive a partir de

vaisseaux sanguins voisins. In vitro, ou in vivo, les tumeurs ne peuvent pas croitre, 8 moins qu’ils
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réalisent le passage angiogénique, a des volumes dépassant les limites de la diffusion
(Bielenberg et Zetter, 2015).

Les cellules tumorales doivent développer un réseau vasculaire qui leur offre un acces a la
circulation. En geénéral, il admis que plus grande est la tumeur plus dense est la vascularisation et
par conséquence il y a plus de chance pour les cellules tumorales de quitter le foyer primaire
(Bielenberg et Zetter, 2015).

4.4. La thérapie antiangiogénique

Le mérite de ’introduction de la thérapie antiangiogénique revient a Judah Folkman dans
une publication dans " The New England Journal of Medicine". D’aprés 1’hauteur, puisque la
progression tumorale est conditionnée par I’installation d’un réseau vasculaire, Il serait justifié
de cibler la vascularisation tumorale en vue de bloquer la croissance tumorale (Folkman, 1971).
En 2004, 33 ans apres la publication de I’hypothése, 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’angiogenése, naturelles ou de synthése. Certaines d’entre
elles ont déja été utilisees pour cibler la néovascularisation associée aux tumeurs ou a

I’inflammation (Szekanecz al., 2010). Parmi les plus connu de thérapie antiangiogéniques il est

ya:

4.4.1. Inhibiteurs des VEGF et récepteurs des VEGF
44.1.1. Lebevacizumab (AvastinR_) :

Le bevacizumab est un anticorps monoclonal humanisé de type IgGl qui se lie
sélectivement au VEGF-A humain et en neutralise 1’activité biologique. Il a une forte affinité
pour un épitope present sur toutes les isoformes du VEGF-A, chevauchant partiellement les sites
de liaison aux récepteurs VEGFR-1 et VEGFR-2, empéchant la liaison du VEGF-A a ces
récepteurs a la surface des cellules endothéliales (Benniset al., 2010). Il est actuellement utilisé
en association avec plusieurs types de chimiothérapie pour le traitement du cancer du cb6lon
métastatique, du cancer du poumon non a petites cellules, ainsi que dans les cancers du sein, du
rein et du glioblastome (El Mesbahi et al., 2011).
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4.4.2. Inhibiteurs de tyrosine kinase des VEFG-Rs

Ce sont des moyens de blocage de 1’angiogenése tumorale et de ciblage direct du domaine
kinase des récepteurs impliqués dans la régulation de ce processus. IL existe plusieurs inhibiteurs
de tyrosine kinase des récepteurs du VEGF qui agissent par blocage compétitif du site de I’ATP.
Ils inhibent au minimum le récepteur R2 mais aussi, dans certains cas, les récepteurs R1 et R3 du
VEGF (Faure, 2015).

4.4.2.1. Lesunitinib (SutentR_) :

Le sunitinib est un inhibiteur des tyrosines kinases de récepteurs variés : VEGF-R1 et 2
impliqués dans I’angiogenése, récepteurs des facteurs de croissance dérivés des plaquettes
(PDGFR). L’inhibition de ces kinases entraine un blocage de la transduction, et de nombreux
processus intracellulaires comme la croissance cellulaire, la progression tumorale, le

développement des métastases et I’angiogenese. (Belmondo et al., 2012).

4.4.2.2. Lesorafenib (NexavarR_):

Le sorafénib est un inhibiteur multikinase. IL inhibe différents récepteurs a activité tyrosine
kinase tels que VEGFR-2, VEGFR-3, ¢-KIT (stem-cell Growth Factor Receptor), FLT-3 (fms-
related tyrosine kinase 3) et PDGFR-béta (Platelet Derived Growth Factor Receptor). Il inhibe
également d’autres activités enzymatiques notamment les sérine/thréonine kinases associées aux
protéines Raf, impliquées dans la prolifération cellulaire de certaines tumeurs (Bennis et al.,
2010).

4.4.2.3. Le pazopanib:

Le pazopanib est un ITK (inhibiteur tyrosine kinase) ciblant VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3,
PDGFR a, PDGFR b et c-Kit, indiqué en1®® ligne dans le cancer du rein avancé (Bretagne,
Marie, et al, 2016). C’est le dernier antiangiogénique disponible sur le marché (Lattafi et al.,
2016).

4.4.3. Inhibiteurs de protéases

Les inhibiteurs de protéases comprennent les inhibiteurs tissulaires de métalloprotéinases
matricielles (MMP). Les metalloproteinases sont impliquées dans la dégradation de la matrice
extracellulaire. Plusieurs inhibiteurs de ces protéines sont en développement. Cette stratégie
repose sur 1’inhibition de la dégradation de la matrice extracellulaire pour empécher I'invasion et

la migration des cellules endothéliales et bloquer ainsi I'angiogenése (André et al., 1998).

24

——
| —



Chapitre 11 Angiogenése

4.5. Les avantages de la thérapie antiangiogenique

L’intérét du traitement antiangiogénique repose sur I’hypothése que I’inhibition de
I’angiogeneése doit empécher la croissance tumorale tout en étant mieux toléré que les traitements
anticancéreux conventionnels. En bloguant le développement des vaisseaux tumoraux, les
antiangiogéniques diminueraient la perfusion de la tumeur et activeraient 1’apoptose et la nécrose
des cellules tumorales. Ceci devrait conduire & une diminution de la masse tumorale, jusqu’a ce

qu’elle ne présente plus qu’un volume résiduel minime.

Un traitement antiangiogénique entraine avant tout un phénoméne de normalisation
vasculaire, permettant entre autres d’abaisser la pression interstitielle et de réguler le flux
sanguin au sein de la tumeur. Les antiangiogéniques favoriseraient 1’approvisionnement
tissulaire en oxygene et en médicaments cytotoxiques, améliorant ainsi 1’efficacité¢ de la
chimiothérapie et de la radiothérapie dont les performances dépendent d’une bonne oxygénation

tissulaire (Bennis et al., 2010).

4.6. Toxicité des antiangiogéniques

Le développement des molécules antiangiogéniques a ¢largit I’arsenal thérapeutique
disponible pour traiter un certain nombre de cancers. Cependant, leur action au niveau tumoral
n’est pas exclusive et, comme pour toute nouvelle classe thérapeutique, des effets indésirables
significatifs leur ont été imputés. Les principaux effets classes sont ici résumes (Bennis et al.,
2010).

4.6.1. Atteintes cardio-vasculaires :

L’HTA (L’hypertension artérielle) est une toxicité commune a tous les antiangiogéniques
quelle que soit leur classe (Brosseau et al., 2015), il a été I’effet indésirable le plus fréquemment

observé chez les patients traités par antiangiogeniques (Bennis et al., 2010).
4.6.2. Atteintes rénales :
Parmi les atteintes rénales observées chez les patients recevant un antiangiogénique, la
protéinurie a été la plus fréquente (Bennis et al., 2010).

4.6.3. Toxicité cutaneo-muqueuse :

Les effets indésirables cutanéo-muqueux ont une incidence importante chez les patients
traités par ITK. Le plus fréquent est le syndrome main-pied (SMP) ou érythrodysthésie palmo-

plantaire (Bretagne et al., 2016).
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4.6.4. Autres effets secondaire :

Des risques d’hémorragies, des toxicités digestives (stomatite, nausées et vomissements,

diarrhées), et de fatigue.

5. 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
académiques 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 colte 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
anticancéreuse sélective et anti-angiogénique contre le carcinome cellulaire du rein (Jeong et al.,
2015).
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1. Matériel et méthodes

Pour déterminer ’effet de la Cefazal, le daflon et I'extrait aqueux (EAq) du Camellia
sinensis L. sur ’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 I’animalerie du

centre universitaire A.BOUSSOUF a Mila.
1.1. 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 familieres au niveau de la wilaya
de Mila. Une vérification minutieuse des ceufs pour trier ceux qui sont effectivement fécondes de

ceux qui ne le sont pas a I’aide d’une torche appliquée sur le pdle pointu de I’ceuf (Figure 7).

Figure 7 : Vérification de la fécondité des ceufs.

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

heures pendant 3 jours.
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Figure 8 : (A) Désinfection des ceufs avec 1’é¢thanol a 70%. (B) Incubation des ceufs a
I’incubateur (WQO1).

1.2. Préparation des membranes chorioallantoidienne

Au 3™ jour de I'incubation, et suivant le protocole (Ribatti et al, 2013), les coquilles des
ceufs ont été percées au pdle le plus pointus a 1’aide d’une seringue stérile a aiguille (22Gx1
1/4" ; 0,70x30mm) et 2-3ml d’albumen ont été prélevés délicatement pour ne pas toucher le
jaune (voir la figure 09). Le prélévement provoque la formation d’un sac d’air artificiel qui
provoque le décrochage de la CAM de la coquille de I’ceuf. Une fenétre d’environ lecm de
diametre 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 (Figure 9).

Figure 9 : Préparation et révélation de la membrane chorioallantoidienne.
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1.3. Préparation des substances testées
1.3.1. Origine de la Cefazal® 1g et préparation de solution :

Une quantité largement suffisante du médicament antibiotique préparation injectable voie
intramusculaire stricte, la céfazoline sous le nom de marque Cefazal® 1g, produit par la firme
pharmaceutique SOPHAL spa Algérie, a été acheté auprés d’une officine locale & Ahmed
Rachedi. Le numéro du lot était 481150 affichant une date de fabrication de 12/2018 et de
péremption de 11/2020.

Dans un eppendorf, 0.25 g de la poudre de cefazal 1g a été dissout dans 1ml d’eau distillée,
puis le mélange obtenu soumis a I’agitation manuel pendant 10 min a une température ambiante
(Figure 10).

Figure 10 : Préparation de cefazal® (céfazolin 1g).

1.3.2. Origine du daflon® 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 de 500mg a été dissout dans 5
ml d’eau distillé, puis ’ensemble a été agité vigoureusement pendant 20 min a 1’aide d’un

agitateur mécanique jusqu’a I’obtention d’une suspension homogene.
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Fraction flavonoique puri

4500

Figure 11: Préparation de la solution de daflon® 500mg.

1.3.3. Origine du matériel biologique (Végétal) et préparation de I’extrait aqueux

Camellia sinensis.

L'extrait aqueux (EAQ) de Camellia sinensis L, a été obtenu par décoction de 3 g de la
poudre dans 50ml d’eau distillé pendant 15 minutes a température élevé sur une plaque

chauffante. Puis la filtration jusqu’a I’obtention d’une suspension homogeéne.

3 g de matériel végétal sec + 50 ml d’eau distillé
v
Décoction pendant 15 minutes sur une plaque chauffante
v
Laisser pendant 10 min
v
Filtration sur papier Filtre
v

Extrait aqueux

Figure 12: Protocole de préparation de I'extrait aqueux de Camellia sinensis L.
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Figure 13 : Etapes de préparation de I'extrait aqueux de Camellia sinensis L.

1.4. Déroulement du test CAM.

Au 8°™ jour de I'incubation, les fenétres ont été réouvertes, puis des carrés de papier
filtre (< 10X10mm) stérilisés, imbibés soit dans les solution/suspension médicamenteuses
(cefazal 1g et daflon 500mg) soit dans la solution de Camellia sinensis préparées précédemment

ont été déposeés directement sur la CAM.

Figure 14 : Pastilles en papier filtre imbibées dans les solutions préparées. A droite, le dépbt des
pastilles carrées sur la CAM.
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Ainsi, les ceufs préalablement préparés ont été réparti en 4 groupes de nombre d’ceufs varié.
Le premier consiste en le groupe de cefazol, le daflon, I'extrait aqueux de Camellia sinensis et
enfin les témoins respectivement. 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 ultérieure.

Des observations sous stéreomicroscope ont été alors effectuées pour évaluer la
vascularisation par rapport & un controle de vascularisation normale. Puis, on a procéder au
comptage des vaisseaux d’ordre secondaire et tertiaire aux alentours de la pastille. Aprés, on a
calculé le taux de réduction (diminution) de la vascularisation pour chaque groupe, 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.
V¢ : Nombre des vaisseaux sanguins du deuxieme et troisieme ordre chez les témoins.
Vt : Nombre des vaisseaux sanguins du deuxieme 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).
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Figure 15 : (A) Poids de I’ceuf avant de prélever 3ml d’Albumen (J3). (B) Poids de ’embryon
au moment du sacrifice (J12).

Figure 17 : Observations de la CAM traité par le daflon sous stéréomicroscope.
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Figure 18 : Observations de la CAM traité par I'extrait aqueux de Camellia sinensis, sous
stéréomicroscope.

1.5. Analyse statistique :

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

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

comme significatives.
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Chapitre IV Résultats et discussions

1. Evaluation qualitative

Le suivi quotidien, sous stéréomicroscope, du développement des embryons du poulet, que

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

1- Le systéme circulatoire de I’embryon et de ses annexes devient fonctionnel en premier
lieu vers le troisiéme jour de I’incubation, et que les vaisseaux du sac vitellin apparaissent bien
avant ceux de la membrane chorioallantoidienne (CAM), qui commencent a étre visible a partir

du quatriéme jour d’incubation (Figure 19).

Figure 19 : (Euf au troisiéme jour de I’incubation.

2- La CAM présente une croissance trés rapide, au point ou, au huitiéme 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 20). Au 14°™ jour, la

CAM enveloppe la totalité de I’embryon et ses annexes (amnios, vésicule vitelline).

Figure 20 : Buf aul4®™ jour de I’incubation

3- La vascularisation de la CAM, se projettent dans le tissu mésenchymateux sous-jacent
1’épithélium ectodermique suivant un mode¢le hiérarchisé. Ceci permet d’observer des aspects en

"Y" dites primaires a partir de la quelle diverge des branches secondaires et tertiaires (Figure 21).
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Figure 21 : Observation des vaisseaux primaire, secondaire et tertiaire sous stéréomicroscope.

4- 1l est possible de distinguer trois niveaux d’action des traitements appliqués sur la

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

> Atteintes a 1’épithélium du CAM voire au stroma. On observe des cedeémes, avec effet

angiotoxique prononcé dans le cas du the (Figure 22).

Figure 22 : Observation des vaisseaux suite a 1’application du thé sous stéréomicroscope.
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> Effet proangiogénique, en effet une induction tres forte des vaisseaux a eté enregistrée

suite & I’application du Daflon (Figure 23).

Figure 23 : Observation des vaisseaux suite a 1’application du Daflon sous stéréomicroscope.

5- On a pu enregistrer un tot tres élevé d’attaques infectieuses (Figure 24).

Figure 24 : (Euf infecté.

6- Certains traitements, Amoxypen et Céfazoline, semblent étre inertes vis-a-vis le CAM et

sa vascularisation (Figure 25).
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Figure 25 : Observation des vaisseaux suite a I’application du Céfazoline sous
stéréomicroscope.

7- I’observation macroscopique des embryons nous ménent a croire que tous les traitements
appliqués sur la CAM, ne traduit aucune toxicité tératogene.

2. Evaluation quantitative :

2.1.Effet des traitements sur le poids de I’embryon.
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Figure 26 : Histogramme représente 1’effet des traitements sur le poids de 1’embryon.

——

38

'




Chapitre IV Résultats et discussions

D’apres les données présentées sur la figure 26, ils évident que le thé diminue d’une fagon
significative le poids relatif des embryons. Alors que le Céfazoline semble n’avoir aucun effet

sur le poids des embryons.

En fait, les variations du poids constituent un indicateur robuste reflétant 1’é¢tat 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 anticancéreux (Steiner, 1992), conclut que I’effet sur le poids des embryons et
indépendant de I’inhibition de [’angiogenése. Au moment ou les agents angiostatiques
spécifiques tel que ’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.

Le Céfazoline, est un antibiotique antibactérien de la famille des bétalactamines du groupe
des céphalosporines de 1' genération (polk et al., 1980). La documentation qui traite la toxicité
de ce médicament sur les embryons fait défaut, ainsi, nous prétendant étre les premiers a utiliser

le model de ’embryon du poulet pour vérifier un tel effet.

Le thé vert, Camellia sinensis, riche en composés phénoliques, particulierement les
catechins, montre une diminution en gain de poids chez des embryons du rat (Morita et al.,
2009). Ces conclusions s’accordent avec les observations que nous avons obtenues sur

I’embryon du poulet.
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2.2.Effet des traitements sur le nombre des capillaires.

Action des traitements surle nombre des capillaires
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Figure 27 : Histogramme représente 1’action des traitements sur le nombre des capillaires.

On constate que les traitements appliqués (Céfalozine, Daflon et thé) présentent trois
phénomeénes différents :

v Alors que le Céfazoline semble étre inerte par rapport a la vascularisation du CAM.

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

angiogénique.

v Pour la décoction du thé, Camellia sinensis, a I’opposé du Daflon et de le Céfazoline, elle
provoque une diminution tres significative (P<0.0002) du nombre des nouveaux vaisseaux
sanguins par rapport au témoin (2 ; 25 respectivement). Donc, il semble possible de considérer le

thé comme une plante douée de propriétés antiangiogénique.
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2.3.Effet des traitements sur ’inhibition relative des vaisseaux sanguins.

Inhibition relative des vaisseaux sanguins
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Figure 28 : Histogramme représente 1’effet des traitements sur I’inhibition relative des vaisseaux
sanguins.

A I’opposé de ce qui a été exposé précédemment, sur cette histogramme, 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 I’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
orientation dans le sens inverse par rapport a I’hydrocortisone. Donc si ce dernier est un
antiangiogénique prouvé, le Daflon semble se comporter comme un pro-angiogénique.

v Le thé diminue drastiquement la vascularisation a des niveaux dépassant I’anti-
inflammatoire stéroidien. Il atteint jusqu’a 92% de blocage. 1l présente des atteintes des tissus de
la CAM autres que les vaisseaux.

v Le Céfazoline 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, le Céfazoline (Cefazal® 1g); un complément alimentaire, le

Daflon et une préparation aqueuse de la plante, Camélia sinensis. Elle s’inscrit dans la logique de

( 1
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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 1’angiogenése et de I’anti-angiogenése vue la simplicité, le cout 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 établie, ainsi, plusieurs études sur les catéchines en particulier le gallate
d'épigallocatéchine (EGCG), I'ester d'épigallocatéchine et d'acide gallique, est le flavanol le plus
abondant du thé, connu pour étre un puissant antioxydant (Higdon, 2003). Ces études font la
liaison entre EGCG et ’effet antiangiogénique du thé (Tang, 2003). 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 rdle vasoprotecteur (Nardarajah, 2014), il est

possible qu’ils soient impliqués dans 1’induction proangiogénique.

Nous avons relevé I’absence de quelconque effet de I’antibiotique Céfazoline. D’aprés nos

consultations, c’est la premicre 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).
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Conclusion

Afin d’explorer I’effet anti-angiogénique des médicaments et des petites molécules des
plantes, nous avons opté pour un test, in ovo ’effet inhibiteur de 1’extrait aqueux du thé
commun, Camellia sinensis L. Ainsi que I’effet de Cefazal® 1g et de daflon® 500mg vis-a-vis la
néovascularisation de la membrane chorioallantoidienne (CAM) de I’embryon de poulet. Bien
que préliminaire, les résultats obtenus suggérent un effet anti-angiogénique. Ainsi, a 3g/50ml,
I’extrait aqueux du thé commun, Camellia sinensis L, réduit de facon significative la

vascularisation du CAM par rapport au témoin. Et un effet pro-angiogénique pour le Daflon.

De cette etude, il ressort que la plantes Camellia sinensis L. douée de propriétés
antiangiogénique pourrait constituer une source de biomolécules prometteurs (EGCG,...) dans la
pharmacothérapie antiangiogénique 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 1’arsenal thérapeutique qui vise a consolider la
vascularisation, tel est le cas de I’angiogenése thérapeutique lors des accidents vasculaires

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

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

par :
> Revérifier les données recueillies sur des échantillons plus larges.

> Recourir a des modeles expérimentaux plus performants, cultures cellulaires, Matrigéle,

modéle murin,...
> Fractionner I’extrait aqueux du thé.

> Tester des molécules et des mélanges contrdlés a fin de mettre en évidence 1’existence de

synergie entre les différents composants.
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Résume

Au cours des derniéres années, des thérapies anti-cancéreuses ciblant 1’angiogenése
tumorale ont été développées et ont démontré un bénéfice en terme de survie globale pour les

patients atteints de certains cancers métastatiques.

Cette étude explore, in ovo, I’effet inhibiteur des médicaments Cefazal et Daflon en plus de la
décoction de la plante Camellia sinensis vis-a-vis la vascularisation de la membrane
chorioallantoidienne (CAM).

A des doses de saturation, 1’extrait aqueux de Camellia sinensis diminue 92% de la
vascularisation de la CAM ; le Daflon I’augmente de 80% et le Cefazal 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 thé vert affiche des tendances antiangiogénique, alors que le cefazal semble étre inerte. .
Donc, le the vert mérite une exploration approfondie de son potentiel angiostatique dans le cadre

d’une approche thérapeutique.

Mots-clés: Cancer, Cefazal, Daflon, Camellia sinensis, L’angiogen¢se, Membrane
chorioallantoidienne (CAM).



Abstract

Several anti-tumoral therapies targeting angiogenesis have been developed over the recent

years and have demonstrated benefits for several metastatic cancers.

Herein, we explored, in ovo, the inhibitory effect of Cefazal, an antibiotic drug; and Daflon,
a vasoprotective flavoinoids mixture and Camellia sinensis plant decoction against the

vascularization of the chorioallantoic membrane (CAM).

Our findings suggest an angiostatic effect of Camellia sinensis aqueous extract estimated to
be approximately 92% of the CAM vasculature. Whoever, Daflon increased the vasculature
density of the CAM by almost 80%. Finaly, Cefazal, seems to not interfere with the CAM

vessels.

These data evoke a proangiogenic effect of Daflon; anti-angiogenic potential of Camellia
sinensis , where Cefazal exhibit no activity toward the CAM vasculature. Hence, Camellia

sinensis may be proposed for anticancer clinical studies.

Key words: Cancer, Cefazal, Daflon, Camellia sinensis, angiogenesis, chorioallantoic
membrane (CAM).
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Annexe 01 : Les principaux facteurs angiogeniques.

Facteurs
angiogénigue s

VEGF-VEGFR

PDGF-
PDGFR

FGF-FGFR

TGFR-TGFBR

Angiopo#tines (Ang-1,
Ang-12) et leurs Mcepteurs

I ntégrines

Effets biclogiques

VEGFR-1: (+} migration des cellules
endothéliales (LE)

VEGFR-2 : (+} survie, copacité de
migration et praolifération

{+) Permé&nbilité vesculaire

{+) Prolifération des péricytes et des
cellules musculaires lisses

{+) Migration, assemblage dans la
paroi wasculaire [17]

{+1 Pralifération et migration des CE
{outocrines) [19]
{+) Morphogenése des microcapillaires

{+) Angicgenese
{+) Potentiel métostatique des
cellules tumaroles

Amg-1 et Ang-2 lient le récepteuwr Tie-2
Ang-1: {+) survie des CE, intégration
dans la parei vasculaire

Ang-2 : {+) prolifération et migration
des CE (si VEGF et FF) [23]

{+) Adhésion cellule—cellule
{+) Adhésion cellule-MEC

Implication en cancérologie

Uhypoxie induit I"expression du VEEF-A
[31

Le VELF-A est surexprimé dons de nom-
breus modéles tumoroux [4, 5]

Surexpression du PDGF dans plusieurs
types de cancers (pancréas, poumoen)

FGF : surexpression fréguente {prostote,
mélanome)

FGFR : surexpression et/ou mutaotions
activatrices (vessie, sein, estomac)

Surexpression de TEFP (prostaote) +
phénotype tumoral agressif [21]

Tie-2 : sélectivement exprimé par les CE
Lo meutralisation d'Ang-2 diminue la
densité microwasculaire tumorale

{+) Migrotion et angiogenése (wia I"orgo-
nisation du crtosquelette, o forme et lo
motilité des cellules endothéliales)

Anticorps
an développement

AMG-T4, HuMVEZ3
{enti-VEGF)
IMC-1C11, DE101
{anti-VEGFR-2) [12]
IMC-V18
{mnti-VEGFR-1)

183 [18]
{onti-PDGFRE)
IC3
{anti-PDGFROL)

KM1334 [20]
{mnti-FEFEE)
IMC-AL, IMC-4H,
IMC-HT
{enti-F&FR1}

Anti-TGFR [22]

Anti-Ang-2 [24]

Anti-ctwB3
Etoracizumab (Abégrin®)
a &bé testé ovec succes
en phose |, est octuel-
lement en phase 11 [25]

Annexe 02 : VEGF Amplification de I’angiogenése tumorale par apport de facteurs de

VEGF

croissance.

VEGF
bFGF
TGFB-1

VEGF
bFGF
TGFB-1
PLGF

VEGF
bFGF
TGFB-1
PLGF
PD-ECGF

VEGF
bFGF
TGFB-1
PLGF
PD-ECGF
Pleiotrophin
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Annexe 03 : Action des molécules ciblée
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Annexe 04 : Représentation schématique des médiateurs moléculaires et cellulaires du switch

angiogénique.

Hyperplasie Tumeur vascularisée ou
ou micrométastase métastase vascularisée
HSP2T @ _ fyeqr ‘
EET FGF -1
PIGF MMP9 |
| PDGF Héparanase|

Thrombospondine 1 Pléiotrophine Cathepsine .—2

Switch
angiogénique

VEGF
MMP9

@  Cellule tumorale

= - (Cellule immunitaire

ws. Cellule stromale

/ Vaisseau sanguin

Annexe 05 : L’angiogeneése est une caractéristique de la tumeur (Hanahan et al, 2000)

Blood vessels/~

Large, highly |~ Growth factors
vascularized tumor
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Annexe 06 : Les récepteurs de VEGF et liaison avec la famille VEGF.

VEGF-A 424
VEGF-A a5
VEGF-A
VEGF-Bgr 165
VEGF-A
VEGF-B1gs ‘u'EGF-Am VEGF-E VEGF-C
PIGF-1,2

VEGF-D

=N
B8 T B8 Ea

VEGFR1 MREP-1 VEGFR2 VEGFR3  MAP-2
(FIt-1) {Flk-1/KDR) (Fit-4)
l |
Vasculogenesis Lymphangiogenesis

Angiogenesis

Annexe 07 : Angiogenése et métastase.

Distant
metastasis
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Annexe 08 : Le prélévement de I’albumine.

Annexe 09 : Une fenétre d’environ 1cm de diamétre découpée dans la coquille des oeufs
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Annexe 10 : La révélation de la membrane chorioallantoidienne

Annexe 11 : Le déroulement du test CAM.




Annexes




Annexes

Annexe 12 : Observation du CAM sous stéréomicroscope.
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