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Abstract

Cancer is a public health burden its cure and relies, among other things, on surgery,
radiotherapy, chemotherapy, hormone therapy and targeted therapies. Among new therapeutic
strategies, blocking angiogenesis is the subject of numerous clinical trials. And this study
explores, in ovo and ex ovo, the inhibitory effect of the drugs azithromycine, levocabastine
and garlic filtrate (Allium sativum) on the vascularization of the chorioallantoic membrane
(CAM). So At saturation doses, I’azithromycine decreases 48% of the vascularization of the
CAM which corresponds to half of the effect of dexamethasone (positive control);
Levocabastine shows no interaction with the vessels and garlic filtrate shows CAM irritation,
bleeding, thrombosis. And these data suggest that azithromycine has an anti-angiogenic
effect; raw garlic filtrate displays a destructive. Therefore, garlic and azithromycine are
candidates for further exploration of its angiostatic potential as part of a therapeutic approach.

Keywords: cancer, angiogenesis, chorioallantoic membrane, azithromycine,

Levocabastine , Garlic (Allium sativum).



Résumé

Le traitement des cancers constitue un probléme de santé publique et repose
entre autres sur la chirurgie, la radiothérapie, la chimiothérapie, I’hormonothérapie et
les thérapies ciblées. Parmi les nouvelles stratégies thérapeutiques, le blocage de
I’angiogenese fait 1’objet de nombreux essais clinique. Et cette étude explore, in ovo
et ex ovo, I’effet inhibiteur des médicaments I’azithromycine, lévocabastine et le
filtrat de I’ail (Allium sativum) vis-a-vis la vascularisation de la membrane
chorioallantoidienne (CAM). Alors a des doses de saturation, 1’azithromycine
diminue 48% de la vascularisation de la CAM ce qui correspond a la moitié de 1’effet
de la Dexaméthasone (témoin positif); La Iévocabastine ne traduit aucune interaction
avec les vaisseaux et le filtrat de 1’ail montre une irritation des CAM, des
saignements, des thromboses. Et ces données laissent croire que 1’azithromycine
possede un effet anti-angiogénique, le filtrat de I’ail affiche un effet destructeur des
vaisseaux sanguins, alors que La lévocabastine semble étre dépourvue d’action
antiangiogénique. Donc, I’ail et I’azithromycine et méritent une exploration
approfondie de son potentiel angiostatique dans le cadre d’une approche

thérapeutique.

Les mots clés : cancer, angiogenese, la membrane chorioallantoidienne

L’azithromycine , Lévocabastine, Ail (Allium sativum).



uadlall

Sl 2ol s eladY ZMall ¢ sl pall o adiad dde s AE g laudl 2o

4 gaal dpe V) A1 53 e ¢ Baaad) A Slall Claagl W) (g Ges L Aagiesall Cladlall 5 S ga el 001
A ((Aanl zol Jal) Gdadll deall 138 A e 5 el coladll e el £ g g
(Allium sativum) » sl =& e 5 lévocabastine ¢ Azithromycine Jie 43 52¥ hafiall il calisil
Ji& il 4 Azithromycineo! @il jels LS, (CAM) oasiiall slLiall 4 sanll Zae 5V dgal ga
Dexamethasone i (e caadl Jig 5 CAMJ dasedl de Y e 748
(Allium sativum)asill = e 56 Ll ¢ e W) e e jin Y lévocabastines(laslals)
Ll ¢ dae O sbae s 4l Azithromycined! <l s3a i 5 CAM JI (B by med edas
. Iévocabastine J e 51 o il ax 50 Y 4l sa cn ¢ Ageall e U jare L5 4l 4 gl i 5
L oY) GBala) sliae 70 Lagllaxtins) dual Alans il ol ey o Sy Azithromycine s a5l ¢l

el (o e g2 A sl

s lévocabastines Azithromycines sasiall sLiall ¢y saall dae 31 (53 S5 ¢la_uall: dpasd ) Cilalsl)
.(Allium sativum) a s



Table des matiéeres

Résumé
Liste des abréviations
Liste des figures

Liste des tableaux

Introduction
Partie I : Synthése bibliographique
Chapitre | : biologie du cancer
=T o] (oo TN [N o g Tor=] SRRSO 4
1. DEFINITION QU CANCET ...ttt 4
I.2. Les caractéristiques des CellUleS CANCETBUSES ..........cvrveuiriririeinieiriee e 4
[.3.L8S CAUSES ...ttt stttk b e e Rt e bRt e Rt Rt e n e eR e r e r e nre s 5
1,418 CANCEIOGENESE ......vecveeerecte ettt st te et s teete et e s te et e s beateesbesbaesbesbeeteesbesbeeeesbeessesbeetaebenreas 7
AL TINIEIALION Lottt bbb 7
4.2, L8 PIOMOTION ...ttt ettt b et b et e e bt e bt bbb r e 7
4,318 PrOGIESSION ...ttt etttk b bttt ettt b bbbt e st ettt bbb b 8
1.5.Propagation métastatiquedes cancers (invasion tumorale)............ccccevviiieveiienceseccieseenen 9
1.6.Génes impliqués dans 1a CANCEIOGENES ........ccveiviiieiiiieeie et esreste et sre e e sre e reera e b sre s 10
B.1.GRNES SUPPIESSEUIS. .....vevevievesiatesesteseetesestesesteseebe e beseese b ebese e st et e st st e st et ese st e e sbene st e e ebe e anens 10
B.2.PTOLOONCOGENE ...ttt et ettt b bttt b ettt et et n s 11
L. 7. TTaItEMENT QU CANCET .....eiiitetieiee ettt ettt n e 11
7. L8 CRETUNGIE .ttt bbbttt ettt 11
7.2 RAAIOtNAIAPIE. ... vttt ettt ettt 12
|.7.3.Traitement MEdiCAMENTEUSE. .........cueuiuiirieieieieie e 12
RS T8 1 144 1T 11 T=] = o 1 ST 12

7.3.2.HOrMONOTNEIAPIE .......ccviiiiicie et 13



7.3.3. IMMUNOTNEIAPIE. ....cvi et sre st ene s 13

7.3.4.Thérapie antiangiogENIGUE ........cecveuiriririeirieinie et 13

Chapitre 11 : Angiogeneése

I1. Systeme vasculaire: vasculogenése, angiogenese et lymphangiogenese............ccco....... 15
TLLVASCUIOGENE ... ..ottt ettt 15
N g Lo T 01T T USRS 16

2.1. L’angiogéneése physiologique (par germination)..............ccvveveenenvrennennen 17

I1.2.2. Les étapes de I’angiogenese phySioloZIqUe .......cccovvverieriiiiiciieniiieieeneeeies 17
2.2.1.La déstabilisation (désassemblage) ........ccccoveveiieeeieie e 17
2.2.2. LA SBIECLION ...ttt 17
2.2.3.18 MUGTATION .....viviiicieeeee ettt ettt ettt 18
2.2.4. Lafusion et la formation de 1a TUMIEIe ..........cooiiiiriiiiiiieee s 18
2.2.5.La maturation et le fIUX SANQUIN...........cccoiiiiiiiiice e 19

[1. 3. LYMPROGENESE ...ttt ettt re e anes 20

IT .4 Médiateurs de ’anglogenese .........cuevviiiiiieiiiiiiiieiee e 21

4 .1. Les activateurs de ’anglogenese .........cccovverrreerriiiieriieeeseeeee e 21
4 .2.Les inhibiteurs de I’angiogenese. .........couervrireiririiiic e 23
IL5. L’angiogenese patholOZIQUE .........cooveiviiiiiiiiiiiiesiec s 24
5.1. L’angiogenese tumMOTal..........ccoiviiiiiiiiiiiiii e 24
5. 2. Les mécanismes de I’angiogenese tumMOrale ..........cc.cuevveerienenenesesesieinenns 25
5. 3. Le SWItChangiogeNIGUE .........coveiiiiiiiieieie e 25
I1.6.Le role d’hypoxie dans I’anglogeNneSe. ........covvrreerririeenieeieene e 26
6.1.Sous une tension d'oxygéne normale (NOFMOXIE) .......cceevveevieiieieeiieieesie e 27
6.2.Sous faible tensions d'oXxygene (NYPOXIE)........ccevvevveieeieiie i 27
IT.7.Ro6le de I’angiogenése dans la progression tumoral et la métastas ................... 28

Il .8. La vascularisation tumorale et la vascularisation normale..........cccccceevvvvennnn.. 29



[1.9. Thérapie anti-angiogeNIQUE..........coveieeieeieiieeseeie e e se e sre e e e 30

9.1.Les anticorps MONOCIONAUX ........c.ecvueiiiiieeieiie e sie e se et 31
9.1.1.Le bevacizumab (AVAStINR) ........ccooeiiiieiieiiee e 31
9.2.Inhibiteurs de tyrosine kinase des VEFG-RS..........cccocoiiiiiiiiiiiccee, 31
9.2.1.Le sunitinib (SULENTR).......c.civeiieieceee e 31
9.2.2. Le sorafenib (NeXaVarR).........ccccceiveiieieiieese e 32

I1. 10. Les avantages de la thérapie antiangiogenique ...........cccevvrererereneninnnes 32
I1.11.Les inconvénients de la thérapie anti-angiogenique ..........ccocceerveerereneene, 33
11.1 Atteintes cardio-VasCUIAITES ........cccoeviierieie e 33
112 AtEEINTES FENAIES.......iiii it 33
11.3.Atteinte cutanée et deS MUQUEUSES .......ccveevveeveireerieeresieeseeeeeseeseeseesneas 33

Chapitre I11:Reprofilage et phytothérapie

I11.1.Reprofilage des médicaments dans la thérapie anti-angiogénique ...................... 35
1.1. Définition de la réorientation des medicaments..........ccocooeevrirereiincnenieenns 35
1.2.Exemples des médicaments réutiliSES..........ccovvviveieiieieeie e 35

II1.2. effet de phytothérapie sur I’angiogénese..........cccovvvvviiiiiiiiiiciiccnc e 36

2.1. Définition de la phytoth€rapie ..........ccoceeiieiiiiiiiee e 36
2.2. La phytothérapie et I’effet anti antigénique ..........ccocovvvereeiinicnieneeeseee, 37
2.3.Les activités pharmacologique de I’ Allium sativum (Ail).........c.ccooevriiiinenn 38
2.4 La classification systématique de P Ail .......ccccooviiiiiiiiiiiii, 39

Partie 2: Etude expérimentale

Chapitre 1V : Mateériel et méthodes

IV. Matériels et MEtNOAES ..o 40
IV L TSR 11 OV0 ettt et e e e e e e e e e e e e e nnnns 40
1.1 Collecte des eufs et TNCUDAtION ovvnneeeeie e 40

1.2 Préparation des membranes chorioallantoidienne ..........c...ccccceevenen. 41



Y 1Ty =) Q0 1Y, o TP 42

IV.3. Préparation des SUDStanCes teStEES ........cccvevveiieiiere e 43
3.1. Préparation de la Dexasone® 4mg/ml .........ccccooveiiiniininninciceee 43
3.2..Préparation de 1’azithromycine ® 300mg /7.5ml.........c..ccccccvevivirrenenn, 44
3.3.0rigine de Iévocabastine ® 0.05%0 ..........ccccvveveiiererenese e 45

3.4. Origine du Matériel biologique (Végétal) et préparation le filtrat de 1’ail

(ATTTUM SALIVUM) .ttt sttt 45
IV.4. Déroulement du test CAM (N OVO) ....ocueveiiiiriiieiie e e 45
V.5 .Déroulement du teSt CAM (EX OV0).......coiveiueiieiiierie e sie e iee et 47
IV.6.ANAIYSE StALISTIQUE .....c.veieeeieeiecie et nre s 47

Chapitre V : Résultats et discussions

V .1.Evaluation qUAlITAIVE. ...........ooiiiiiiiecc s 48
V.2.Evaluation qUantIitatiVe............c.ccveiuiiieie e 54
Conclusion

Références bibliographiques

Annexes






Liste des figures

Figure 01 : Les six caractéristiques d’un cancer (Hanahan et Weinberg, 2000)......... 5

Figure 02: Caractéristiques émergentes et caractéristiques habilitantes(Hanahan,

2011 ettt 5
Figure 03 : les étapes et stades du cancer (Yakota, 2000) ........cccccoverererenenesinsnannns 8
Figure 04 : les étapes d'invasion des tumeurs et de metastase (Hejmadi, 2009) .......... 10

Figure 06 : Les mécanismes moléculaires de sélection de la cellule de front (Eilken et
AAM, 2010) ..ttt bbb 18

Figure 07 : Schéma illustrant les étapes de I'angiogenese physiologique (Duran et
L2 0 ) S 19

Figure 08 : Interactions entre les activateurs et les inhibiteurs de I’angigenése(Huynh,

100 ) ISR 26
Figure 09 : Régulation de I’activité de HIF-1(Gothié et Pouyssegur, 2002).............. 28
Figure 10: Angiogeneése et métastase (Bielenberg et Zetter, 2015).........ccccccevevreenenn. 29

Figure 11 : Observation d’un réseau vasculaire normale et tumorale (Alami, 2019).30

Figure 12 : Syndrome mains-pieds (Fléchon et al., 2010 ).......cccccovevieieeiiiie e, 34
Figure 13 : Désinfection des ceufs avec I’éthanol @ 70%........ccooveereiieieeiiiiicnieiee 40
Figure 14 : Incubation des ceufs a I’incubateur (WQOT) ......coocvvviiiiniiiiiencseseseiens 40
Figure 15: Vérification de la fécondité des eufS ........ccovvriiiiiiiiiiiicic e 41

Figure 16 : localisation de I'embryon et La chambre a air............ccccoceovveiiiiciieieennenn, 41



Figure 17 : Préléevement de I’ AIDUMEN.......cceovviiieiiiiiiieece e 41

Figure 18 : aspect d’un ceuf 1€ghOrN a j 3 ...ccoooiiiiiiiiceec e 42
Figure 19 : Révélation de la membrane chorioallantoidienne aj 8 .........ccccoeevevniennen. 42
Figure 20 : préparation d’un systeme de culture d'embryons de poulet ex-ovo............. 43
Figure 21:dexaméthasone 4mg/Ml.........cccoveiiiiiiicie e 43
Figure 22 : préparation de Dexasone 4mg/mMl..........cccocevieiiiieiiieie e 44
Figure 23 :Azithromycine® 300mg/7.5ml ........cccooiiiiiiiiiiee s 44
Figure 24 : préparation de I’azithromycine ® 300mMg/7.5ml..........ccccoviiiiiiiiiniininnnns 44
Figure 25 :16vocabastine® 0,05%0.........ccueiieiiiieiieie e 45
Figure 26 : préparation de filtrat de ’ail (Allium sativum) ..........cccoveveeiieiieiiececn, 45
Figure 27 : application 5ul de solutions préparées sur la CAM...........ccocevvereneieniennn. 45
Figure 28 : application de filtrat de 1’ail (Allium Sativum) .........cccoceveiininiiiniies 47
Figure 29: VaisseauxX du sac VItellin...........cccooeiiiiiiic i 48
Figure 30: VaisseauX de 1a CAM..........ooiiiiiiiie st 48
FIQUIE 3L 2 CAM QU8 ..ottt 48
FIQUIE 32 CAM QJL4 ...t 48

Figure33 :Observation des vaisseaux primaire, secondaire et tertiaire sous

SEEPEOMICTOSCOPE. .. .cuveeirectee ittt et ettt ettt st et e b e s b e sbe et e s be e s be et e ebaesbeessesbeeabeensesnneeas 49
Figure34: Vascularisation normal de 1a CAM ..o 49
Figure35: Résorption des vaisseaux sanguins dexa a J12........ccoceovevereienenenenennnns 49
Figure36: (Euf traité par 1’eau physiologique, observation 8 J12...........ccccecererrvniennn. 50

Figure37: Un (Euf traité par lévocabastine® 0.05%, observation a J12............c.cc..c.... 50



Figure38: Un oeuf traité par azithromycine ® 300mg/7.5ml, observation a J12 .......... 50

Figure39: Aspect d’un embryon et ses CAM, amnios et sac vitellin ex ovo a J8.......... 51
Figure40: Effet de filtrat de I’ail sur la CAM appliqué, eX 0V0, aJ8........ccccerervrvruennnn. 51
Figure4l: Effet de filtrat de I’ail sur la CAM appliqué, in 0V0, 8 J8.......cccevevveeniennnn. 51

Figure4l: Effet de filtrat de I’ail sur la CAM appliqué, in ovo, a J8, observation sous

R (=] £=T0 1[0 (0T oTo] o= TSRS 52
Figure42: EmDryon MO €X OVO .......ccoiiiiiieiiiieieienie ettt 52
Figure42: EmbBryon MOrt iN OVO........c.cooiiiiiiiiiieieiee et 53
Figure43: Embryon (CAM) INFECLE ......c.oooieeeeecee e 53

Figure44: Action des traitements sur la vascularisation des CAM...........ccccccevveveennenn. 54



Liste des tableaux

Tableau 01:Agents favorisant le développement d’un cancer (Fridman et Sautes
Fridman, 2014) ....c.oo oottt a e reenae e 6

Tablaux 02 : Les plantes et leurs principaux composés déerives avec anti-COX effets
(Hoseinkhani et al., 2020) ........oouiiiiiieie et 37

Tableaux 03 : Plantes et leurs dérivés ayant des effets spécifiquement inhibiteurs du

VEGF (Hoseinkhani et al., 2020) ........c.ccoeiiiiiiicieese e o 38



Liste des Abréviations
ADN : Acide désoxyribonucléique
AINS : Anti inflammatoire non stéroidien
Ang-1: Angiopoietin -1
Ang-2 : Angiopoietin -2
ART : Artesunate
Azith : Azithromycine
bFGF : Basic Fibroblast Growth Factor
BRAF : B-Rapidly Accelerated Fibrosarcoma
CAM : Membrane chorioallantoidienne de 1’embryon de poulet
CD8+T : Cluster de différenciation 8+T
CE : Cellule Endothéliale
CIRC : Centre international de recherche sur le cancer
c-KIT : Stem-cell Growth Factor Receptor
COX: Cyclo-oxygénase
COX-2 : Cyclo-oxygénase-2
CTLA-4 : Cytotoxic T-lymphocyte antigen 4
DLL4 : Delta-Like Ligand 4
Dxm : Dexaméthasone
ECM : Matrice extracellulaire.
EMEA : Europe Middle East & Africa
ERO : Especes réactives de I’oxygene
FDA : Food and Drug Administration
FGF : Fibroblast growth factor
FGFR : Fibroblast growth factor receptor
FLT3 : Fms related tyrosine kinase-3

HGF : Hépatocyte Growth Factor



HIF : Hypoxia-inducible factor

HIF-1 : Hypoxia inducible factor



HIF-a : Hypoxia inducible factor-a

HIF-B : Hypoxia inducible factor- 3

HIF-f3 : Hypoxia inducible factor-f3

HRE : Elément de réponse a I’hypoxie

HSPG : Héparane-sulfate protéoglycanes

HTA : Hypertension artérielle

IGF : Facteur de croissance de type insuline

IgG1 : Immunoglobuline G1

ITK : Inhibiteur tyrosine kinase

Jagl : Jagged 1

Lvt: Lévocabastine

MEC : Matrice extracellulaire

MMP : Matrix métalloproteinase

ORL : Oto-rhino-laryngologique

PAI-1 : Inhibiteur de I'activateur du plasminogene-1
PD-1 : Programmed cell death 1

PD-ECGF : Facteur de croissance des cellules endothéliales dérivé des plaquettes

PDGF : Facteur de croissance dérivé des plaquettes



PDGF-B : Facteur de croissance dérivé des plaquettes B

PDGFR : Platelet derived growth factor receptor

PDGFR-b : Platelet derived growth factor receptor-b

PHDL1 : Prolyl-hydroxylase domain 1

PHD?2 : Prolyl-hydroxylase domain 2.

PR : Polyarthrite rhumatoide

pVHL : Von Hippel-Lindau.

RAF : Rapidly Accelerated Fibrosarcoma

RR : Risque relatif

siRNA : Acide ribonucléique interférent

SMP : Syndrome main-pied

TAA : Tumor associated antigens

TGF-B : Facteur de croissance transformant-f3

Tie2 : Tyrosine kinase with immunoglobulin and epidermal growth factor homology
domains — 2

TIMPs : Tissue inhibitors of metalloproteinases

UV : Ultra-violet

VEGF : Vascular endothelial growth factor

VEGF-A : Vascular endothelial growth factor-A



VEGF-C : Vascular endothelial growth factor-C

VEGEFR : Récepteur de facteur de croissance de I’endothélium vasculaire.
VEGFR-2 : Vascular endothelial growth factor-2

VEGFR-3 : Vascular endothelial growth factor-3

VEGF-RI : Vascular endothelial growth factor recepor-1

VIH : Virus de I‘'immunodéficience humaine

WQO1 : Incubateur d’ceufs



Intreduction



Introduction

Introdution

Le cancer parmi les principales causes de morbidité et de mortalité dans le monde. Il
représente a lui seul le plus important obstacle a I'augmentation de l'espérance de vie dans
tous les pays du monde au 21éme siécle (Freddie, 2018).

En 2018, Le Centre International de Recherche sur le Cancer (CIRC), estime qu'un
homme sur cing et une femme sur six dans le monde développeront un cancer au cours de leur
vie, et qu'un homme sur huit et une femme sur onze mourront de leur maladie (Organisation
Mondial de la santé, 2018).

Les nouvelles données mondiales sur le cancer suggérent que le nombre de personnes
ayant été diagnostiquées atteignait 18,1 millions (Lambrigts, 2021). Et 9,6 millions de déces
par maladie de cancer (Organisation Mondial de la santé, 2018).En Algérie, le nombre de
cancer estimé est passé de 40.000 nouveaux cas en 2012 a 55.000 en 2018 (JP, 2020).

La néovascularisation intervient physiologiquement dans de nombreuses situations
comme I’embryogenése, le cycle utérin, la réparation tissulaire. Plusieurs pathologies non
tumorales comme les maladies systémiques inflammatoires ou le psoriasis font également
intervenir des phénoménes d’angiogenése au cours de leur processus pathologique (Weidner,
1991). De méme, la croissance tumorale a la phase invasive et de diffusion métastatique,

comme 1’a évoqué Folkman dans ses premiers travaux en 1971 (Folkman, 1971).

Toutes les données indiquent qu'il existe une corrélation essentielle entre agressivité
tumorale, pouvoir métastatique et présence d’une néo-angiogenése tumorale (Coulon,
1999).Hormis de rares exceptions, les tumeurs bénignes tendent a croitre trés lentement et
sont trés peu vascularisées, sans disséminer dans I’organisme. Il est démontré une corrélation
directe entre I’importance du réseau vasculaire contenu dans les différentes tumeurs malignes

et leur potentiel métastatique (Weidner, 1991).

Le développement d'agents anti-angiogeniques spécifiques apparait comme une
approche thérapeutique intéressante pour le traitement du cancer et d'autres maladies
dépendantes de I'angiogenese (Quesada, 2006). Et de nombreuses étapes sont encore
nécessaires pour développer la classe d’agents anticancéreux. Les recherches s’orientent

actuellement vers une utilisation couplée de traitements visant a inhiber 1’angiogenése et de



Introduction

traitements cytotoxiques (chimiothérapie ou radiothérapie). Une synergie est rapportée entre

ces deux types de thérapeutiques dans plusieurs études expérimentales (Coulon, 1999).

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 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).

Alors que I’utilisation a grand échelle de cette catégorie thérapeutique commence a
révéler les risques qu'ils entrainent (Abdel-Rahman et Fouad, 2016). Sans oublier le fardeau
économique qu’exerce le recours a des médicaments de référence, princeps (Coon et al,
2010), certains composes naturels d'origine végétale sont capables d'empécher la formation de
ces nouveaux vaisseaux sanguins dans la tumeur et inhibent également la prolifération et la

croissance des cellules cancéreuses (Hoseinkhani, 2020).

D’autre part, le développement de novo de médicaments est un processus long et
codteux. 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.
Pour cela, ils recoursau reprofilage, le processus de trouver de nouveaux usages pour des
médicaments existants en dehors de I'indication initiale pour laguelle ils ont été initialement
approuvé (Mucke, 2015 ; Stoddard et al., 2016; Ishida et al., 2016). Ainsi, I’ Artesunate
(ART) un anti-malarial bien connue reputé faiblement toxique, montre une action
anticancéreuse sélective et anti-angiogénique contre le carcinome cellulaire du rein (Jeong et
al, 2015).



Introduction

Dans cette recherche, nous avons étudié l'effet de certains médicaments tels que
«I’azithromycine , lévocabastine» et d'une substance végeétale naturelle de filtrat de «Allium
sativum» par un modele expérimental, in ovo et ex ovo, le test CAM, pour explorer son effet
anti-angiogénique.

Ainsi, cette étude se divise en :

- Synthése bibliographique des connaissances actuelles dans le domaine de la biologie
du cancer, de l'angiogenese ,des thérapies antiangiogéniques, le reprofélage et la
phétotérapie.

- Une exploration, in ovo et ex ovo du potentiel inhibiteur de la néovascularisation d’un
médicament antibiotique, 1’azithromycine , et I’antihistaminique lévocabastine Ainsi
de filtrat d’Allium sativum utilisé pour le traitement des dysfonctionnements du
systéme vasculaire veineux.
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Chapitre 1 Biologie du cancer

I. Biologie du cancer

1.1.Définition du cancer

Le cancer est un groupe de maladies des organismes multicellulaires supérieurs. IL se
caractérise par des altérations de I'expression de plusieurs genes (Raymond et al ., 2007).Ces
changements (mutations de 1’acide désoxyribonucléique(lI’ADN)) produisent des protéines qui
perturbent le délicat équilibre cellulaire entre la division cellulaire et la quiescence, ce qui

donne des cellules qui continuent de se diviser pour former des tumeurs (Hejmadi, 2009).

La tumeur peut étre considérée comme bénigne, elle est généralement tres petite et
étroitement liée a son origine. Ne met généralement pas la vie en danger (Paraic, 2007).Une
tumeur est dite maligne, une fois quelle devienne invasive et commence a se propager a partir
de son site d’origine. Dans ce cas elle représente une menace réelle et sérieuse pour la vie de

la personne. Ce processus est appelé métastase (Paraic, 2007).

I.2.Les caractéristiques des cellules cancereuses

En 2000, Hanahan et Weinberg ont publié leur revue influente : les caractéristiques
du cancer (Hanahan et Weinberg, 2000). Ou ils ont tenté d'organiser les complexités denses
de la biologie du cancer en six caractéristiques principales (Figure 01) l'autosuffisance des
signaux de croissance, l'insensibilité aux signaux anti-croissance, échappement a l'apoptose,
un potentiel réplicatif illimité, une angiogenese soutenue et une invasion tissulaire et des

métastases.

Une décennie plus tard, dans une revue de mise a jour a ajouté deux caractéristiques
émergentes : la reprogrammation du métabolisme énergétique et I'évasion de la réponse
immunitaire, et deux traits habilitants : l'instabilit¢ et la mutation du génome, et
I'inflammation favorisant les tumeurs (Hanahan et Weinberg, 2011 ; Weinberg, 2014)
(Figure 02).
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Figure O1 : Les six caractéristiques d’un Figure 02 :Caractéristiques émergentes et
cancer (Hanahan et Weinberg, 2000) caractéristiques habilitantes(Hanahan, 2011)

1.3.Les causes

Les données épidémiologiques indiquent que la plupart des causes du cancer chez
I'nomme sont des facteurs environnementaux ou le mode de vie de la personne (Ames et
Gold, 1990).

Le World Cancer Research Fund et I'American Institute for Cancer Research
considerent comme cause des cancers les différents facteurs suivant: le manque d'allaitement
maternel, l'augmentation de la taille adulte et les modes de vie sédentaires. Le Régime
alimentaire en particulier (le béta-carotene, la viande rouge, les viandes transformées, les

régimes pauvres en fibres) (Blackadar, 2016).

Les cancerogénes font référence au grand nombre de substances mutagénes ou non-
mutagenes qui induisent la majorité des cancers humains (Probst et Bewsey, 2008). Ces
derniers regroupés dans trois types d’agents (physiques, chimiques et biologiques) agissent en

modifiant le génome d’une cellule (Monier et Tubiana, 2008).

Les agents chimiques :les cancérogenes chimiques sont des molécules qui non
seulement auront tendance a interagir avec l'intérieur hydrophobe des molécules d’ADN, mais
s'intercaleront également dans les membranes et les cancérogenes ultimes hautement réactifs
pourraient bien avoir des demi-vies beaucoup plus longues dans de tels microenvironnements
hydrophobes (Stoddart, 1983).
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Les preuves épidémiologiques sur la relation entre les produits chimiques réactifs et le
cancer sont examinées. Ces trés réactifs notamment (acrylonitrile ; bis [chlorométhyl] éther et
chlorométhyl méthyl éther ; 1,3-butadiéne, oxyde d'éthylene ; formaldéhyde ; gaz moutarde ;
acide sulfurique ; et chlorure de vinyle) varient en termes d'utilisation et d'exposition. Tous

sont des cancérogenes pour les animaux (Dich et al., 1997).

Les agents biologiques: |l existe maintenant des preuves suffisantes de
cancérogenicité chez I'nomme pour le virus lymphotrophique & cellules T humaines
(Blackadar, 2016). De nombreuses autres causes de cancer ont egalement été identifiées par
I'Agence internationale de recherche sur Cancer (CIRC), notamment: les parasites, les
champignons, les bactéries, le poisson salé, la poussiére de bois et les herbes (Blackadar,
2016).

Les agents physiques: Le danger du rayonnement dépend principalement de sa
capacité ionisante et de sa capacité a pénétrer les tissus. Le rayonnement ultraviolet a un
mécanisme assez différent pour générer des radicaux libres et des ions, car il est absorbé soit
par les bases de I'ADN, les acides aminés aromatiques des protéines, soit par d'autres

molécules plus petites (Kripke, 1981).

Tableau 1:Agents favorisant le développement d’un cancer (Fridman et Sautés-
Fridman, 2014)

Agents

Cancers associés

Agents physiques
Rayons X

uv
Radionucléides

Leucémies, lymphomes
Mélanomes

Cancer de la thyroide
Leucémies

Agents chimigues
Tabac

Amiante

Goudron

Sciure de bois

Cancer du poumon

Cancer Oto-rhino-laryngologique (ORL)
Cancer de la vessie

Meésothéliome

Cancer du poumon

Cancer des testicules

Cancer des fosses nasales

Agents biologigues

Virus

Virus de papillome humain
Virus des hépatites B et C
Virus d’Epstein-Barr

Virus Herpés humain de type 8

Cancer du col de I’utérus

Cancer ORL

Cancer du rectum, cancer du vagin
Cancer du foie

Lymphomes

Sarcome de Kaposi
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Virus lymphotropique T Lymphomes T

humain de type 1 Cancer de I’estomac

Bactéries Cancer de la vésicule biliaire
Helicobacter pylori Cancer du poumon

Salmonella typhi Cancer de la vessie

Chlamydia pneumoniae Cholangiocarcinome hépatique
Parasites

Schistosoma haematobium

Opisthorchis viverrini

|.4.La cancérogénese

L’étude des mécanismes de la cancérogenése a considérablement fait progresser la
connaissance des processus fondamentaux qui réglent la vie des cellules dans les organismes
supérieurs, comme par exemple la prolifération, la différenciation ou encore l'apoptose qui est
une forme de mort cellulaire physiologique (Janin, 1994).La cancérogenése est la chaine
d'événements par laquelle un tissu normal devient malin (stoddart, 1983).celle-ci peut étre

divisée en trois étapes : initiation, promotion et progression (Loebet Harris, 2008 ).
1.4.1.L initiation :

Induite par une seule exposition a un cancérogene génotoxique qui induit une
génotoxicité (Hennings et al., 1993 ; Lopez et al., 2020). La génotoxicité peut se manifester
d’une part directement par action sur le matériel génétique (adduits, cassures de brins) des
catabolites électrophiles formés par bioactivation du pro-cancérogéne initial, processus sous la
dépendance de facteurs génétiques (polymorphismes) et/ou acquis (interactions enzymatiques
en phase I des biotransformations métaboliques) ou par I’intermédiaire de la production
d’espéces radicalaires telles que les espéces réactives de I’oxygene (ERO) (Botta, 2003).Cela
modifie la réactivité des cellules a leur environnement et fournit un avantage prolifératif
(Lopez et al., 2020).Cette premiére phase constitue un événement dont le changement sur le

matériel génétique est irréversible (Hennings et al.,1993).
1.4.2.L.a promotion :

Est une période de prolifération et d'accumulation de cellules prénéoplasiques
(Lopezet al.,2020).Mais souvent de facon temporaire ou réversible grace a faible dose des
agents de promotion, ces derniers sont inefficaces chez I’animal, Ils doivent étre administrés

suffisamment longtemps et a dose notable pour avoir un effet irréversible. L’irritation

7
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mécanique prolongée et I’inflammation sont des promoteurs puissants (Monier et Tubiana,
2008).

Le traitement par promoteur fournit un environnement qui permet I'expansion clonale
sélective des foyers de cellules initiées (Hennings et al., 1993).Soit que ce clone soit plus
sensible que les cellules saines aux facteurs de croissance présents, soit que 1’apoptose y soit

diminuée (Monier et Tubiana, 2008).
1.4.3.La progression

La conversion des papillomes squameux en carcinomes (appelée progression ou

conversion maligne) se produit spontanément a une faible fréquence (Hennings et al., 1993).

La progression est imparfaitement comprise, mais les agents (incluant peut-étre des
promoteurs) agissant & ce stade pourraient influencer le taux d'émergence d'une malignité
clinique a partir d'une pré-malignité (Stoddart, 1983), Telle que dysplasie et I'nyperplasie
(YYakota, 2000).

Certains clones qui se sont développé pendant la promotion croissent en I’absence de
promoteurs et a la suite d’altérations du génome de nouvelles lignées cellulaires apparaissent
des sous-clones (Monier et Tubiana, 2008). Caractérisée par la perte de la différenciation,
du controle du cycle et de la multiplication cellulaire (Loriot, 2011). L'acquisition des
capacités d'invasion locale et de dissémination a distance (formation de métastases)(Giraud
et Trédaniel, 2019).

Plusieurs travaux concernant la progression tumorale 1’associent a I’installation d’un
réseau vasculaire suite a une angiogenése tumorale (Hsieh et Tsai, 2019). Et on en conclue

que cettederniére est d’une importance cruciale pour leur métastase (Yuan et al., 2000).

Genetic Genetic
alteration aiteration
0P o® 09 000 00 f/ Og@®
OOOQOOO Genetic OOOOOO o) OO.OO 0@09,0 000000 OO:”O
< 000 09 0800 002%e . 9¢%,
F9L0 meminO000 7008080 009800 28800 ee883
090 fee & 0950 9%00 080 ¢20 0% e
Normal tissue Pre-malignant lesion Primary tumor o0 Metastasis

O : normal cell, : pre-malignant cell, @ : malignani cell without metastatic ability, @ : malignant cell with metastatic ability

Figure 03 : les étapes et stades du cancer (Yakota, 2000 ).
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I.5.Propagation métastatiquedes cancers (invasion tumorale)

On appelle métastase, I’extension a distance, de fagon discontinue par rapport a la
tumeur originale, aboutissant a la formation de nouveaux foyers tumoraux (Robert, 2013). Le
microenvironnement tumoral contribue a la migration de ces cellules et, de ce fait, a
I’invasion tumorale (Albrengues, 2014). La cascade d'invasion et de métastase implique

généralement les étapes suivantes (Figure 04).

1. invasion locale: dans ce processus, la petite tumeur in situ traverse la barriere
de la membrane basale (Hejmadi, 2009).

2. intravasation: la tumeur envahit la matrice extracellulaire. Elle passe ensuite
dans la circulation sanguine ou lymphatique (Albrengues et al., 2014).1l s'agit
d'une étape critigue dans cette voie et elle implique un changement
morphologique complexe, dans lequel la cellule cancéreuse acquiert des
propriétés d'invasivité et de motilité cellulaire.

3. Transport: Les cellules cancéreuses voyagent dans le sang ou la lymphe
jusqu'a ce qu'elles s'ancrent dans un tissu de support solide, les cellules
cancereuses survivantes se logent dans le premier ensemble de capillaires
qu'elles rencontrent (principalement en raison des grosses cellules bloquant le
petit passage des capillaires) et forment des microthrombes (Hejmadi, 2009).

4. Extravasation : quitter la circulation lymphatique ou sanguine pour gagner
I’organe ou elles s’implanteront (Robert, 2013).

5. Formation de micrométastases: lors de [I'extravasation, les cellules
cancéreuses sont maintenant capables de réactiver les voies de prolifération
cellulaire et de former une petite masse tumorale qui se développe soit dans la
lumiere du capillaire, soit a travers la paroi du vaisseau.

6. Colonisation: Il sagit de I'étape la plus complexe et la plus difficile,
principalement parce que le nouvel environnement ne fournit pas toujours les
facteurs de survie et de prolifération nécessaires a la croissance. La plupart des
cellules cancéreuses meurent ou survivent géneralement pendant de longues
périodes sous forme de micrométastases (qui sont beaucoup plus difficiles a
détecter) (Heymadi, 2013).
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Figure 04 : les étapes d'invasion des tumeurs et de métastase (Hejmadi, 2009).

1.6.Génes impliqués dans la cancérogenes

Les genes impliqués dans la cancérogenese sont parfois classés en ceux qui
influencent la durée de vie des cellules et ceux qui ont d'autres effets, tels que la modification
de la sensibilité aux stimuli externes. Le premier groupe a tendance a coder pour des protéines
suppresseur de tumeurs nucléaires, tandis que la derniére catégorie code pour des protéines
oncogenes extranucléaires) (King et Robins, 2006). Il est clair que le cancer peut se
développer a partir de changements dans l'un ou l'autre de ces deux systemes (King et
Robins, 2006).

1.6.1.Genes suppresseurs

Génes s’opposant a I’action des oncogénes, qu’on a appelés anti-oncogenes (Tubiana,
2008) qui agissent comme des freins aux signaux de prolifération (régulateurs negatifs de la
division cellulaire (Hejmadi, 2009). la perte de ces genes spécifiques concernés par la
réparation des dommages cellulaires, la mort cellulaire ou l'inhibition de la croissance. Dans

ce cas le sujet sera prédisposé au cancer (King et Robins, 2006).

La transformation d’une cellule normale en cellule tumorale peut étre réalisée par

exemple par deux mutations successives touchant respectivement les deux alléles d’un geéne

10
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suppresseur care taker ou gate keeper ou bien, dans les cas ou une mutation germinale est déja
présente a la naissance sur un géne suppresseur gate keeper, une seule mutation acquise sur
I’autre alléle suffit a initier le processus de transformation. Dans ce dernier cas le sujet sera

prédisposé au cancer (Botta, 2003).
1.6.2.Proto-oncogéne

Les proto-oncogenes codent pour des protéines qui stimulent la division du cycle
cellulaire, mais des formes mutées, appelées oncogenes, provoquent une hyperactivité des
protéines stimulatrices, ce qui entraine une prolifération excessive des cellules. Les oncogenes

sont dominants sur les proto-oncogénes (Hejmadi, 2009).

Ils sont classés en quatre familles principales (protéines kinases, protéines G, proto
oncogenes nucléaires, facteurs de croissance). Actifs durant I’embryogenése et les réparations
tissulaires, peu actifs a 1’état physiologique, ils sont activables en oncogeénes par mutation sur
leur partie codante ou par amplification génique résultant d’une translocation rapprochant le

promoteur et I’effecteur (Botta, 2003).

|.7. Traitement du cancer

Le traitement du cancer est basé sur I'élimination et / ou la destruction des cellules
tumorales tout en minimisant les effets secondaires indésirables de la thérapie sur les cellules
normales .Habituellement, la premiéere option thérapeutique est la chirurgie ou la radiothérapie
pour éliminer totalement ou réduire la masse de la tumeur. Cependant, il arrive souvent qu'au
moment ou la tumeur primaire ait été détectée, des tumeurs secondaires se soient établies, de
sorte que la chimiothérapie, la radiothérapie et 1’hormonothérapie suivent généralement la

chirurgie (King et Robins, 2006).

L'éradication des cellules tumorales disséminées présentes dans la circulation sanguine
et des micro-métastases dans des organes distants représente donc une autre approche

prometteuse en immunothérapie anticancéreuse (Schuster et al., 2006).

I.7.1.La chirurgie

L'intervention peut servir a prélever une biopsie dans la Iésion suspecte, a réséquer la
tumeur primitive, a contourner un obstacle ou a soulager de maniére palliative, La chirurgie
reste la méthode la plus commune pour traiter les cancers localisés, comme les cancers du

sein , du c6lon ou du poumon, Mé&me si une tumeur ne peut pas étre résequée, une biopsie
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permet de confirmer le diagnostic. Parfois, dans un but palliatif, le chirurgien établira un
contournement d'une Iésion obstructive. La chirurgie peut également contribuer a la
stadification de la maladie. Pour le cancer ovarien, l'objectif est 1’élimination de la plus
grande quantité de tissu tumoral afin d'amplifier I'efficacité de la chimiothérapie (Goldman
et Masson, 2015).

1.7.2.Radiothérapie

Au cours du vingtieme siécle, la prestation de la radiothérapie pour le cancer s'est
constamment améliorée. Désormais, des faisceaux de rayonnement concentrés peuvent étre
focalisés directement sur le site de la tumeur avec un minimum de dommages aux tissus
adjacents. Cette technique minimise le potentiel de préjudice qui pourrait étre causé par
I'induction de mutations qui pourraient initier le développement de cancers entiérement
nouveaux. L'application localisée de rayonnement offerte par cette nouvelle technologie
augmente également la dose qui peut étre administrée en toute sécurité a un patient (Paraic et
Kenny, 2007). La radiothérapie intervient dans le traitement d’un cancer sur deux,
notamment lors de la phase initiale de la maladie ou se « joue » 1’essentiel de la guérison du

patient (Gérard et al., 2010).
1.7.3. Traitement médicamenteuse

1.7.3.1.Chimiothérapie
Pour lutter contre les métastases a distance, la chimiothérapie est souvent une bonne
option. Ce sont généralement des médicaments toxiques qui circulent dans tout le corps et

tuent les cellules a division rapide (Paraic et Kenny, 2007).

La chimiothérapie est actuellement utilisée dans trois contextes cliniques principaux :

1. traitement d'induction primaire pour une maladie avancée ou pour des cancers pour
lesquels il n'existe pas d'autres approches thérapeutiques efficaces,

2. traitement néoadjuvant pour les patients qui présentent une maladie localisée, pour
lesquels les formes locales de thérapie telles que la chirurgie ou la radiothérapie, ou
les deux, sont inadéquates en elles-mémes.

3. traitement adjuvant aux méthodes de traitement locales, y compris la chirurgie, la

radiotherapie ou les deux (Katzung, 2017).
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1.7.3.2.Hormonothérapie

L’hormonothérapie fait partie des stratégies permettant de traiter les cancers tout en

réduisant les risques de récidives. On a trois Cadre de la prescription de I’hormonothérapie :

v' En situation palliative lorsque le cancer est en phase métastatique et n’est
plus curable.

v" En tant que thérapeutique adjuvante suite a une exérese (tumeur mammaire
primitive ou prostatectomie) en cas de risque de métastase.

v' En situation néoadjuvante lorsque la tumeur ne peut étre traitée en 1’état
(volume trop important ou extension locale). Dans ce cas, elle sera suivie par
une prise en charge locale chirurgicale ou radio thérapeutique (Clere et
Faure, 2018).

1.7.3.3.Immunothérapie

L'immunothérapie active du cancer vise a induire une réponse immunitaire (préventive
ou thérapeutique) endogéne et de longue durée spécifique a I'antigéne tumoral (Bertolaccini
et Olivero, 2001). Les approches appliquées en immunothérapie reposent sur la
complémentation ou la stimulation du systeme immunitaire via une multitude de composés,
tels que des lymphokines, des vaccins, des cellules effectrices du systéme immunitaire
stimulées in vitro ou des anticorps (Schuster et al ., 2006), le blocage des molécules de point
de contrdle immunitaire, telles que Cytotoxic T-lymphocyte antigen - 4(CTLA-4) et
Programmed cell death - 1(PD-1), réactivent les cellules cluster de différenciation 8+ T
(CD8+T) cytotoxiques et tuent les cellules cancéreuses(Shitara et Nishikawa, 2018).

De nombreuses molécules exprimées plus ou moins spécifiqguement par les cellules
tumorales - les TAA (tumor associated antigens) - ont alimenté 1’espoir de développer des
vaccins thérapeutiques contre les tumeurs exprimant ces antigenes (Darrasse et Klatzmann,
2011).

1.7.3.4.Thérapie antiangiogenique

Un effet thérapeutique des molécules anti-angiogéniquesvise a inhiber la formation
de novo de vaisseaux sanguins. On pense généralement que l’inhibition de I’angiogencse
tumorale supprime la croissance de la tumeur en limitant son acces aux nutriments «affamer

la tumeur» (Riegg et al., 2002 ).
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Ces molécules peuvent avoir pour cible des récepteurs membranaires ou une cible
intracellulaire. Les inhibiteurs de récepteurs membranaires. Peuvent étre seéparés en deux
familles Selon leur site d’action:

v" Des anticorps monoclonaux, qui s’administrent par voie intraveineuse et
agissent sur les ligands de récepteurs membranaires ou sur la portion
extracellulaire de ces récepteurs,

v' Des inhibiteurs de tyrosine kinase, qui sont de petites molécules
d’administration orale qui agissent sur la portion intracellulaire des

récepteurs(Dreyer et al.,2009).
leur efficacité est encore insuffisante, les effets secondaires sont multiples et ces

traitements ne sont pas efficaces sur tous les types de cancers (Galaup et Germain,
2008).
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I1. Systéme vasculaire

Un organe hautement spécialisé qui exécute un certain nombre de taches
physiologiques clés, notamment le transport de I'oxygéne et des nutriments vers les tissus. La
formation du systéme vasculaire est une étape essentielle et limitante du développement
(Patel, 2011).Produit par trois mécanismes ( la vasculogénese, 1’angiogénése et la

lymphogénese).
I1.1.Vasculogénése

Un terme inventé par Risau et ses collegues en 1988 (Risau et Lemmon, 1988).Ca
commence tot au cours du développement de I'embryon et prévaut au début de la structuration

de I'embryon et de la formation des organes (Ribatti et al., 2015).

Le mésoderme embryonnaire, ainsi que le sac vitellin extra-embryonnaire, I'allantoide
et le placenta ont été identifiés comme des sources de cellules progénitrices endothéliales et
hématopoiétiques vasculaires et sont des sites de vasculogenése (Caprioli et al.,2001).

Les angioblastes (cellules progénitrices endothéliales) migrent, individuellement ou en
petits groupes, vers des sites spécifiques dans I'embryon, adhérent les uns aux autres et
forment des cordons laches. La signalisation du facteur de croissance de 1’endothélium
vasculaire (VEGF) (Ribatti et al., 2009). Et le facteur de croissance basique des fibroblastes
(bFGF) sont importantes pour l'initiation de la spécification des angioblastes (Cox CM,
2000). La vasculogenése se produit également dans la vie postnatale, sous le nom de «
vasculogenese postnatale », qui est la formation de novo de vaisseaux par incorporation,
différenciation, migration et/ou prolifération in situ de cellules précurseurs endothéliales

dérivées de la moelle osseuse (Ribatti et al., 2001).
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Figure05 : Schéma de la vasculogenese extra-embryonnaire (Patel et D’Amore, 2011).

11.2. Angiogenése

Le terme « angiogenese » ait été proposé pour la premiére fois par Hertig, en 1935,
pour décrire la croissance explosive de vaisseaux sanguins dans le placenta de la guenon
(Feige, 2010).

L’angiogenése est un processus essentiel lors de tout événement de réparation ou de
prolifération tissulaire, normale ou tumorale. Elle requiert la migration, la multiplication et la
différenciation de cellules endothéliales issues des vaisseaux préexistants (Tobelem, 1990).
C’est un processus hautement régulé, c'est-a-dire activé pendant de bréves périodes puis
completement inhibé (Otrock et al.,2007).

lIs l'existent différents mécanismes de croissance des vaisseaux sanguins, y compris la
germination et l'angiogenése invaginale, le mimétisme vasculaire. Malgré cette variété de
mécanismes angiogéniques, la plupart des recherches actuelles se concentrent sur le
mécanisme de l'angiogenese de germination parce que ce mécanisme a été décrit pour la
premiere fois et parce que la plupart des modéles expérimentaux existants sont liés a
l'angiogenese de germination. (Spiegelaere et al.,2012). Parmi les différents modes
opératoires employés par 1’angiogenése, nous décrirons ici le bourgeonnement (germination),

dont les mécanismes moléculaires sont les plus largement connus (Treps et Gavard, 2015).
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I1. 2.1. L’angiogénése physiologique (par germination)

L'angiogenése par bourgeonnement commence lorsque les cellules endothéliales des
capillaires existants acquierent le phénotype de la cellule de pointe par I'action d'un cocktail
de protéines produit typiquement par les cellules tissulaires dans un micro-environnement
hypoxique (Gerhardt et al.,2003). Et essentiellement pendant la réparation des tissus, le
développement feetal et le cycle de reproduction féminin (Pandya et al., 2006).Un role
crucial dans 1’organogenése (Risau, 1997). La cicatrisation des plaies, L'inflammation
(Tonnesen, 2000;Jackson, 1997).

La formation de nouveaux vaisseaux sanguins capillaires provenant de micro-
vaisseaux existants implique également un recrutement différentiel de cellules de support
associees a différents segments du vasculature. Dans la condition physiologique, l'activité des

inducteurs et des inhibiteurs de I'angiogenéese le maintient en équilibre (Pandya et al.,2006).
I1. 2.2.Les étapes de ’angiogenese physiologique
I1. 2.2.1.La déstabilisation (désassemblage)

Aprés qu’un signal angiogénique, tel que Vascular endothelial growth factor-C VEGF,
VEGF-C, Angiopoietin -2 ANG-2, fibroblast growth factor FGF ou chimiokines, soit libéré
par une cellule hypoxique, inflammatoire ou tumorale, les péricytes se détachent d'abord de la
paroi du vaisseau (en réponse a ANG-2) et se libérent de la membrane basale par dégradation
protéolytique, qui est médiée par les métalloprotéinases matricielles (MMP), Les cellules
endothéliales relachent leurs jonctions et le vaisseau naissant se dilate. Le VEGF augmente la
perméabilité de la couche de cellules endothéliales, provoquant I'extravasation des protéines
plasmatiques et la formation d'un échafaudage de matrice extracellulaire (ECM) provisoire
(Carmeliet et Jain, 2011).

1. 2.2.2.La sélection

Les cellules de pointe sont sélectionnées par I'expression Delta-Like Ligand DIl4 et la
signalisation  Notch entre les cellules endothéliales adjacentes au  front
angiogénique.Initialement, on pense que la signalisation DIl4 et Notch est équilibrée dans les
cellules endothéliales jusqu'a ce que les cellules de pointe présumées augmentent finalement
I'expression de DII4 en réponse a la signalisation VEGF Par conséquent, Notch est régulé

dans les cellules voisines, ce qui inhibe I'expression des réecepteurs VEGF. Ainsi, les cellules
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de pointe exprimant DI14 réagissent le plus fortement a la signalisation du VEGF et acquiérent
un phénotype mobile, invasif et de germination, tandis que le comportement des cellules de
pointe est supprimé dans les cellules exprimant Jagged 1 Jagl (tige), qui forment la base de

germe émergente (Eilken et Adam, 2010).
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Figure 06 : Les mécanismes moléculaires de sélection de la cellule de front (Eilken et
Adam, 2010).

I1. 2.2.3.La migration

Une cellule de pointe prolifere, mais migre vers l'avant, navigue avec ses filopodes,
Les cellules voisines deviennent des cellules de soutien qui proliférent et migrent, contribuant

ainsi a l'allongement de la germination.

A partir des échanges dynamique entre les cellules de pointe et les cellules de soutien,
Les cellules endothéliales (CE) migrent et permettent au pedoncule de se multiplier et

d'allonger le germe (Heck et al.,2015) (figure 07).

1. 2.2.4.La fusion et la formation de la lumiére

Sous I’impulsion de la prolifération des cellules de soutien, le néovaiseau 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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11.2.2.5.Lamaturation et le flux sanguin

La maturation du vaisseau nécessite le rétablissement de la barriére endothéliale et du
flux sanguin. La voie de signalisation impliquant 1’angiopoiétine 1 (Angl) et son récepteur
Tie2 (tyrosine kinase with immunoglobulin and epidermal growth factor homology
domains — 2) s’oppose aux actions du VEGF. Elle induit le renforcement des jonctions entre

les cellules endothéliales ainsi que leur quiescence (Gavard et al., 2008).

Des signaux tels que le facteur de croissance dérivé des plaquettes B (PDGF-B),
ANG-1, le facteur de croissance transformant-p (TGF-p), I'éphrine-B2 et NOTCH provoquent
la couverture des cellules endothéliales de péricytes. Les inhibiteurs de protéase connus sous
le nom d'inhibiteurs tissulaires de métalloprotéinases (TIMP) et d'inhibiteur de l'activateur du
plasminogéne-1 (PAI-1) provoquent le dépbt d'une membrane basale et les jonctions sont

rétablies pour assurer une distribution optimale du flux (Carmeliet et Jain, 2011).

Figure 07 : Schéma illustrant les étapes de I'angiogenese physiologique(Duran et al.,2011).
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I1. 3. Lymphogéneése

Les vaisseaux lymphatiques sont présents dans quasiment tous les tissus exceptés les
cartilages, la cornée, le cristallin n’ayant pas de vascularisation sanguine et certains organes
qui bénéficient cependant d’une microcirculation sanguine comme le systéme nerveux central,

la rétine ou la moelle osseuse (Killer et al., 2008).

L’organisation des voies lymphatiques est variable selon 1’organe mais le schéma de
base en est un réseau vasculaire lymphatique formé de vaisseaux initiaux borgnes,
interconnectés et branchés sur des vaisseaux précollecteurs puis collecteurs réalisant un
systeme arborescent unidirectionnel pour finalement se drainer dans le systéme veineux

sanguin (Bernaudin et al.,2013).

Les « lymphatiques initiaux » (capillaires lymphatiques ou lymphatiques terminaux).
Ils sont constitués d’une couche de cellules endothéliales sans péricyte et sans cellule
musculaire lisse avec une absence de ou une membrane basale discontinue. La face
abluminale est connectée aux fibres collagénes et élastiques de la matrice extracellulaire
(MEC) environnante par des filaments d’ancrage (Leak et Burke, 1968). Les cellules
endothéliales lymphatiques sont interdigitées et chevauchantes, unies par des jonctions « en
bouton »(Baluk et al.,2007).

Une longue controverse a débuté au début du siecle dernier a propos de 1’origine des
vaisseaux lymphatiques, leur attribuant, soit une origine mésenchymateuse dans le modeéle dit
centripete de Huntington (1908) (Huntington et Mcclure, 1908).Soit dans le modéle dit
centrifuge de Sabin (1902) (Sabin, 1902).Une origine veineuse avec formation de sacs
lymphatiques primaires. A partir de ces sacs lymphatiques, le systéme lymphatique se met en
place dans les tissus avoisinants par émergence de nouveaux espaces lymphatiques et
bourgeonnement endothéliaux. Différents modéles ont mis en évidence 1’absence de systéme
lymphatique apres inhibition de la « spéciation » des cellules endothéliales lymphatiques a

partir des cellules endothéliales veineuses (Wigle al., 2002).

La « spéciation » des cellules endothéliales lymphatiques est donc la premiere étape de
la lymphangiogenese, Aprés cette premiére étape, les cellules endothéliales migrent pour
former les sacs lymphatiques primaires et les premiers réseaux vasculaires lymphatiques,
suivis de la différenciation et de la maturation terminale de cette vascularisation, I’événement

initialétant la « spéciation » de précurseurs de cellules endothéliales lymphatiques
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commencent alors a exprimer des facteurs de transcription clés agissant dans la

programmation de la spécificité lymphatique.

Une fois « spécifiés », ces précurseurs émergent rapidement des veines et migrent dans
le mésenchyme embryonnaire pour former les sacs lymphatiques embryonnaires d’un
diametre de 30 a 80 m. Secondairement, ces sacs lymphatiques s’isolent des veines cardinales
et se répandent en se ramifiant dans le mésenchyme environnant pour former les premiers
réseaux/plexus lymphatiques embryonnaires. On admet actuellement que ce pool de
précurseurs de cellules endothéliales lymphatiques est a 1’origine du réseau vasculaire
lymphatiqgue mature par remodelage et expansion des sacs lymphatiques et des plexus

lymphatiques initiaux (Bernaudin et al., 2013).

Les cellules tumorales que les cellules stromales, les cellules pro-inflammatoires
infiltrant les tumeurs mais également les cellules endothéliales des lymphatiques, contribuent
a la formation intra- et péri-tumorale d’une néolymphangiogenése par la sécrétion de facteurs
de croissance lymphangiogenes : VEGFs, FGFs, platelet derived growth factor (PDGF),
angiopoiétines, Hépatocyte Growth Factor(HGF), Facteur de croissance de type insuline

(IGFs) principalement mais non exclusivement (Bernaudin et al., 2013).
Il .4 .Médiateurs de I’angiogenese

L’angiogenése est un processus complexe, finement régulé par le biais de médiateurs

pro-angiogeéniques et anti-angiogéniques (Clavel et al., 2003).
Il .4 .1. Les activateurs de ’angiogenése

» VEGEF (vascular endothelial growth factor)

Le VEGF est un facteur de croissance des cellules endothéliales agissant via des
récepteurs transmembranaires a activité tyrosine-kinase (Fiege, 2010). L’expression du VEGF
est induite par de nombreux facteurs de croissance et cytokines, mais le stimulus le plus
puissant reste 1’hypoxie (Brogi et al., 1994).Ce dernier induit une prolifération et une
migration des cellules endothéliales ainsi que la formation de tubes capillaires(Couffinhal et
al.,2001).
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» FGF (fibroblast growth factor)

Les FGF sont des facteurs pléiotropies agissant sur différents types cellulaires,
notamment cellules endothéliales, aprés interaction avec I'héparane-sulfate protéoglycanes
(HSPG) et récepteurs tyrosine kinase FGF (FGFR) (Presta et al., 2005).1l existe deux formes
de facteur de croissance des fibroblastes: FGF basique et FGF acide (Hom et Maisel, 1992).
Le FGF acide et le FGF basique sont de puissants stimuli pour les composants cellulaires de
la paroi vasculaire (Esch et al., 1985).

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

plaquettes)

Le PD-ECGF est un mitogene des cellules endothéliales initialement purifié jusqu'a
homogénéité a partir de plaquettes humaines. Le PD-ECGF a une activité chimiotactique pour

les cellules endothéliales in vitro et un angiogénique in vivo (Takahashi et al., 1996).
» HGF (Facteur de croissance des hépatocytes)

Le HGF est produit par les cellules stromales et stimule la prolifération des cellules
épithéliales, la motilité, la morphogenése et l'angiogenese dans divers organes via la
phosphorylation de la tyrosine de son récepteur (Nakamura et Mizumo, 2010).

» Autres facteurs de croissances

Les autres facteurs de croissance angiogéniques qui ne se lient pas a I'héparine
comprennent le facteur de croissance épidermique, le facteur de croissance | analogue a
l'insuline et le facteur de croissance transformant B (Szekanecz et Koch,2007). Et de
I’angiopoiétine-1 (Ang-1), d’Ang-2 (Fayette et al., 2006).
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Il .4 .2.Les inhibiteurs de I’angiogenése

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

synthétique, dérivés des tumeurs et Agents pharmacologiques.
> Inhibiteurs naturels de I’angiogenése

La thrombospondine, molécule de la matrice extracellulaire, a été montrée comme
inhibitrice de la prolifération endothéliale, de la migration et de la différenciation endothéliale
(Zetter, 1998).

Les interférons peuvent inhiber la migration des cellules endothéliales capillaires et
ont été montrés comme ayant une activité anti-angiogénique in vivo, mais ils ne sont pas
capables a eux seuls d’entrainer une régression des tumeurs. Un autre mécanisme important
des interférons est de bloquer la production ou I’efficacité des facteurs angiogéniques produits
par les cellules tumorales. Les hémangiomes, tumeurs bénignes comprenant essentiellement
des cellules endothéliales, sont particuliérement sensibles au traitement par 1’interféron-o
(Couffinhal et al.,2001).

Les inhibiteurs des métalloprotéinases de la matrice (TIMPS) bloguent la dégradation
de la matrice extracellulaire et inhibent ainsi 1’angiogenése et la métastase tumorale. On les
retrouve au niveau de nombreuses cellules et de nombreux tissus. Ils ont été montrés in vivo
comme bloquant la prolifération et la migration des cellules tumorales et des cellules
endothéliales (Couffinhal et al., 2001).

> Inhibiteurs synthétiques de ’angiogenése

Les intégrines a53 ou a51 comme des meédiateurs importants de 1’angiogenese.
L’angiogenése et la croissance tumorale peuvent étre inhibées par des anticorps anti-intégrine,
mais aussi par des peptides antagonistes qui bloquent I’interaction de ces intégrines avec leur
ligand sur la matrice extracellulaire (Brooks et al., 1994). En présence de ces inhibiteurs, les
cellules endothéliales des neovaisseaux deviennent apoptotiques, alors que les cellules

endotheliales des vaisseaux matures préexistant ne sont pas touchées (Brooks et al., 1996).
» Inhibiteurs dérives des tumeurs
L’angiostatine est la premiere molécule spécifiquement isolée a partir d’'une tumeur

murine. Il s’agit en fait d’un fragment du plasminogene. Il est un inhibiteur spécifique de la
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prolifération et de la migration des cellules endothéliales. Il a été montré que 1’angiostatine
supprimait 1’angiogenése tumorale et entrainait une régression des tumeurs primitives et

prévenait la croissance des métastases (O’Reilly et al., 1996).

L’endostatine est la deuxiéme molécule dérivée de tumeur. C’est un fragment du
collagene XVIII, collagéne fréquemment retrouvé autour des vaisseaux sanguins. Ce dernier
inhibe la prolifération des cellules endothéliales microvasculaires et a été montré comme

inhibant la croissance tumorale et celle des métastases. (O’Reilly et al., 1997).

v Agent pharmacologique qui inhibe 1’angiogenése Nous citerons la
Fumagilline, antibiotique d’origine mycotique qui inhibe in vivo et in vitro la prolifération des
cellules endothéliale (O’Reilly et al., 1995). la thalidomide comme un traitement contre le
cancer et les maladies inflammatoires (Franks et al., 2004). Aussi les traitements
antiangiogénique par exemple : Bevacizumab (Avastin®), Sorafenib (Nexavar®) ,Sunitinib
(Sutent®) (Bennis et al .,2010).

11.5. L’angiogenése pathologique

L'angiogenése joue un rdle important réle dans la pathogenese de divers troubles
comme le cancer, les rétinopathies prolifératives et la polyarthrite rhumatoide (Ferrara,
1995). Et aussi les cardiopathies ischémiques, le psoriasis, la tumorigenése et la croissance
tumorale (Géth et al., 2003 ).

IL.5.1. L’angiogenése tumorale

Folkman a proposé que la croissance tumorale et les métastases dépendent de
I'angiogenese, et par conséquent, le blocage de I'angiogenése pourrait étre une stratégie pour
arréter la croissance tumorale (Carmeliet et Jain, 2000).

L’angiogenése tumorale, est essentielle a la croissance tumorale et a la dissémination
métastatique des cellules malignes, varie selon le type histologique des tumeurs (Dumortier
et al., 1999). A partir d’une taille critique de 3 mm de diamétre, la tumeur a besoin de
quelques vaisseaux sanguins pour assurer son approvisionnement en oxygéne et en
nutriments, 1’évacuation desdéchets du métabolisme et I’apport de facteurs de croissance

(Huynh, 2006).
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La production de VEGF et d'autres facteurs de croissance par la tumeur entraine le «
commutateur angiogénique », ou un nouveau systeme vasculaire se forme dans et autour de la
tumeur, lui permettant de croitre de maniére exponentielle (Carmeleit, 2005). Car Les
vaisseaux tumoraux sont beaucoup plus tortueux et de calibre plus irrégulier que les vaisseaux
physiologiques, et leurs propriétés hydrodynamiques sont mauvaises. Cela est le reflet d’une
mauvaise couverture péricytaire des capillaires tumoraux et d’une prolifération endothéliale

anarchique (Feige, 2010).
I1. 5. 2. Les mécanismes de I’angiogenése tumorale

La vascularisation tumorale se produit par plusieurs processus biologiques, distincts,
qui varient non seulement entre le type de tumeur et localisation anatomique, mais se
produisent également simultanément dans le méme tissu cancéreux. . Ces processus sont
orchestrés par une gamme des facteurs secrétés et des voies de signalisation et peut impliquer
la participation de cellules non endothéliales, telles que les progéniteurs ou cellules souches

cancéreuses (Lugano et al., 2020).

La croissance tumorale s’accompagne de zones hypoxiques et nécrotiques qui vont
étre a' ’origine de la surexpression de facteurs pro-angiogéniques parmi lesquels le VEGF
joue un role prépondérant (Shweiki et al., 1992). Cette sécrétion de facteurs pro-
angiogéniques déclenche les mécanismes qui vont conduire & une angiogenése active
(Guillamo, 2011).

Le mode communément accepté d'angiogenése tumorale est la germination
endothéliale (Patan et al., 1996). Ou L'angiogenese tumorale nécessite une activation
constitutive des cellules endothéliales. Ces cellules endothéliales dissolvent leur
environnement extracellulaire matrice, migrer vers la tumeur, proliférer et former un nouveau
réseau vasculaire, fournissant ainsi a la tumeur des nutriments et de I'oxygene et éliminant les
déchets (Plate et al., 1994).

I1.5. 3. Le switch angiogénique

Le processus par lequel la tumeur initialement in situ devient invasive est un
événement précoce important dans la progression tumorale Elle est initiée par une hypoxie

locale(Mazeron et al.,2008 ; Ruoslahti, 2002).Cette réduction locale des niveaux d'oxygene

25



Chapitre 2 Angiogénese

est apparue comme un indice physique majeur déclenchant le passage a un phénotype

angiogénique (Giordano et Johnson,2001).

Le passage de 1’état de repos a 1’état activé des vaisseaux (induction de 1’angiogenese,
«angiogenic switch» est déclenché par la rupture de I’équilibre relatif entre les facteurs
activateurs et les facteurs inhibiteurs, Le statu vasculaire de repos est maintenu dans les tissus
grace a la prédominance des facteurs anti-angiogéniques sur les facteurs pro-angiogéniques.
La diminution des inhibiteurs et/ou I’augmentation des activateurs entraine un déplacement de
I’équilibreen faveur des activateurs et induit par conséquent une néovascularisation(Huynh,
2006). (Figure 08)

La plupart des tumeurs humaines surviennent et restent in situ sans angiogenese
pendant des mois a des années avant de passer a un phénotype angiogénique.Le passage
phénotypique a I'angiogenése est généralement accompli par un sous-ensemble qui induit de
nouveaux capillaires qui convergent ensuite vers la tumeur. Ces nouveaux Vvaisseaux
imprégnent la tumeur de sang, qui transporte les nutriments et I'oxygene vers la tumeur et les
catabolismes (Ribatti et al., 2007).

Activateurs Inhibiteurs

«Angiogenic switch»

Au repos Activé

Etat vasculaire

Figure 08 : Interactions entre les activateurs et les inhibiteurs de 1’angigenése (Huynh, 2006).
11.6.Le role d’hypoxie dans ’angiogenése

Hypoxie, une réduction du niveau d'oxygene dans les tissus due a apport insuffisant
d'oxygéne a la demande du tissu (Semenza, 2000).Peut résulter de circonstances

physiologiques telles que I’exercice et le voyage a haute altitude, ou de conditions
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physiopathologiques telles que la vascularisation tumorale mal formée (Funasaka et Raz,
2007).

Un régulateur clé de la reponse cellulaire a I'hypoxie est le hypoxia-inducible factor-1
(HIF-1), un facteur transcriptionnel activateur d'un groupe de génes responsables de
I’adaptation a I'hypoxie (Li et al., 2010). HIF-1 est compose d'une sous-unité inductible, HIF-

1 a et une sous-unité exprimée de maniére constitutive, HIF-18 (Forsythe et al., 1996).

HIF-1 a est une protéine de 120 Kd, membre des facteurs de transcription basiques de
la superfamille hélice-boucle-hélice, et son expression est trés sensible a la concentration en
oxygene (L.i et al., 2010).

11 ..6.1.Sous une tension d'oxygene normale (normoxie)

Le hypoxia-inducible factor(HIF) est détruit par hydroxylation, par reconnaissance
d’E3 un complexe qui contient la protéine suppresseur de tumeur de von Hippel-Lindau
(pVHL). Trois HIF prolyl-hydroxylases (PHD1, 2,3) sont capables de réprimerHIF (Cuenod
et Lartigau, 2004).Une fois hydroxylés, les HIF sont orientés pour la dégradation
protéasomale (Carmeliet et Jain, 2011).

Ces enzymes ont besoin d'O2 pour fonctionner, le fait de «réduire au silence »PDH2
grace aux petits ARN interférents (sSiRNA) est suffisant pour stabiliser et activer HIF-1 en
normoxie. PHD2 apparait étre le capteur d'oxygene essentiel qui regle la faible concentration
de HIF-1 en normoxie, (Cuenod et Lartigau, 2004).

11.6.2.Sous faible tensions d'oxygene (hypoxie)

L’hypoxie conduit a I'accumulation de HIF-1a (Kelly et al., 2003), a son transfert vers
le noyau, puis il s’hétérodimérise avec HIF-18 pour former le complexe HIF-1, qui se lie &
1I’élément de réponse & 1I’hypoxie(HRE), c'est-a-dire la séquence d'’ADN ou HIF-1 a se lie)
dans les régions promotrices des genes cibles et commence transcription des génes cibles (Li
et al., 2010).Ainsi, la transcription du HIF-1 et son "activité sont contr6lées par I'expression de
HIF-1 a, la sous-unité inductible du complexe dimére. L'hypoxie induit expression de HIF-1
o, qui transactive ensuite une variété de ses génes en aval dont le VEGF (Forsythe et al.,
1996), et de nombreux facteurs impliqués dans la régulation de I'angiogenese (Patel-Hett et
D’Amore, 2011).
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Figure 09 : Régulation de I’activité de HIF-1(Gothié et Pouysségur, 2002).

11 .7.Réle de ’angiogenése dans la progression tumoral et la métastase

L’angiogenése est une composante critique de la métastase tumorale et que les

tumeurs hautement vasculaires peuvent avoir le potentiel de produire des métastases a un taux

plus élevé que les tumeurs moins angiogéniques. le moyen le plus important par lequel

I'angiogenese peut faciliter la métastase tumorale est peut-étre de fournir une voie de sortie

efficace pour que les cellules tumorales quittent le site primaire et pénétrent dans la

circulation sanguine(Zetter, 1998). Il existe différentes étapes, dans le processus de la

cascade métastatique (Méjean et Lebret, 2008) :

* Les étapes dans la tumeur primaire : angiogenese et prolifération de la tumeur, perte de

I’adhésion cellulaire, capacité de mobilité et de diffusion.

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

* Les étapes dans les organes a distance : arrét dans le tissu, extravasation, angiogenése et

prolifération.

L'angiogenése améliore I'entrée des cellules tumorales dans la circulation en fournissant une

densité accrue de vaisseaux sanguins immatures et hautement perméables qui ont peu de
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membrane basale et moins de complexes jonctionnels intercellulaires que les vaisseaux

matures normaux (Zetter, 1998).

Distant
metastasis

Figure 10: Angiogenése et métastase (Bielenberg et Zetter, 2015)
I1 .8. La vascularisation tumorale et la vascularisation normale

Un certain nombre d'études ont été entreprises pour évaluer la vascularisation tumorale
et ont démontré des différences significatives entre la vascularisation des tumeurs et celle du
tissu normal (Carmeliet, 2005). Il est a noter que la vascularisation tumorale présente une
variabilité accrue de la taille des pores par rapport a la vascularisation du tissu normal, et des
études de perméabilité utilisant divers réactifs colorants montrent une permeabilité accrue
dans les vaisseaux tumoraux par rapport aux vaisseaux normaux (Petterson et al., 2000). Les
concentrations accrues de VEGF dans la tumeur entrainent également des vaisseaux sanguins
qui sont structurellement différents des vaisseaux sanguins normaux. Contrairement a

I'architecture du systéeme vasculaire normal (Carmeliet, 2005).

Le systeme vasculaire tumoral est de forme irréguliére, dilaté et tortueux (Fukumura
et Jain, 2007).(Figeur 11), il est désorganisé, caractérisé par 1’absence de péricytes (Alami,

2021), inégalement réparti et chaotique (Nagy et al., 2009) .

La vascularisation tumorale est également fonctionnellement anormale, démontrant

une augmentation des fuites et des hémorragies par rapport aux vaisseaux normaux, et, en
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raison de la perméabilité accrue des vaisseaux tumoraux, la pression interstitielle est

augmentée.

En raison de l'architecture désordonnée de la vascularisation tumorale, le flux sanguin
tumoral est souvent sous-optimal, avec des zones de stagnation dues a des vaisseaux en
impasse et un flux sanguin désordonné en raison de connexions anormales entre les vaisseaux
(Bergers et Benjamin 2003).Cela prédispose a son tour aux zones d'hypoxie, stimulant
davantage la libération de VEGF et créant une vascularisation encore plus
désorganisée.L'analyse in situ d'échantillons tumoraux subissant une néovascularisation révele
un regroupement de capillaires aux co6tés de cellules productrices de VEGF a proximité

immédiate des zones de nécrose (Shweiki et al., 1992).

A Réseauvasculaire normal B Réseauvasculaire tumoral

Figure 11 :Observation d’un réseau vasculaire normale et tumorale (Alami, 2019).

11.9.Thérapie anti-angiogénique

En 1971, Folkman a été le premier a postuler la possibilité de combattre le cancer par
une stratégie thérapeutique visant spécifiquement les vaisseaux sanguins tumoraux (Fiege,
2010).

La thérapie anti-angiogenique offre plusieurs avantages potentiels comme approche
du traitement du cancer; notamment, le physique I'accessibilité et la stabilité génétique des
CE. Deux catégories utilisés dans le développement de la thérapie anti-angiogénique
impliquent Il'inhibition des facteurs angiogéniques et I'application de inhibiteurs endogénes de

I'angiogenése (Sato,
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2003), qui ciblent principalement le vascular endothelial growth factor (VEGF) et se
présentent sous la forme d’anticorps bloquants ou d’inhibiteurs de I’activité tyrosine kinase

des récepteurs (VEGF-RI) (Galaup et Germain, 2008).

En 2004, le bévacizumab (Avastin®) a été admis en tant que premier médicament
anti-angiogénique au monde dans le traitement du cancer. La FDA (Federal Drug
Administration) américaine a approuvé son utilisation en association avec une chimiothérapie

conventionnelle (Huynh, 2006).Parmi les plus connu de thérapie antiangiogéniques il esty a :
11.9.1.Les anticorps monoclonaux

11.9.1.1.Le bevacizumab (AvastinR)

Le bevacizumab est un anticorps monoclonal humanisé, dirigé contre le VEGF
(Fayette et al., 2006). De type Immunoglobuline G1 (IgGl) qui se lie sélectivement
auVascular endothelial growth factor-A (VEGF-A) humain et en neutralise D’activité
biologique (Gerber et Ferrara, 2005). Et inhibe 1’activation de ses récepteurs (Taylor et al.,
2009 ).Cet anticorps inhibe la croissance tumorale dans des études précliniques, et les études
cliniques précoces ont montré une bonne tolérance globale malgré des risques d’hypertension
artérielle, d’hémorragies et de thromboembolies (Fayette et al., 2006). Et devenu un standard

du traitement de différents cancers (colorectal, rein, sein, poumon) (Cézé et al., 2009).
11.9.2.Inhibiteurs de tyrosine kinase des VEFG-Rs

11.9.2.1.Le sunitinib (SutentR)

Le sunitinib est un inhibiteur spécifique des activités tyrosine kinase ayant pour
principales cibles VEGFR-1, Vascular endothelial growth factor receptor-2(VEGFR2) et
Vascular endothelial growth factor receptor-3 (VEGFR-3), platelet derived growth factor
receptor (PDGFR). 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). Récemment, le
sunitinib a regu 1’accord de la FDA et I’Europe Middle East & Africa (EMEA) pour le
traitement du cancer du rein avancé ou métastatique apreséchec de traitement par interféron-

alpha ou interleukine-2 et pour le traitement du cancer gastro-intestinal (Jain, 2005).
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11.9.2.2. Le sorafenib (NexavarR)

Le sorafénib est un inhibiteur multicible de tyrosine kinase dont les principales cibles
sont VEGFR-2, VEGFR-3, platelet derived growth factor receptor (PDGFR-b), FLT3
(fmsrelated tyrosine kinase 3),Rapidly Accelerated Fibrosarcoma(RAF), B-Rapidly
Accelerated Fibrosarcoma (BRAF), et KIT (stem-cell growth factor receptor) (Halimi et al.,
2008 ). II 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). Et déja approuvé pour le traitement de carcinomes a cellules

rénales et hépatocellulaires (Park et al., 2012) .
I1. 10. Les avantages de la thérapie antiangiogéenique

La thérapie antiangiogénique présente plusieurs avantages dans de nombreux
traitements contre les tumeurs par rapport aux médicaments de chimiothérapie qui tuent les
cellules tumorales (Su et al., 2021).Ce dernier cible spécifiguement des cellules endothéliales
normales, stables génétiqguement, pour inhiber la vascularisation des tumeurs en croissance, ce
type de traitement aurait moins d’effets secondaires et pourrait &tre associé¢ avec les

traitements conventionnels (Guillamo, 2011).

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 l’efficacit¢ de la
chimiothérapie et de la radiothérapie dont les performances dépendent d’une bonne

oxygenation tissulaire (Bennis et al., 2010 ).
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11.11.Les inconvénients de la thérapieanti-angiogenique

La toxicité est I'un des principaux inconvénients du traitement antiangiogénique (Su et

al., 2021). Les principales classes d’effets nocifs sont résumées ici.
11.11.1. Atteintes cardio-vasculaires

L’hypertension artérielle est une toxicité commune a tous les antiangiogéniques quelle
que soit leur classe (anticorps monoclonaux et inosine kinase du récepteur de facteur de
croissance de I’endothélium vasculaire (VEGFR) [VEGFR-TKI] (Brosseau et al., 2015).
L’Hypertension artérielle (HTA) a été D’effet indésirable le plus fréquemment observé chez
les patients traités par antiangiogénique. Une méta-analyse a révélé une augmentation
significative du risque relatif (RR) d’HTA chez les patients sous bevacizumab . De méme,
I’incidence d’HTA atteint 21,6 a 23,4 % des patients traités par sorafenib et 16 a 43 % par
sunitinib (Bennis et al., 2010).

11.11.2.Atteintes rénales

Parmi les complications rénales observées chez les patients recevant un anti-VEGF, la
plus fréquente est la protéinurie. La protéinurie peut apparaitre avec un délai variable aprés la
mise sous traitement anti-angiogénique (Halimi et al., 2008 ). Son risque d’apparition est en
effet significativement augmenté chez les patients traités par bevacizumab par rapport groupes
témoins (Bennis et al., 2010). Le taux de survenue d’une protéinurie liée a' I’administration
du bevacizumab varie entre 21 et 64 % selon les études. Elle est le plus souvent sans
conséquence sur la poursuite du traitement anti-angiogénique et la fonction rénale. La

protéinurie est aussi dépendante de la dose de bevacizumab ( Halimi et al., 2008 ).
11.11.3.Atteinte cutanée et des muqueuses

Les effets indésirables cutanéo-muqueux ont une incidence importante chez les
patients traités par inhibiteurs des tyrosines kinases(ITK). Le plus fréquent est le syndrome
main-pied (SMP) ou érythrodysthésie palmoplantaire (Bretagne et al., 2016). Il a concerné en
moyenne 33,8 % des patients traités par sorafenib et 18,9 % de ceux recevant le sunitinib
(Lacouture et al., 2008 ).

Il s’agissait de 1ésions souvent précédées de signes prodromiques a type de brilures ou

douleurs, présentant un aspect hyperkératosique et bien limite, symétrique avec souvent un
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aspect inflammatoire et érythémateux en périphérie. Elles prédominaient sur les zones de
pression au niveau des pieds et des doigts. Un cedéme important, avec parfois un aspect
bulleux pouvait étre associé, occasionnant une géne fonctionnelle a la marche ou a la
préhension. Cette toxicité apparaissait apres 2 a 4 semaines de traitement de facon dose

dépendante et disparaissait soit spontanément soit apres arrét du traitement (Bennis et al.,

2010).

Figure 12 : Syndrome mains-pieds (Fléchon et al., 2010 ).
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I11.1.Reprofilage des médicaments dans la thérapie anti angiogénique

Etant donné que le développement de médicaments est une entreprise trés
colteuse et sujette aux échecs, I'industrie pharmaceutique s'efforce de repositionner
les médicaments retirés ou deja approuves. Les colts de mise sur le marché d'un tel
médicament sont 60 % inférieurs a ceux du développement d'un nouveau médicament
(Haupt et Schroeder, 2011).

111.1.1. Définition de la réorientation des médicaments

La réorientation des médicaments, également connue sous le nom de
repositionnement ou de reprofilage de médicaments, recherche de nouveaux
traitements médicaux parmi les médicaments existants plutét que par le
développement de médicaments de novo (Pantziarka et André, 2019).La
réorientation des medicaments génére des codts inférieurs et un délai d'approbation
plus court que le développement d'un médicament de novo, car toutes les phases des
essais cliniques ont déja été realisées pour les médicaments approuvés et les
informations concernant les effets secondaires, la pharmacocinétique et l'interaction

avec d'autres médicaments ont éte collectées (Ishida et al.,2016).
111.1.2.Exemples des médicaments réutilisés

La Food and Drug Administration(FDA) a approuvé de nombreux
médicaments réutilisés. Par exemples la thalidomide de Celgene Corpqui a été
prescrite pour les nausées et I'insomnie chez les femmes enceintes en 1950, mais plus
tard approuvé pour le traitement de la leépre en 1998(Agrawal, 2015). Ce dernier peut
étre utilisé pour traiter les patients réfractaires myélomes (Singhal, 1999).
L'azidothymidine, qui est utilisée dans le traitement du cancer, est maintenant
réutilisée comme traitement anti-Virus de I‘immunodéficience humaine (VIH
)(Agrawal, 2015).

Bien que l'intérét pour la réorientation des médicaments ait augmenté ces
derniéres années, cela fait partie intégrante du développement commercial de
médicaments, notamment dans le domaine de l'oncologie (Pantziarka et Andreé,

2019). La minocycline est un dérivé semi-synthétique lipophile du groupe
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d'antibiotiques des tétracyclines prescrits a lI'origine pour le traitement de I'acné sévere
et approuvé par la FDA en 1971. Des études récentes ont démontré que minocycline a
des activités anticancéreuses contre le cancer de Il'ovaire, gliome et de nombreux
autres types de cancer (Lokeshwar, 2011). Le célécoxib est un
antiinflammatoirenonstéroidien(AINS) qui aide a soulager la douleur et inflammation
associee a la polyarthrite rhumatoide (PR) et I'arthrose. Initialement approuvé en
1998, il a été démontré que le médicament interagit de maniére sélective avec et
inhibe la cyclo-oxygénase-2 (COX-2), un agent inflammatoire bien connu, qui a été
ciblé pour traiter le cancer(Gupta et al., 2013).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).

L'azithromycine (zomax) est un antibiotique macrolide qui inhibe la synthese
des protéines bactériennes (Parnham et al.,2005). Structurellement liés a
I'érythromycine (Peters et al., 1992).L'azithromycine est indiquée pour les infections
respiratoires, urogénitales, cutanées et autres infections bactériennes, et exerce des
effets immunomodulateurs dans les troubles inflammatoires chroniques (Parnham et
al.,2005).

La lévocabastine (Iévophta) a une longue durée d'action antagoniste hautement
puissante et sélective des récepteurs HI de I'histamine, Qui a été développé pour
I'administration nasale et oculaire (Dechant et al., 1991).11 est actuellement disponible
pour soulagement des signes et symptdmes de l'allergie saisonniére conjonctivite
(Netland et al.,2000).

111.2. effet de phytothérapie sur I’angiogénése
111.2.1. Définition de la phytothérapie

La phytothérapie est la science de l'utilisation de remedes a base de plantes
pour traiter les patients (Meuss, 2000). est une pratique médicale trés ancienne,
fondée sur [’utilisation d’extraits de plantes et de principes actifs naturels»
(schlienger, 2014). Ces produits biologiques ayant des propriétés
pharmacodynamiques bien précises variées selon les plantes et les parties a utiliser (El
Rhaffari et Zaid, 2002).
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111.2.2. La phytothérapie et I’effet anti angiogénéque

Les plantes contiennent plusieurs composes chimiques actifs simultanément et
contrairement aux médicaments chimiques, elles peuvent avoir des effets synergiques
et donc influencer différents aspects de la pathologie de la maladie en méme temps.
En d'autres termes, les extraits de plantes riches en composés biologiquement actifs
peuvent ralentir la croissance des cellules cancéreuses et y induire I'apoptose, ce qui
conduit a I'éradication des tumeurs. En entravant I'angiogenese et donc les métastases.
Les interactions des ingrédients actifs des extraits de plantes avec les tumeurs peuvent
donner cette opportunité au systeme immunitaire d'identifier et de répondre a la
cellule tumorale (Djeridane et al., 2006).Ces plants et de leurs principaux derives
inhibentsoit la fonction de l'enzyme (COX) (l'une des enzymes actives les plus
importantes dans la voie du processus d'angiogenése). (tablaux 02) soit inhibent le
VEGF (tablaux03)(Hoseinkhani et al., 2020).

Tablaux 02 :Les plantes et leurs principaux composés dérivés avec anti-COX
effets (Hoseinkhani et al., 2020).

Plants

Gingembre

Aloévera Epigallocatéchine-3

gallate/thé vert

Resvératrol

Réglisse

Chardon-Marie

Antioxydants présents dans les plantes (vitamines A, C, E, Se, Zn : caroténoides,
flavonoides) Boswellie

bromélaine

Ail

calotte chinoise

Myrtille

Extrait de pépins de raisin proanthocyanidines
Panax ginseng

Curcumine
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Tableaux03 : Plantes et leurs dérivés ayant des effets spécifiguement
inhibiteurs du VEGF (Hoseinkhani et al., 2020).

Plants Dérivé végetal
Cones de graines de magnolia Contient 90% d'honokiol T
Taxusbrevifolia (if du Pacifique) Contient du taxol

Polygonumcuspidatum (renouée du Japon) | Contient 20% de resvératrol
Contient de la lectine de gui Il (ML3A)

Contient 95% d'artémisinine et d'autres

Vsicum album (gui européen)

Artemisiaannua (bois de ver chinois)
terpénes et flavonoides apparentés

Contient 95% de curcumine
Contient 95 % de phénols ;50%
épigallocatéchine

Curcuma longa (curcuma)

Camellia sinensis (thé vert)

Vitisvinifera (extrait de pépins de raisin) Contient 95% de proanthocyanidines

Scutellariabaicalensis (scutellaire chinoise) | Contient 95% de baicaline et de

flavonoides
Silybummarianum (chardon-Marie) Contient 80% de silymarine (silybine)
Angelica sinensis (dong quai) Contient de la 4-hydroxyderricine

I11.2.3.Les activités pharmacologique de I’Allium sativum (Ail)

Une seule gousse d'ail a le potentiel de guérir un homme d'un grand nombre de
maladies en inhibant la population de différentes souches de bactéries et de
champignons. L'utilisation de I'ail (Allium sativum) en thérapeutique cardiovasculaire
a une histoire encore plus longue, remontant a plus de 3000 ans. De nombreuses
études animales ont montré que l'ail a un effet hypocholestérolémiant. Le produit
chimique actif de l'ail est l'allicine, qui est produite lorsque l'ail cru est écrase,
permettant a I'enzyme alliinase d'agir sur le précurseur stable, I'alline. Les effets
antidiabétiques, antibiotiques et peut-étre anticancéreux de l'ail sont bien acceptés
dans le monde entier en raison des nombreuses publications scientifiques soutenant
ces effets. L'ail a également un effet hépatoprotecteur, antioxydant et
antihelminthique. L'autre effet pharmacologique qui a nécessité plus d'attention du
chercheur comprend I'action anticoagulante, anti-inflammatoire, immunomodulatrice
et cicatrisante de I'ail (Londhe, 2011).
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Les propriétés anti-angiogéniques de ’extait d'ail (Allium sativum L.).Ont été
explorées la formation sur les membranes chorioallantoiques (CAM) des embryons
aviaires Les résultats ont montré que ’extrait d'ail réduisait considérablement le
nombre de microvaisseaux par zone dans les CAM d'embryons de poulet de maniére

dose-dépendante (Ramos ,2010).

I11.2.4La classification systématique de I’Ail (Integrated Taxonomic
Information System — Repor (2021)

Regne : Végétal

Embranchement : spermatophytes

Classe : monocotyledons

Ordre : Asparagales

Famille : Amaryllidaceae

Genre : Allium

Espéce : Allium sativum
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1V. Matériel et méthodes

Pour déterminer 1’effet des médicaments Azithromicyne «zomax® », Lévocabastine«
levophta®» et le filtrat de I’ail (Allium sativum). Sur I’angiogenése, nous avons opté pour un
test, in ovo et ex 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 ont été réalisées au niveau de I’animalerie du centre
universitaire A.BOUSSOUF a Mila.

IV .1.Teste in ovo
1V.1.1 Collecte des ceufs et incubation

Fraichement fertilisés, Le plus grand nombre d'oeufs possible d’une taille hétérogene
de deux genre (Leghorn et sauvages) ont été collectés dans une production locale
(domestique) des fermes familiéres au niveau de la wilaya de Mila.

Pour diminuer la contamination a partir de la surface, les ceufs ont été désinfectées
avec de I'éthanol a 70%, puis ont été séchés dans l'air ambiant, Ensuite, nous avons noté

dessus le numéro de I'ceuf, le jour et I'heure de l'incubation.

Incuber a 37.5 ° C et 65% d'’humidité dans un incubateur d'ccufs (WQO1) pendant 72 h.
tout en les balancant (retournant) de 60° chaque 2 heures pendant 3 jours, Afin de maintenir
ces conditions idéales, il est impératif de surveiller 1'eau de I’incubateur et la température de

I'environnement.

00s6 318
98 69 |

Figure 13 : Désinfection des ceufs avec Figure 14 : Incubation des ceufs a
1’éthanol a 70%. I’incubateur(WQO1).
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1V.1.2 Préparation des membranes chorioallantoidienne

Au 3¢éme jour d’incubation, 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

I’ceuf dans I'obscurité, pour une vision claire (figurel5).

Figure 15: Vérification de la fécondité des ceufs

Et suivant le protocole (Ribatti et al, 2013) modifié, on alocalisé I'embryon et la

chambre a air pour éviter de les endommager, les coquilles des ceufs ont été percées au pole le

plus pointus a 1’aide d’une seringue stérile a aiguille (22Gx1 1/4" ; 0,70x30mm) et 7ml

d’albumen ont été prélevés délicatement pour ne pas toucher le jaune (voir les figures 16,

17).

Figurel6 : localisation de lI'embryon
et la chambre a air

Figure 17 : Prélévement de 1’Albumen

Le prélévement provoque la formation d’un sac d’air artificiel qui en résulte le

décrochage de la CAM de la coquille de I’ceuf. Une fenétre de diametre moyen a été ensuite

découpée dans la coquille, tout en évitant de faire tomber les petites piéces de la coquille a

l'intérieur de I'ceuf, et puis on couvert étroitement tous les c6tés de la fenétre 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 (Figurel8).
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Figure 18: Aspect d’un ceuf Figure 19:Révélation de la membrane
leghorna j 3 chorioallantoidiennedj8

1VV.2 Test ex ovo

A. Au début réalisee la méme étape de collection des ceufs et I’incubation ce qui a été
déja décrit dans la partie de tests in ovo.
B. Retirer les ceufs de l'incubateur aprés 4 jours d'incubation apres Stérilisez les ceufs en

essuyant la surface avec I'éthanol a 70 %.

C. Posez les ceufs horizontalement pendant 1-2 minutes pour un bon positionnement de

I'embryon (vers le haut de I’ceuf).

D. Remplissez % de gobelets en plastique (stérilisé) avec de I'eau stérile puis coupez
environ 20 cm de film alimentaire. Fixez circonférentiellement sur le dessus de la tasse en

placant un élastique autour, apres coupez l'exces du papier film.

E.A l'aide d'un bord tranchant (comme le bord d'un seau en métal ou d'un bécher en verre),
tapotez doucement 1'ceuf jusqu'a ce qu'il y ait une petite fracture sur la face inférieure de

I’ceuf, n'oubliez pas que I'embryon est positionné sur le dessus.

F. Placez les pouces dans les cOtés opposes et séparez les coques horizontalement laisse
glisser doucement le jaune avec I'embryon ainsi que I'albumine sur le film alimentaire, en

essayant de ne pas percer le sac vitellin.

G.L'embryon doit deja étre positionné sur le dessus si le transfert est effectué correctement.
Si ce n'est pas le cas, utilisez un objet stérile non tranchant (c'est-a-dire la pointe émoussee
de ciseaux courbés fermés) et caressez le jaune de telle sorte que I'embryon tourne vers le
haut. Placer une boite de Pétri stérile sur la coupelle pour sceller I'embryon. Et Placer la

culture dans I'incubateur réglé a 37,5°C et I'humiditeé a ~ 60%.
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H. Au 7eme jour embryonnaire, les morceaux de coquille d'ceuf écrasés doivent étre
dispersés a la périphérie de I'embryon comme source de calcium pour le développement et

la maturation des os.

Figure 20 :Préparation d’un systéme de culture d'embryons de poulet ex-ovo

IV.3. Préparation des substances testées :
1VV.3.1 Préparation de la Dexasone® 4mg/mi

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

180 affichant une date de fabrication de 02/2020 et de péremption de 02/2022.

Figure 21 :Dexaméthasone 4mg /ml

En vue d’étre testée ultérieurement, une série de dilutions dans de 1’eau physiologique

a été préparée a partir de la solution mére Dexasone 4mg/ml.
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Dans un éppendorf, Un volume 10ul de Dexasone 4mg/ml diluée dans 90ul de I’eau

physiologique, a été agité manuellement pour I’obtention d’une solution homogéne.

Figure 22 : Préparation de Dexasone 4mg/ml

VI .3.2.Préparation d’ Azithromycine ® 300mg /7.5ml

L’azithromycine est un antibiotigue présent sous le nom de marque
zomax®300mg /7.5ml. C’est une solution a administrer par voie orale, Produit par le groupe
pharmaceutique SAIDAL spa Algérie, et a été acheté aupres d’une officine locale 8 Ahmed
Rachedi. Le numéro du lot était 9220 avec les dates de production et d’expiration 7/20 et 7/23
respectivement.

Figure 23 : Azithromycine ® 00mg/7.5ml

Pour une suspension concentrée d’azithromycine ®, dissoudre 12.5ml 1’eau pour
reconstitution dans 300mg /7.5ml de la poudre Azithromycine ® et mélanger la suspension
obtenue pour quelle deviennent homogeéne. Puis filtrer d’une quantité suffisante.

Figure 24 : Préparation d’azithromycine ®300mg/7.5ml
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1VV.3.3 Origine de Lévophta® 0.05%

Lévocabastine est un antihistaminique présent sous le nom de marque lévophta®
0.05%.Solution collyre administrer par voie oculaire, Produit par le groupe pharmaceutique

SAIDAL spa Algérie, a été acheté aupres d’une officine locale a Ahmed Rachedi.

Figure 25 : Lévophta® 0.05%

1VV.3.40rigine du Matériel biologique (Végétal) et préparation le filtrat de I’ail (Allium

sativum).

Le filtrat de I’ail (Allium sativum), a été obtenu par broyage d’une quantité suffisante d'ail,

Puis la filtration par le papier filtre pour obtenir le filtrat homogéne.

Figure 26 : Préparation de filtrat de 1’ail (Allium sativum).

IV.4 Déroulement du test CAM (in ovo)

Figure 27 : Application 5ul de solutions préparées sur la CAM. 45
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Au 8éme jour de l'incubation, les fenétres ont été rouvertes, Les ceufs préalablement
préparés ont été réparti en 5 groupes de nombre d’ceufs varié, puis appliquée par micropipette
un volume de 5ul des solutions/suspensions médicamenteuses, Le premier sera traité par
Dexaméthasone 4mg/ml comme un témoin positif, le deuxiéme par Azithromycine

300mg /7.5ml, le troisieme par Iévocabastine 0.05%.

Le quatrieme traitée par une série de dilution de filtrat de I’ail (Allium sativum),
préparée précédemment et le dernier groupe représentera les témoins négatifs traités par 1’cau
physiologie. Dans toutes les expérimentations on dépose le produit a tester directement sur
la CAM. 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.

Un traitement préalable des images permet d’apporter des améliorations de la qualité
des images et réduire les parasites ce qui faciliterait 1’observation et 1’évaluation quantitative.
Ainsi, une série de manipulation, par les logiciels de traitement d’image suivants : photoshop

express +Optikaproview, permet de transformer une image brute en une image grise a 8bit.

Des observations sous stéréomicroscope ont été alors effectuées pour évaluer la
vascularisation par rapport a un contréle de vascularisation normale. Puis, on a procéder au
comptage des vaisseaux d’ordre secondaire et tertiaire dans la zone d’observation. Apres, on a
calculé le taux de réduction (diminution) de la vascularisation pour chaque groupe (Figure

33), suivant la formule :

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

D’ou:
TRV : le taux de réduction des vaisseaux sanguins exprime en pourcentage.

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

46



Matériel et méthodes

Vt : Nombre des vaisseaux sanguins du deuxieme et troisieme ordre chez les groupes
traités.

IV.5.Déroulement du test CAM (ex ovo)

Au 8eme jour de lincubation, on retire les gobelets. On a appliquée par une

micropipette 5ul de I’extrait filtrat de I’ail (Allium sativum).On le répéete plusieurs fois sur le

111 1

A s = . . 1
méme CAM avec une série de dilution (= ,-,=,=,—=
2°4°6°8 10

) On observe immédiatement les

réactions possibles. A la fin fermer les gobelets de culture par les boites de pétrie puis
réincubés.

Figure 28 : application le filtrat de 1’ail (Allium sativum) .

1V.6.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 statistique Graph Pad prism9.2.0(332) version essai gratuit. On note que pour

Pvaleurs inférieures a 0.05, ont été considérées comme significatives.
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V. Résultats et discussions

V.1.Evaluation qualitative

Le suivi quotidien, macroscopique et sous stéréomicroscope, 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 devient fonctionnel en
premier lieu vers le troisieme 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 29,30).

La CAM

Figure 29: Vaisseaux du sac vitellin Figure 30: Vaisseaux de la CAM

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 31). Au
14%me jour, la CAM enveloppe la totalit¢ de I’embryon et ses annexes (amnios, vesicule
vitelline) (Figure 32).

S"

\ ‘-Aﬁ

Figure 31 : CAM aJ8 Figure 32 : CAM a J14
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3- La vascularisation de la CAM, se projette 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
(Figure33).

Figure33 :Observation des vaisseaux primaire, secondaire et tertiaire sous stéreomicroscope.

4- 11 est possible de distinguer différents niveaux d’action du traitement appliqué sur la

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

» Le traitement des CAM par certain médicament in ovo

-

Figure34: Vascularisation normal Figure35:Résorption des vaisseaux
de la CAM sanguins dexa a J12
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Figure36:(Euf traité par 1’eau physiologique, observation a

Figure38:Un oeuf traité par Azithromycine®300mg/7.5ml, observation a
J12
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» Le traitement des CAM par le filtrat de 1’ail Allium sativum in ovo et ex ovo

Figure4l:Effet de filtrat de I’ail sur la CAM appliqué, in ovo, a J8
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Figuredl:Effet de filtrat de 1’ail sur la CAM appliqué, in ovo, a J8, observation sous

stéréomicroscope

5-un taux de mortalité considérable dans tous les groupes. Ceci peut étre du a des facteurs

externe a I’expérimentation (infections, conditions climatiques,...), donc difficile a controler.

Figure42:Embryon mort ex ovo
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Figure42:Embryon mort in ovo

Figure43:Embryon (CAM) infecté

6- I’observation nous meénent a croire que les traitements appliqués (Iévocabastine®
0.05% ;Azithromycine ® 300mg/7.5ml ; le filtrat de 1’ail ne présentent aucune toxicité sur

I’embryon, en fait, tous les embryons survivent suite au traitement.
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V.2. Evaluation quantitative

dxm : dexaméthasone
150 Azith : Azithromycine

Lvt : Lévocabastine

100-

a1
T

% de réduction des capillaires
o
|

dxm azith Lvt

traitements

Figure44:Action des traitements sur la vascularisation des CAM

** . Différence tres significative ( p< 0,01) par rapport au témoin positif

D’aprés les données présentées sur la figure, il ressort que la Dexaméthasone,
administrée a une dose de 2ug, réduit de 99% la vascularisation de la membrane
chorioallantoidienne de I’embryon du poulet par rapport au témoin négatif (recevant
uniquement de 1’eau physiologique). L’action de la Dexaméthasone semble étre claire,
puissante et du point de vue statistique elle est trés hautement significative (p<0.0001). La
Dexaméthasone est un corticostéroide surrénalien synthétique doté de puissantes propriétés
anti-inflammatoires. En plus de se lier a des récepteurs stéroidiens nucléaires spécifiques, la
Dexaméthasone interféere également avec l'activation du NF-kB et les voies apoptotiques

(National cancer institute, 2021).

En clinique, La Dexaméthasonea fait I’objet d’études en vue de son emploi comme
traitement antiangiogénique en association avec d’autres agents chimiothérapeutiques (Glode
et al., 2003). En ophtalmologie, ce corticoide constitue toujours un standard dans le traitement

des affections ophtalmiques en relation avec 1’angiogenese (Nehmé et Edelman, 2008).

Nos résultats, bien que préliminaires, ont permis d’une part, des observations concourant

avec ce qui est déja établie. En fait, nous nous sommes basés sur les résultats de I’équipe de
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Folkman (1987) pour adopter la dose testée. D’aprés ces auteurs, la Dexaméthasone exerce
son pouvoir angiostatique a des doses trés faibles(1/25°™) comparées a celles de
I’hydrocortisone. Ainsi, ils démontrent que 1’effet antiangiogénique est indépendant de I’effet

anti-inflammatoire.

On croit que ’inhibition de la néovascularisation due a la Dexaméthasone passe par la

répression de 1’expression de VEGF (Fischer, 2001).

Des travaux récents propose 1’augmentation de la voie de la gluconéogenese dans un modele
cellulaire murin pour expliquer 1’action antiangiogénique de la Dexaméthasone (Sfang et al,.

2016).

D’autre part on constate que I’application d’azithromycine permet d’obtenir une
diminution de la vascularisation des CAM a un moyenne de 48% par rapport au témoin
négatif (eau physiologique), ce qui correspond a la moiti¢ de I’effet de la Dexaméthasone
(ttmoin positif). Ces observations concours avec les résultats obtenus par plusieurs équipes
(Li, etal., 2017).

Cependant il serait utile de rappeler que ces derniers ont eu recours a des modeles
expérimentaux différents du CAM que nous avons employée. Par ailleurs, Il semble que
Azithromycine exerce son action par la suppression de la voie de signalisation du récepteur
2(VEGFR?2) du VEGF (Li, et al., 2017).

La lévocabastine apparait sans action sur la vascularisation de la CAM. La bibliographie
consultée nous meéne a croire que notre travail constitue la premiere étude consacrée a ce
sujet. Ce médicament est un antagoniste puissant et sélectif des récepteurs H1 de I'nistamine.
qui a été developpé pour I'administration nasale et oculaire (Dechant et al ,1991).11 est
actuellement disponible pour soulagement des signes et symptdmes de l'allergie saisonniere

conjonctivite (Netland et al, 2000), mais semble étre dépourvue d’action antiangiogénique.

Revenant a I’action de 1’ail, celui-ci montre une action puissante et assez particuliere. Son
action, a I’opposé des médicaments sus-Cités qui bloguent la formation de nouveaux vaisseaux
a partir de ceux pré-existant, présente un autre mode d’action sur les vaisseaux sanguins en
I’occurrence D’effet destructeur des vaisseaux sanguins de 1’anglais, vascular disrupting

agents(Lippert, 2007).Donc, 1’application de filtrat de 1’ail se traduit par une irritation des
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CAM, des saignements, des thromboses. Cet effet, clair puissant, reproductible et confirme,
présente une cinétique dose-dépendante. En outre, il est clair qu’au fur et a mesure que la dose
augmente le temps nécessaire pour observer les séquelles diminuent radicalement (a 1’ordre
de secondes pour I’extrait non dilué). Une équipe tunisienne obtint les mémes résultats que les
notres ce qui confirme 1’idée que le filtrat de I’ail posséde un effet perturbateur des vaisseaux
sanguins (Hadriche, 2021).

Cette ¢tude préliminaire vise, principalement, 1’évaluation du potentiel antiangiogénique
d’un médicament anti-inflammatoire, la Dexaméthasone (Dexasone® 4mg/ml), d’un
antibiotique, I’ Azithromycin (Zomax 300mg/7.5ml) et le filtrat de 1’ail (Allium sativum). Elle
s’inscrit, d’une part, dans la logique de la réorientation des médicaments actuellement en
utilisation clinique, ou reprofilage. Et d’autre par, elle recherche de nouvelles biomolécules

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

Le modele expérimental choisi pour mener ce travail consiste en les vaisseaux sanguins
de la membrane chorioallantoidienne (CAM) de I’embryon du poulet. Ceci est utilisé
couramment dans 1’¢tude in vivo de I’angiogenése et de ’anti-angiogenese vue la simplicite,

le cout modeste et la reproductibilité des résultats (Ribatti et al., 2001).

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

recours a plus de 600 ceufs pour arriver a des résultats convaincants (Knighton et al., 1977).

En plus le recours a des ceufs d’origines hétérogenes influence sur pertinence des

observations.
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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 et ex ovo 1’effet inhibiteur d’un médicament
anti-inflammatoire, la Dexaméthasone (Dexasone® 4mg/ml) (témoin positif), d’un
antibiotique, 1’ Azithromycin (Zomax 300mg/7.5ml) et le filtrat de I’ail(Allium sativum). vis-a-
vis la néovascularisation de la membrane chorioallantoidienne (CAM) de I’embryon de
poulet. Bien que préliminaire, les résultats obtenus suggerent différents effets :

Alors que la Dexaméthasone réduit fortement la vascularisation du CAM,
I’azithromycine ’affiche effet antiangioginique modéré et lévocabastine semble dépourvu de
toute action sur I’angiogénese .Enfin, le filtrat de 1’ail (Allium sativum) produit un Effet

destructeur des vaisseaux sanguins.

Donc en perspective, il est nécessaire de poursuivre et approfondir ce travail de recherche
par :
> Reveérifier les données recueillies sur des échantillons plus larges ;
» Compléter I’investigation par la réalisation des analyse histologiques ;
> Recourir a des modeéles expérimentaux plus performants, cultures cellulaires,
Matrigele, modéle murin,... ;
» Tester des molécules et des mélanges contrdlés a fin de mettre en évidence I’existence.

de synergie entre les différents composants.
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Annexe 01. Le matériel utilisé de laboratoire, les produits chimiques.

Annexe 02. Les ceufs 1égorn et sauvage utilisée




Annexe03. Ouverture d'une fenétre sur la circonférence de la coquille d'ceuf

Annexe04. Attaques infectieuses.

Annexe05. Ringage 1'aiguille apres chaque prélévement de I’albumine pour évité la
décrouchage




Annexe 06. trou de niveau de laCAM au (j 3)

Un trou

Annexe 07. Poids de I’ceuf avant de prélever I’ Albumen (J3) et le Poids de I’embryon au
moment du sacrifice (J12) et apres 21 jours, successivement.




Annexe 08. L’incubateur a des conditions défavorables de température
faible et ’humidité élevée

Annexe 09. L’ Ail utilisée dans notre traitement de CAM

Annexel0. La membrane chorioallantoique. La CAM est composée d’un épithélium
multicouche ; I’ectoderme a I’interface aérienne, le mésoderme (ou le stroma) et I’endoderme
a I’interface avec le sac allantoide Valdes, T. et al., (2002).

Albumin Allantolc | Yoik sac
brane cavity ) inoculation




Annexe 11. Récepteurs du facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF) et
leurs ligands Patel-Hett et D’Amore, (2011).

Receptor: VEGFR-1 VEGFR-2 VEGFR-3
Ligands: VEGF-A VEGF-C
VEGF-B VEGF-D
PLGF
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B 6
@ e
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Annexel2. Le traitement par anti-VEGF Trédan, (2014).

Anti-YEGF Anti-VEGF




Annexe 13. Origine des cellules endothéliales et des cellules hématopoiétiques.

Les cellules souches mésodermiques sont la source de cellules souches
hématopoiétiques et d'angioblastes dans I'embryon en développement.
L'hémangioblaste est un precurseur a la fois des angioblastes et des cellules souches
hématopoiétiques.

Les angioblastes se différencient en cellules endothéliales.

Les cellules hématopoiétiques peuvent se différencier en tous les types cellulaires
présents dans le sang circulan Adair et Montani, (2010).
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