anaddl Al desall 3y Shed! 2 pgandl
g..L.JI LIPS | E;L-Jl '.._.,l..:.ll syl
République Algérienne Démocratique et Populaire
Ministére de I'Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique

Faculté des Sciences de la Nature et de slall g dagdal) o gle ;4S

la Vie
Département de Biologie Moléculaire et A slad) 5 Az ) b ol gl sanid
Cellulaire

Mémoire de Fin d’Etudes

En vue de I’obtention du dipldme : de Master Academique en Sciences
de La Nature et de la Vie

Filiere: Sciences Biologiques

— RN
- PSS,
e [ i ! »L,\_ .

~7 X%\, Option: Sciences Pharmacologiques

P
v

Theme
a )

Etude de l'activité anti-angiogénique de I'extrait aqueux
de fruits de Pistacia lentiscus L. par le test in ovo de la
membrane chorioallantoique de 1I'embryon du poulet

Membres de Jury Présenté par :
Présidente: Dr. KEBSA Wided GUERDOUH Nour-Elhouda
Examinatrice: Dr. ZABAIOU Nada TOUMI Nor -Elhouda

Encadrante: Dr. BENGUEDOUAR Lamia

Année Universitaire 2021-2022




Remerciement

Avant tout nous remercions*Atlah" le tout

puissant qui nous a donnés le courage, la volonté et la force pour accomplir ce
travail. Merci de nous avoir éclairé emin de la réussite

Nous tenons a exprimer nos profonds remerciements et nos vives
reconnaissances @ Madame Hadjer KEMEL et Monsieur le docteur Boujerda
Djamel notre encadrante Madame le docteur Lamia BENGUEDOUAR,

Nous remercions vivement les membres de ce jury :

Madame le docteur KEBSA Wided et madame le docteur ZABAIOU Nada
qui nous fait ['honneur d accepter de jurer notre travail.. Veuillez trouver ici
Cexpression de notre profonde gratitude.

Nos remerciements les plus sincéres a nos trés chers parents, pour leurs soutiens
indéfectibles, leurs encouragements indispensables et précieux qui nous ont
permis d avancer. Nous espérons un jour, étre d la hauteur de vos attentes.
Nous exprimons nos vifs remerciements aux_ techniciens de laboratoires.

Nous adressons nos sinceres remerciements da [ ensemble des enseignants du
département des Sciences de la Nature et de la Vie qui ont contribué a notre
formation.

Nous remercions aussi toutes les personnes qui ont participé de pres ou de loi,

directement ou indirectement a la réalisation de ce travail.
GUERDOUH NourElfiouds  \——~__
TOUMI Nor “Elhouda




."¢.

’. p .
. .\
S

e’ o

-— E L

8y . ) 3%
Dédicaces. i

Avant tout je tiens a remercier Allah le tout
Puissant pour m’avorr donnée la

Sforce, la volonté, la santé et la patience pour mener
d terme ce modeste travail

que je dédie :

A mes chere parents mon pere Boulaid, et ma
mere Malika qui m’ont encouragé pour que je
réussisse dans mes études, pour leur sacrifice,
soutien, et leur patience.

A ma famille, ma grand-mere, ma sceur
Khaoula, et mes fréres Abdennour et
Mohammed-Amine pour leur encouragement.

A mes ma binome Nor Elhouda Toumi, et mes
tout amaes précieuses amies qui m’ont toujours
ouvert les portes de l'espoir: Assma, Chafia,
Khadidja, Wiam

A mes amues de la promotion de master 2 science
pharmacologz'e que J a1 vécu avec eux des beaux

moments au cours de mon cours a ['université.

Nour-Elhouda Guerouh



g .;4‘
IS ) ) )
AT

Doz |

LI\
|
~

Avec I'aide de DIEU le tout puissant est achevé le présent travail, Je dédie ce
mémoire :

A mes beaux Parents, ma tres chére mere Messouda la plus belle chose dans
la vie ton amour et son affection et mon chére pére Amer Pour sa confiance
tous leurs amours, Pour tous leurs sacrifices, leur soutien et leurs priéres
tout au long de mes études, Que dieu leur procure bonne santé et longue vie

A mes sceurs et freres Hayat, Naima, Halim et Mohamed Pour leurs
encouragements permanents vous occupez une place particuliere dans mon
ceeur, Dieu vous donne santé, bonheur et réussite.

Ma belle sceurs Meryem
Mes beaux —fréres Abdennour et Mohammed

A mes niéces mes chers Nasr-allah el amin et Ishak, mes chéres Tawba
djinan, Dounia et Wissem

Ma petite princesse mariem nour elyakin et mon prince anes Youssef

La famille de ma mére Bougaci Surtout ma grands mére Fatma, mon oncle
maternel mouloud et ma tante safia

A mon bindme Nour -el- houda Guerdouh

Mes meilleures amies Sarra, Nassima, Asma, Khalissa, Fairouz , Messouda
et soumia

Et A tous ceux qui me connaissent et me connectent avec amour et amitié

Nor-Elhouda Toumi

—Y




Sommaire

Sommaire

Remerciements

Liste des abréviations
Liste des figures
Liste des tableaux

INEEOTUCTION .ottt e e e e e e e ettt ee e e e e e e e ee e e e e e e e e e e areaaeens 1

I LT ] TSR 3
I D T 10 oS s T TP T PP PRSPPI 3
2.1 DETINITION ...ttt bbbt bbbttt bbb reens 3
1.2.2 La cellule endOtNEIIAIE ..........ccoiiiiiieieee s 3
[.2.3.L.eS tapes A€ I"anZIOZENESE ...cuvevevieererierieieiesie ettt sttt se ettt es 4
70 00 I O =1 =T £ T SRR 4
2 T - 11 T =[] o SO SS SR PUROT 4
1.2.3.3.La fusion et la formation de 1a IJUMIEre ..........ccooveieiiiiie s 4
1.2.3.4.La maturation et le FlUX SANQUIN.........cccooiiiiiiiiiee s 4
[.3.Médiateurs de I"angiogenESe ........couruirueiririeieiieie ettt see s 5
1.3.1.18S ACHIVALEUIS ....c.veeeie ettt ettt ettt e st et et eesaesneeteeneeaneesseaneenneenes 5
1.3.1.1.VEGF (vascular endothelial growth factor) ............ccccocoviiiiiiiiiic i 5
1.3.1.2. FGF (fibroblast growth factor) ............cccooeiiiii i 5
1.3.1.3 .PDGF(Platelet derived Growth FACIOr) ........ccccoiiiiriiiiiieicieseseee s 6
1.3.2.1.8S INNIDITEUIS ...t teere e reesne e e nneenns 6
1.3.2.1. ANQIOSTALING ...ttt et e et e e e e b e e st e e neenree s 6
1.3.2.2. TRrombOSPONAINE-1 ....c.uviiiiiiiiei et 6
1.3.2.3.Facteur PlaqUETTAITE-4............ooiiiiieeee e 6
1.4, L °angiogenese tUMOTALE ..........ceeiiiiiieiii e 6
I.4.1.Induction de I’angiogenese tumorale par ’hypoxie (HIF)........ccooooiiiiiiiiiiiiie, 7
I.4.2.Induction de I’angiogenése par des modifications génétiques..........ccovverevreieieceneene 8
1.4.3. Switch angiogénique tumoral et signalisation VEGF/VEG............cccooevviieiicin e, 9

1.5. Thérapies antiangiOgENIGUES .......ccueiueieerieeieseeiesiesee e sreesteeeesseesreeseeseesseesaesneesreeneennes 10



Sommaire

1.5.1. Inhibiteurs de la signalisation VEGF/VEGFR (Bevacizumab) ..........cccccceevvevervennenne. 10
I.5.2Inhibiteurs de Tyrosine Kinase (Sorafenib) ..o 10
1.6. Les différents tests de 1’angiogenese. ... ..ourvririririririenieesie s 12
1.7. Le test CAM de I'embryon de POUIEE .........coooveiiiiiiiiieee e 13
L7 GBNBIAIITES. ... .ottt bbb 13
1.7.2 . Le prinCipe du teSE CAM ..o ottt enes 14
L.8. La relation entre I’angiogenese et le stress oxydatif ..........cooviiiiiiiiiiinciic 16

Chapitre I1. Pistacia lentiscus L.

L L GENETAIITES ...ttt ettt b e bbb e b e nes 20
I1.2. Etude botanique et Taxonomique de Pistacia [entiSCUS ..........cccooeriiiienininisice 20
[1.2.1. DeSCription DOtANIGUE ......c.veveiiiiiieriieiieee ettt 20
I1.2.2.Taxonomie et classification botanique de Pistacia lentiscus L ..........cccccevvevvevvennenne. 22
11.2.3 .Répartition gEOGraphiqUE..........cccueiieiieiieieeie ettt ens 22
] I B - S (=1 T T SR 22
[1.2.3.2..EN AUGETIE ...t bbbttt 23
11.3.Phytochimie de I’espéce Pistacia [entiSCUS L..........ccoereiriiiiiiiciccc e, 23
I1.4.Activités pharmacologiques et effets thérapeutiques de Pistacia lentiscus L ................ 24
[1.4. 1. ACHIVITE ANTIOXYUANTE ...t 24
11.4.2. Activité antibactérienne et antifongique ...........ccooveeieieirencre e, 24
11.4.3.Activité anti-inflammatoire. ...........ccoiiiiieee e 24
[1.4.4. ACHVITE ANTICANCETBUSE .....ovvereeieiie et eieetie ettt sttt bbb re e ne e nes 25

Chapitre 111 : Matériel et Méthode

I11.1.Collecte des ceufs et INCUDALION ...........couiiieiieiesie e 26
[11.2.Le traitement deS 0eULS......eiueiiieiiiie et 27
11.3.SACHTICE TS GBUTS .....eeiieei e et 28
[1l. 4. Evaluation quantitative de I’inhibition de I’angiogenese ..........ccovvrererereneneeenreennn, 29
111.4.1. Traitement des images par Ie WIim CAM ... 29
I11.4.2.L.e pourcentage d’inhibition de 1’angiogenese. ...........ccvvverriieeiiniiiieniee e 30
I11.5. Evaluation des parameétres de stress oXydatif...........cccooveviiiiiiciiccc e 30
[11.5.1.Extraction de la fraction CYtOSOHQUE ........cueviiriiiiiiiiieieee e 30
I11.5.1.1.Dosage du glutathion cellulaire (GSH) ........cccooveiiiiiiiee e 30
I11-5-2-Le dosage du malondialdéhyde (MDA ......cccoceiiiiiiiieieiee e 31

H1.5.2.1.ANAIYSE StAtISTIQUE ....eeeeeieeiecee ettt 32



Sommaire

Chapitre 1V. Résultats et interprétation

IV.1.Evaluation qualitative de I’inhibition de 1’angiogen€se .........cccocevverereeieeriesieeseeseenns 33
IV.2.Evaluation quantitative de I’inhibition de 1’angiogenese. ..........cccvrerirerireninnieinenns 35
IV.2.1 .Le nombre des points de branchements totauX ...........cccceveieieniniiinineeee 35
IV.2.2.La densité des vaiSSeauX SANQUINS ........c.ecverreiriereerieeieseesieseesreessesssesseesseseesseessesnes 36
IV.2.3.La Longueur des vaisseaux SanguiNS tOTAUX ..........cceevereerieiieeseereseesieesieseeseeseeens 37
IV.2.4.Le pourcentage d’inhibition de ’angiogenese ...........c.curvriririereneneseseseeeeee e, 38
IV.3 Evaluation de I’état du stress oxydatif dans la membrane chorioallantoidienne......... 38
IV.3.1.Variation du taux de glutathion ............cccoeeiiiie i 39
IV.3.2.Variation des taux du malonyldialdéhyde tissulaire (MDA).........ccccocevvvevviiieieeinene. 39
D oW 5] o] SRS SR 41
(@0 004 113 [ o SRR TOSPRSRR 44
Références bibliographigUES...........coveiuiiie i 45
Annexe

Résumé



Liste des abréviations

Liste des abréviations

CAM: Membrane chorioallantoidienne

VEGF: Vascular endothelial growth factor ou facteur de croissance Endothéliale vasculaire
VEGFR : Récepteur du VEGF

PDGF: Platelet-derived growth factor ou Produit de dégradation des facteurs de croissance
bFGF: basic Fibroblast Growth factor

FGF: Fibroblaste growth factor ou Facteur de croissance des Fibroblastes
EGF: Epidermal growth factor

EGFR: Epithelial Growth Factor Receptor

FAC: Fibroblastes associés aux carcinomes

FDA: Food and Drug Administration

FLT-3: Fms-related tyrosine kinase-

3TGF-1 : transforming growth factor

HGF: Hepatocyte growth factor

HIF: Hypoxia Inducible Factor

HIF-a: Hypoxia inducible factor —

aHIF-B: Hypoxia inducible factor-

BHIF-1: Hypoxia inducible factor-

1HIF-2: Hypoxia inducible factor-2

IL-1:Interleukin-1

IL-6:Interleukin-6

Ang-1:Angiopoiétine-1

Ang-2:Angiopoiétine-2

EAFPL: Extrait aqueux de fruit pistacia lentiscus L.

MDA: malondialdehyde

GSH: glutathion cellulaire



Liste des figures

Liste des figures

Figurel.Les étapes de I’angiogenese NOMMAIE..........coccoiiiiiiiiiiiiiiiee e 5
Figure2.La régulation de HIF-1o dans les conditions d’hypoxie et de NOrmoxie...........c.cc....... 8
Figure3. Transition aNQIOJENIGUE ........ccverveeieiieieeiesteesieeeesteesteesesreesteeseesseesreessesseesaeeseesneeses 9
Figure4.Les inhibiteurs du VEGF 0U de CES FECEPLEUIS ......cveeveiievieeie e steesie et 11

Figure5. Schéma du test de I’implantation des cellules tumorales dans La membrane
ChorioallantolTqUE (CAM) ...ttt sr et neesteenbeeneenreas 14
Figure 6. L'embryon de poulet et sa membrane chorioallantoidienne.(A) Schéma de la
structure générale d'un embryon de poulet agé de 5 jours dans I'ccuf avec les trois couches
tissulaires de la CAM.(B) Coupe semi-fine de la CAM d'un embryon de poulet de 12 jours
montrant I'épithélium chorionique (ch), le mésoderme vascularisé (m) et I'épithélium
allantoidien (al).(C) Embryon de poulet de 5 jours photographié in oVO.........c.cccceveiveiecienen, 15

Figure7. L’augmentation de la production des ROS et/ou la réduction des défenses antioxydantes
entrainent Un StreSS OXYALIT........ccviiiiiiec e 16
Figure8. Activation de I'angiogenése par les espéces réactives de I'oxygéne (ROS) via la voie

dépendante et indépendante de I'NYPOXIE .......ccccviiiiiiiiiiie e 18
Figure9.Arbuste de PiStacia |eNTISCUS L..........cciiiiiiiiiiiieieie s 20
Figurel0.Les fruits, feuilles, les fleurs et la résine de Pistacia lentisCus...........ccccevvvvvrerrirrennnee. 21
Figurell.Distribution géographique du genre Pistacia dans le monde ............ cccccovevieinennenn, 23
Figurel2.l’effet thérapeutique de Pistacia IentiSCUS ...........cccooiiiiiiiiiiiie e 25

Figure 13. A. Mirage : Tracage de la chambre & air. B. incubation des ceufs dans
R R8T 01T ] b PSPPSR 26

Figurel4.Déroulement du test CAM.A. Vérification de la fécondité des ceufs.

B. tracage de I’ombre embryonnaire. C. Le traitement des ceufs.......ccccovvvveveiieineiesieseennn, 28
Figurel15.Sacrifice des ceufs au8®™® jour d’inCubation...........cc.e.veeveevrceereeeresesesseieeesses s 29
Figure 16.Réaction du DTNB avec un thiol(R-SH) ...........ccceiiiiiiiiiiicesece e, 31
Figurel7.Principe du dosage du malondialdéhyde.............cccoviiiiiiiiiiic s, 32
Figurel8.0bservation macroscopique de I’ceuf tEMOIN .........cccooiiiiiiinice e 33
Figure 19. Observation macroscopique de 1’ceuf traité par la QUErCELINE .........cocvvvvvvvviennn 34

Figure20.0Observation macroscopique de I’ceuf traité par 1’extrait aqueux de fruit de

T ¥= o - VPSPPSRI 34
Figure2l.Les points de DranChementsS..........ccveieiie i 35
Figure22.Le nombre des points de branchements tOtauX ............ccevvereiiiesieenesie e 35

Figure23.Densité des VaiSSEaUX SANGUINS ........eieiieeeieieriesiesiessessesseeseeseeseessessessessessessesseeseenes 36



Liste des figures

Figure24.Longueur des vaisseaux SaNgUINS TOTAUX ......c.ccverreerurieeieeriesieeseesieeeesree e eeesseeseens 37
Figure25.Pourcentage d’inhibition de I’angiogen€se.........ccvveruriierverieiieesiesesee e e esee e, 38
Figure26.Variation du taux de GSH de la membrane chorioallantoidienne ..............cccceevenene. 39

Figure27.Variations du taux MDA de la membrane chorioallantoidienne .............ccoccoveevenene. 40



Liste des tableaux

Liste des tableaux

Tableaul.lmpact de différents oncogenes sur I’angiogenése tumorale dans les tumeurs

0] [0 LSOO TP TP P PRSP 9
Tableau?2. Les différents tests de pour étudier I’angiogene€se ..........ccovverreriereereeriesieeseaseesnens 12
Tableau3.Avantages et limites du teSt de CAM ........couiiiiiiiiiiee e 15
Tableau4.Taxonomie de PiStacia IeNtISCUS L .........cccoveiieiiiiiiiiiiisieeee e 22
Tableau5.Le nombre des points de branchements tOtauX ...........ccccceeviierreiesie s e 35
Tableau6. Densité des VaiSSEAUX SANGUINS..........cveireerueiieireeieseeseeseesseesseesessaesseseesseessesssessens 36
Tableau7. Longueur des vaisseauX totauX [PX] .. ..e eeeerrerieriereniniisieieieie e 37
Tableau8.Pourcentage d’inhibition de ’angiogenese ...........cocvririririeiieieniese s 38
Tableau9. La concentration de GSH .......cccooiiiiiiiiiee s 39

Tableaul0.La concentration de MDA ......oooo oo ettt e e e e e e e 40



Introduction



Introduction

Introduction

Le cancer est la deuxiéme cause de déceés derriere les maladies cardiovasculaires dans le
monde développé, 23.6 millions de nouveaux cas sont attendus d'ici a 2030 (Saleh et al.,
2020).

La formation de métastases est un événement majeur dans 1’histoire naturelle d’un cancer
et a des conséquences particulierement péjoratives sur le pronostic des patients. Le processus
métastatique comporte plusieurs étapes distinctes et fait intervenir de trés nombreux effecteurs
moléculaires (Treps et Gavard, 2015).

L’angiogenése est la formation de nouveaux capillaires a partir de vaisseaux préexistants
(Welten et al., 2014). Ce processus physiologique existe durant I’embryogenése, le cycle
menstruel, la régénération tissulaire et la cicatrisation des plaies. Par contre le seul processus
de développement et renouvellement qui s’observe dans les tissus differenciés c’est le

processus de croissance tumorale a la phase invasive et métastatique (Martin et Ouafik, 2012).

Ce processus fait selon le concept du switch angiogénique, un desequilibre de la balance
proangiogénique et antiangiogenique. Ces médiateurs pro-angiogeniques comprennent, le
facteur de croissance des cellules endothéliales (VEGF), le facteur induit par ’hypoxie(HIF),
ainsi que des cytokines pro-inflammatoires, de nombreuses chimiokines, des molécules

d’adhésion, des protéases et d’autres types de molécules (Szekanecz et al., 2010).

Depuis plus de trois décennies, les chercheurs ont proposé de cibler I’angiogenése pour
bloguer la croissance tumorale et, bien slr, sa progression pour donner des métastases
(Folkman,1971; Figg et Folkman,2008).

Les produits naturels ont récemment recu une grande attention parmi ceux recherchant la

nouvelle thérapeutique d’anticancéreux. (Saleh et al., 2020).

Pistacia lentiscus L.est un arbuste ou arbre dioique qui appartient a la famille des
Anacardiaceae (Hacini et Djelloul, 2017), pousse dans la région méditerranéenne (Aissat et
al., 2022).Cette plante est considérée comme un bon reméde pour le traitement des ulceres, de
I'hypertension, de toux, des maux de gorge, et de I'eczéma. Plusieurs travaux de recherche ont

montré que la plante Pistacia lentiscus L. est riche en molécules bioactives.
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Introduction

Plus récemment, le test chorioallantoique d’embryon de poulet a été utilisé pour mettre en
évidence I’activité anti-angiogénique visantles nouvelles thérapies anticancéreuses et pour
évaluer le comportement angiogénique des biomatériaux en cours de développement

(Moreno-Jiménez et al., 2017).

Notre objectif a été basée sur:
e Une synthese bibliographique des connaissances dans le domaine de la biologie de

I’angiogenese et les traitements anti-angiogéniques.

e Une exploration, in ovo du potentiel inhibiteur de la néovascularisation, pour cela,
nous avons étudi¢ 1’effet de la quercétine (30pM) et de I’extrait aqueux de fruit de

Pistacia lentiscus L. a10mg/ml. Par un modeéle expérimental, in ovo le test CAM.

e Evaluation des parametres de stress oxydatif de la membrane chorioallantoidienne
des ceufs traités par I’extrait aqueux de fruits de Pistacia lentiscus L.a10mg/ml.

Page |2



CHAPITRE I.
L’angiogenese

Tumorale



Chapitre / L’angiogenese tumorale

I.1. Généralités sur I’angiogenése

De nombreuses données cliniques et expérimentales suggérent que la croissance tumorale
et le processus métastasique dans son ensemble seraient grandement influencés par les
interactions entre les cellules tumorales et le microenvironnement de 1’organe hote, en particulier
les cellules endothéliales de nouveaux vaisseaux sanguins composant le stroma de la tumeur. La
formation de ces nouveaux vaisseaux sanguins, ou angiogenese, soutient la croissance tumorale
en fournissant ’oxygene et les nutriments nécessaires a I’expansion des néoplasmes (effet de
perfusion), et en éliminant les déchets métaboliques (Ndiaye et Pageés, 2019 ;Montigny et al.,
2021).

I.2. L’angiogenése
1.2.1.Définition

L'angiogenese est un processus complexe, multi-étapes qui mene a la formation de
nouveaux capillaires sanguins (neovaisseaux) a partir des vaisseaux préexistants(Chabannes et
al., 2001). Ce processus physiologique existe durant ’embryogenése et la formation du placenta
en complement de la vasculogénése ou independamment selon les tissus, le processus de neo
vascularisation dépend de I’origine del'organe. Ce processus est régulé par une balance entre des
molécules favorisant 1’angiogenese appelées proangiogéniques (VEGF, PDGF, FGF...) et des
molécules la limitant appelées anti-angiogéniques (angiostatine, thrombospondine...).
L’angiogenése n’est normalement observée que dans des conditions ou au sein de mécanismes
physiologiques strictement régulés comme la réparation tissulaire, le cycle menstruel, la
grossesse ou pour répondre a des besoins particuliers en oxygéne et en nutriments (Lemaire et
al., 2020).

1.2.2 La cellule endothéliale :

Les cellules endothéliales (CE) sont des cellules hautement spécialisées formant la couche
interne des vaisseaux sanguins et tapissant tout le systéeme circulatoire. (Wang, 2018), elles sont
en interaction avec les péricytes et la matrice basale, elles contrdlent finement I’infiltration des
protéines plasmatiques et les échanges entre le compartiment sanguin et les tissus environnants

reposent sur I’ouverture et la fermeture des jonctions cellule-cellule (Azzi et Gavard, 2014).

Les cellules endothéliales sont parmi les cellules les plus stables de ’organisme; leur temps de
renouvellement peut excéder 1 000 jours, mais cette durée peut étre réduite a seulement cing
jours lors de I’angiogenese, leur stimulation par différents facteurs angiogéniques, les plus
couramment observés comme le bFGF (basic fibroblast growth factor) et le VEGF (vascular

endothelial growth factor) (Dumond et al., 2020;Tailé, 2021).
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Chapitre / L’angiogenese tumorale

1.2.3.Les étapes de ’angiogenése :
1.2.3.1. La sélection :

La premiére étape de I’angiogenése correspond a I’activation et a la sélection de cellules
endothéliales, interchangeables quant a leur fonction, qui conditionnent le déroulement de
I’élongation (Treps et Gavard, 2015).

. 1.2.3.2.La migration :

A la suite de son activation et de sa sélection, la cellule de front bourgeonne a partir du

vaisseau et acquiert de nombreuses protrusions membranaires de type filopodes qui sont
hautement dynamiques(Wacker et Gerhardt, 2011 ; Azzi et Gavard, 2014).
L’acquisition de cette capacité de migration repose sur un affaiblissement des interactions entre
les cellules endothéliales et une dégradation de la matrice extracellulaire (Azzi et Gavard, 2014).
La stimulation des cellules endothéliales induitle demantelement des jonctions adhérentes
notamment via I’endocytose de la cadhérine endothéliale (Treps et Gavard, 2015),tandis que
’activation de la voie de signalisation induite par le VEGF, inhibe les protrusions membranaires
et favorise I’adhérence cellulaire permettant une migration collective en arriére(Bentley et al.,
2014).

1.2.3.3. La fusion et la formation de la lumiére :

Sous I’impulsion de la prolifération des cellules de soutien, le néovaisseau s’allonge, guidé
par la cellule de front. Ce processus repose sur 1’établissement d’un gradient de VEGF-C qui est
secreteé par les macrophages présents au niveau des sites de bourgeonnement. Par 1I’intermediaire
de son récepteur VEGF-R3, le VEGF-C stimule les cibles transcriptionnelles de la voie de
signalisation impliquant « Notch » et diminue la sensibilité des cellules de front au VEGF
(Tammela et al., 2008). 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 Gerhardt, 2011).

1.2.3.4. La maturation et le flux sanguin :

La maturation du vaisseau nécessite le rétablissement de la barriére endothéliale et du flux
sanguin. La voie de signalisation impliquant I’angiopoiétinel (Angl) et son récepteur Tie2
s’oppose aux actions du VEGF. Elle induit le renforcement des jonctions entre les cellules
endothéliales ainsi que leur quiescence (Gavard et al., 2008 ; Fukuhara et al., 2008). Un gradient
de PDGF-BB (platelet-derived growth factor) et de TGF-1 (transforming growth factor) induit
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parallelement le recrutement des pericytesl et des cellules musculaires lisses, ainsi que le dépot
d’une nouvelle matrice extracellulaire a la surface des vaisseaux, assurant ainsi la maturation
finale d’un vaisseau sanguin fonctionnel. A tout moment du processus, sous l’effet de
modifications du microenvironnement ou d’adaptations physiologiques, I’angiogenése peut étre
arrétée (Ricard et Simons, 2015).

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

DLL4/Notch
VEGF/VEGF-R

> Facteurs

de croissance

Prolifération
endothéliale

Flux |

Flux -
sanguin s i arianac,eittatlas
A 302 20, RS S8 BTy

O\ Vacuolisation o

Figurel :Les étapes de ’angiogenése normale (Treps et Gavard, 2015)

1.3. Médiateurs de I’angiogenese
1.3.1.Les activateurs

1.3.1.1. VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)

Les VEGFs constituent une superfamille de cing molécules (VEGF-A a VEGF-E) Ce sont
des protéines fixant I’héparine. Dans le cadre de ’angiogenése, VEGF-A est le plus important, il
joue un role clé a la fois dans la vasculogénése et dans I’angiogenése lors d’une hypoxie en
recrutant de nouveaux vaisseaux sanguins pour assurer leurs besoins en oxygene et nutriments.
Plus la vascularisation des tissus, et donc leur oxygénation, se développe, plus I’expression du
VEGF diminue (Wang et al., 2018).

1.3.1.2. FGF (fibroblast growth factor)
Les FGFs constituent une famille de plus de vingt facteurs de croissance fixant I’héparine
et qui agissent sur de nombreux types cellulaires. Dans le cadre de ’angiogenése, le plus actif

d’entre eux est le b-FGF (ou basic Fibroblast Growth Factor, PM : 18 kDa). Il peut étre
Page | 5



Chapitre / L’angiogenese tumorale

synthétisé essentiellement par les fibroblastes et les macrophages mais également par les cellules
endothéliales et les cellules musculaires lisses (Staiger et al., 2017).
1.3.1.3. PDGF (Platelet Derived Growth Factor)
Le PDGF est un constituant naturel du sérum. Il existe plusieurs isoformes (AA, BB et
AB) et deux récepteurs PDGFR-a et PDGF-p. Les cellules endothéliales quiescentes synthétisent
et secretent le PDGF-BB en réponse a I’action de 1’angiopoiétine-1 sur Tie-2, afin de recruter les
péricytes pour le maintien de la structure du capillaire. Cette sécrétion a lieu également apres la
mise en place des néovaisseaux (Roswall et al., 2018).
1.3.2. Les inhibiteurs
1.3.2.1. Angiostatine
L’angiostatine (56kDa) résulte du clivage du plasminogéne par de nombreux métallos
proteases matricielles. Elle inhibe la prolifération des cellules endothéliales induites le b-FGF et
la migration cellulaire en se fixant aux intégrines. Par ailleurs, I’angiostatine induit I’expression
des molécules d’adhésion ICAM-1, E-selectine (Yadav et al., 2015;Nijhawans et al., 2020).
1.3.2.2. Thrombospondine-1
La thrombospondine-1 appartient a une famille de glycoprotéines produites par de
nombreuses cellules. Elle n’est issue d’aucun clivage. Elle est stockée en grande partie dans les
plaquettes ou elle est complexée avec le TGF-B, mais est également retrouvée dans la matrice
extracellulaire. Elle inhibe directement le VEGF-A165, le b-FGF et les MMP-9 en s’y fixant. Par
ailleurs, elle peut réduire le nombre de progéniteurs endothéliaux circulants (Bazzazi et al.,
2017).
1.3.2.3. Facteur plaquettaire-4
Le facteur plaquettaire-4 (PF-4) est un polypeptide de 7 kDa exprimé sous forme de
tétrameres. 1l inhibe la prolifération et la migration des cellules endothéliales et donc
I'angiogenése par son activité anti-héparine, par interaction directe avec b-FGF ou VEGF-A et

par activation des récepteurs inhibiteurs membranaires endothéliaux(Fontaine, 2017).

l.4. L’angiogenése tumorale

L'angiogenese tumorale, telle qu'elle a été décrite par Folkman au début des années 70 est
un processus complexe nécessaire a la croissance de toutes les tumeurs solides. (Folkman,
1971)résultant d'une interaction entre deux types tissulaires : la tumeur et le réseau vasculaire
dans l'objectif de former des néovaisseaux.(Jiang et al., 2016)I1 est approuvé par Folkman qu'une

tumeur ne puisse se développer dans un volume défini si elle n'est pas vascularisée.
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Les cellules tumorales accélérent ce processus en produisant des facteurs angiogéniques
responsables de la croissance et de la migration des cellules endothéliales quiescentes des
vaisseaux sanguins proximaux. La conséquence est la création d'un nouveau réseau vasculaire
pour alimenter la tumeur en oxygéne, nutriments, des facteurs de croissance, des enzymes
protéolytiques, des tumeurs et la dissémination dans I'n6te (Nashimoto et al., 2020). L'apport en
nutriments et en oxygéne et le drainage efficace des métabolites sont assurés par un réseau

complexe de micro vascularisation tumorale (Kabiraj et al., 2018).
1.4.1 Induction de ’angiogenése tumorale par I’hypoxie (HIF)

L'hypoxie, c'est-a-dire un manque d'oxygeéne, est une caractéristigue commune des
tumeurs malignes. Le facteur inductible par I’hypoxie HIF est I'un des premiers facteurs de
croissance a initier le processus anormal de croissance vasculaire, et répond a la faible tension en
oxygéne dans la masse tumorale. Il est constitué des sous-unités HIF-1a et HIF-1B(Greer et al.,
2012) . Il a été démontré que de multiples genes cibles de HIF-1 modulent I'angiogenése en

favorisant les activités mitogenes et migratoires des cellules endotheliales (Jain et al., 2018).

L’HIF-1 est impliquédans I’homéostasie de l'oxygene en activant la transcription de
genes codant pour des protéines qui augmentent I'apport de I’oxygene (O2), par exemple en
stimulant lI'angiogenese, le remodelage vasculaire, ou la diminution de la consommation d’O>
(Semenza, 2016).De plus dans les cellules tumorales induit une accumulation d’HIF-1a et la
synthese par ces cellules de nombreux facteurs pro-angiogéniques. Dans le cas des tumeurs, ces
facteurs sont essentiellement le VEGF-A, et le PIGF (Boulanger et al., 2019).
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Figure 2: La régulation de HIF-1a dans les conditions d”hypoxie et de normoxie (Zhou et al.
2019).

La regulation de HIF-/a. (A) En condition normoxique, la Prolyl hydroxylase (PHD), en
présence de Fe2+ et de molécules d'oxygene, hydroxyle HIF-1a et déclenche son ubiguination et
sa proteolyse.de Fe2+ et de molécule d'oxygene, hydroxyle HIF-la et déclenche son
ubiquitination et sa protéolyse. (B) Dans des conditions hypoxiques ou a I'aide d'agents mimant
I'hypoxie tels que le FG-4592, I'hydroxylation et la dégradation de HIF-/a se poursuivent. et la
dégradation de HIF-1a sont bloguées. Ainsi HIF-1a peut se dimériser avec HIF-1p, entrer dans
le noyau pour réguler de maniere transcriptionnelle I'expression de ses génes cibles tels que le
VEGF, le PDGF et le vWF, régulant finalement un large éventail de processus

physiopathologiques, y compris I'angiogenese.

1.4.2. Induction de I’angiogenése par des modifications génétiques

Les modifications que peuvent subir certains génes dans les cellules aboutissent a la création
de clone de cellules tumorales pour lesquelles 1’apotome et les capacités de différenciation sont

fortement diminuées et pour lesquelles la prolifération est stimulée (Drouot, 2018).
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Tableau 1 : Impact de différents oncogenes sur I’angiogenése tumorale dans les tumeurs solides

(Rak et al., 2000).

Oncogene® Implicated pro-angiogenic activity
K-ras, H-ras VEGEF upregulation, TSP-1 downregulation
V-S1C VEGF upregulation, TSP-1 downregulation
c-myb TSP-2 downregulation
N-myc angiogenic properties in neuroblastoma
c-myc angiogenic properties in epidermis
HER-2 VEGEF upregulation
EGFR VEGF, bFGF, IL-8 upregulation
PyMT TSP-1 downregulation
c-fos VEGF expression
trkB VEGF downregulation
HPV-16 secretion of VEGF and IFN-o
v-p3k VEGEF production and angiogenesis
OoDC novel angiogenic factor
PTTG1 VEGF and bFGF upregulation
induction of mouse angiogenin-3

E2a-Pbx1

1.4.3. Switch angiogénique tumoral et signalisation VEGF/VEG

Le "switch angiogénique™ dépend majoritairement de la production, par les cellules néoplasiques

de facteurs de croissances dirigés vers les cellules endothéliales. Ces facteurs peuvent stimuler la

croissance de vaisseaux sanguins afin d’irriguer la tumeur, et/ou provoquer une hypo-sécrétion

des inhibiteurs naturels de 1’angiogenese qui maintiennent normalement la quiescence vasculaire

en conditions physiologiques. L’équilibre vasculaire est ainsi déstabilisé en faveur des facteurs

proangiogéniques et déclenche la néo-vascularisation tumorale (Poupard, 2017).

Facteur anti-

angiogénique
Facteur pro-
angiogénique

Figure 3 : Transition angiogénique (Reille-Seroussi, 2014).
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I.5. Thérapies anti-angiogéniques

Depuis la découverte de ’angiogenése tumorale par le docteur Folkman dans les années 1970,
de nombreux progres dans le domaine ont permis le développement de différents traitements
anti-angiogéniques. L’autorisation de la mise sur le marché en 2004 du bevacizumab (Avastin®),
un anticorps monoclonal dirigé contre le VEGF, fut un grand pas dans ’avancée des traitements

anti-angiogeniques (Garcia et al., 2020).

Par la suite le VEGF et/ou ses récepteurs resterent une cible d’étude prioritaire pour le
développement de nouveaux traitements anti-angiogéniques. L’utilisation de ces nouveaux
traitements montra vite 1’apparition récurrente de phénoménes de résistance. Les bénéfices en
termes de survie globale des patients sont souvent inférieurs a 6 mois et ne sont pas toujours

supérieurs aux risques encourus du fait des différents effets secondaires (Jain et al, 2014).

1.5.1. Inhibiteurs de la signalisation VEGF/VEGFR (Bevacizumab)

Le bevacizumab (Avastin®) est un anticorps monoclonal humanisé capable de se lier au
VEGF, I’empéchant ainsi de se fixer a son récepteur et d’activer la cascade de signalisation qui
provogue I’angiogenése. La premiere preuve de concept que le ciblage du VEGF-A pouvait
inhiber la croissance tumorale (Kim et al., 1993). Le bevacizumab a recu son autorisation de
mise sur le marché aux Etats-unis par la "Food and Drug Administration™ (FDA) en 2004 et était
indiqué initialement pour le traitement des cancers colorectaux métastatiques en association avec
la chimiothérapie de référence (association d’acide Folinique, Fluorouracil et Irinotecan:

FOLFIRI) (Bennouna et al., 2019).

Le bevacizumab agit en se liant sélectivement au VEGF circulant, inhibant ainsi la liaison du
VEGF a ses récepteurs de surface cellulaire. Cette inhibition entraine une réduction de la
croissance micro vasculaire des vaisseaux sanguins tumoraux et limite ainsi I'apport sanguin aux
tissus tumoraux. Ces effets ont également pour effet de réduire la pression interstitielle des
tissus, daugmenter la perméabilité vasculaire, d'accroitre la diffusion des agents chimio
thérapeutiques et de favoriser l'apoptose des cellules endothéliales tumorales (Yadav et al.,
2015).

1.5.2 Inhibiteurs de Tyrosine Kinase (Sorafenib)
Le sorafenib est un composé synthétique qui cible la signalisation de la croissance et
I'angiogenése. Le sorafénib bloque I'enzyme kinase RAF, un composant essentiel de la voie de

signalisation RAF/MEK/ERK qui contrdle la division et la prolifération des cellules. La division
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et la prolifération cellulaires. la cascade de signalisation VEGFR-2/PDGFR-beta, bloquant ainsi
bloquant I'angiogenese tumorale(Sankar etal., 2021).

Le sorafenib (Nexavar®) inhibe les kinases permettent de bloquer les voies de signalisation
intracellulaire induites par une activation des récepteurs transmembranaires. Dans le cas des
traitements antiangiogéniques, la voie la plus étudiée est celle induite par les VEGFRs favorisant
la prolifération et la survie cellulaire, la perméabilité vasculaire et ’angiogenése. Cet inhibiteur
est sur le marché depuis 2005 ciblent principalement les récepteurs du VEGF et PDGF. Dans une
moindre mesure, ils ciblent également les récepteurs c-KIT, FLT3 et RET présents sur les
cellules souches hématopoiétiques ou sur des leucocytes et dont I’activation favorise la

progression tumorale (Pottier et al., 2020).

Anti-VEGF VEGF soluble receptors

\\@‘3?

(bevacizumab) (aflibercept)

Anti-VEGFR-1 §// -

\\/? Anti-VEGFR-2
(DC101, ramucirumab)

Small-molecule
VEGFR TKils
(sorafenib, sunitinib,
pazopanib, axitinib)

Endothelial cell

Figure 4 : Les inhibiteurs du VEGF ou de ces récepteurs (Poupard, 2017) .

1.6. Les différents tests de I’angiogeneése

La découverte du role de l'angiogenése lors d'un cancer a ouvert la voie au développement de
traitements anti-angiogéniques. Ces derniers ont pour objectif de limiter la progression du cancer
et le développement de métastases dans d'autres régions de l'organisme. Plusieurs tests in vitro et

in vivo sont utilisés pour la recherche de nouveaux produits anti-angiogéniques.

Les différents tests pour étudier I’angiogenése sont résumés dans le tableau 2 suivant :
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Tableau 2 .Les différents tests pour étudier I’angiogenése

Tests Caractéristiques Réferences
Test de % Mesure la prolifération des cellules
prolifération des endothéliales vivantes et indication du | (Tahergorabi
cellules nombre de cellules. et Khazaei,
endothéliales < Donne des informations sur le cycle 2012).
(Endothelial cell cellulaire.
proliferation % Mesure l'apoptose des cellules
assays)
Test de
I’angiogeneése Mesure la capacité des cellules
in vitro Tests de migration endothéliales de I’invasion cellulaire
des cellules par chimiotactisme. (Albini et al.,
endothéliales L'essai de la chambre de Boyden. 2004).
(Endothelial cell Elle consiste en un insert de culture
migration assays) cylindrique niché au sein d’un puits de
plaque de culture cellulaire. L’insert
contient une membrane de
polycarbonate avec une taille de pores
définie.
Tests de La mesure de la capacité des cellules
différenciation des endothéliales a former des structures
cellules tridimensionnelles  (formation  de | (Staton et al.,
endothéliales tubes). 2009).
(Endothelial cell
differentiation
assays)
L'aorte est coupée en anneaux de 1 mm
Le test de de long et les anneaux sont placés dans | (Tahergorabi
I'anneau aortique la plague 24 puits. Les anneaux sont | et Khazaei,
du rat (The rat plongés dans le Matrigel puis le 2012).
Test de aortic ring assay) I'excroissance des micro vaisseaux est
I’angiogenése surveillée sur une période de 10-14
ex Vvivo jours.

Essai sur I'arc

Les arcs aortiques sont isolés de 12- 14
embryons de poulet et sont découpées

(Auerbach et

aortique du poulet en anneaux de 1 mm et sont cultivée | Muthukkarup
(Chick aorticarch dans une plaque a puits contenant du | pan, 2012).
assay) Matrigel.
Essai % Ce test utilise la cornée des lapins ou
d'angiogenése des rats
cornéenne ¢+ Une poche est créée dans la cornée et | (Akhtar et
(Corneal les substances d'essai sont placées| al., 2002).

angiogenesis

dans micropoches qui stimulent ou
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assay) inhibent la formation de nouveaux
vaisseaux sanguins.

Test de % Dans cette méthode, les substances a
I’angiogenése Membrane tester
in vivo chorio-allantoique | (Stimulateurs et/ou inhibiteurs) sont
de poulet (CAM) placées sur la membrane extra- | (Auerbach et
(Chick embryonnaire a travers une fenétre qui a| al., 2003).
chorioallantoic été créée dans les embryons de poussins
membrane aux 7-9 jours. La fenétre est ensuite
(CAM)) scellée, les ceufs sont réincubés et

I'angiogenése est étudiée apreés un temps
d'incubation approprie.

®,

% Le test CAM peut étre utilisé

le test CAM efficacement pour étudier la potentiel
ex-ovochik (Test angiogénique.
chik ex-ovo CAM |« Par rapport a [lalternative in vivo (Ribatti,
assay) approches, cette technique offre des 2008).

avantages supplémentaires au chercheur
car elle permet de mieux visualiser des
biomatériaux implantés et possibilité
d'implanter  plusieurs  échantillons
simultanément permettant de réaliser
des  dosages combinatoires  de
biomatériaux.

1.7. Le test CAM de I'embryon de poulet

1.7.1.Généralités

Au cours du développement embryonnaire des poulets, les couches mésodermiques de
I'allantoide et du chorion fusionnent pour former la membrane chorioallantonique (CAM) tout ca
se développe rapidement. Cette structure est vascularisée qui fournit une interface pourl'‘échange
gazeux et les déchets, elle est aussi reliee a la circulation embryonnaire pardeux arteres
allantoidiennes et une veine allantoidienne. Cette membrane est utilisé largement dans plusieurs
études comme I’étude des greffes tissulaires, la croissance tumorale, les métastases (figure 5)
ainsi que 1’analyse des molécules pro-angiogéniques et anti angiogéniques (Ribatti, 2017).
La membrane chorioallantoique (CAM) du poussin commence a se développer au jour 7 apres la
fécondation et mdrit au jour 12. La CAM est naturellement immunodéficient et hautement
vascularisé, ce qui en fait un systeme idéal pour l'implantation tumorale (Li et al., 2015). De
plus, la CAM contient une matrice extracellulaire protéines telles que la fibronectine, la
laminine, le collagéne, l'intégrine et les métallos protéinases MMP-2, ce qui en fait un modele

attrayant pour étudier I'invasion tumorale et les métastase.
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uppar CAM

lower CAM

Figure5 : Schéma du test de I’implantation des cellules tumorales dans la
membrane chorioallantoique (CAM) ( Diinkeret Jendrossek, 2019).

1.7.2. Le principe du test CAM

Les ceufs fécondés sont incubés dans un incubateur rotatif humidifi¢ a 38 °C et 50 %
humidité. Entre le jour embryonnaire (E) 8, ou préférentiellement E10, lorsque le systéme
vasculaire CAM est facilement visible, les ceufs sont mirés en faisant briller la lumiére dans la
coquille a I'extrémité pour localiser la veine chorioallantoidienne , marquée a environ 1 cm de
son point de ramification. Ensuite, un trou est percé a travers l'extrémité de I'ccuf dans le sac a air
Ensuite, la fenétre de la coquille d'ceuf est scellée hermétiquement avec du ruban adhésif et 1'ceuf
est renvoyé dans l'incubateur. Déja en 1958, le carcinome épidermoide humain, le sarcome,
I'adénocarcinome et le bronchogéne des échantillons de carcinome ont été implantés sur le CAM,
évalués pour la présence de métastases dans l'embryon de poulet et [I'efficacité des
chimiothérapies sur leur croissance(Harris, 1958). Kaufman et al. (1956) ont été les premiers a
décrire des modifications de la CAM adjacente au site d'inoculation de la tumeur. Dagg et al.
(1956) ont utilisé le test CAM pour étudier les métastases du carcinome épidermoide humain,
sarcome, et rhabdomyosarcome embryonnaire sur la CAM mais aussi sur I'embryon de poulet.
Cependant, le CAM preésente des limites d’utilisation et des avantages présentés dans le tableau 3

ci-dessous.
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Figure 6 :L'embryon de poulet et sa membrane chorioallantoidienne.(A) Schéma de la structure

générale d'un embryon de poulet agé de 5 jours dans I'ceuf avec les trois couches tissulaires de la

CAM.(B) Coupe semi-fine de la CAM d'un embryon de poulet de 12 jours montrant I'épithélium

chorionique (ch), le mésoderme vascularisé (m) et I'épithélium allantoidien (al).(C) Embryon de
poulet de 5 jours photographié in ovo (Ribatti, 2014) .

Tableau 3 :Avantages et limites du test de CAM.(Ribatti, 2010).

Les avantages :

Les limites :

-Test facile par rapport a d'autres modeles
animaux.

-Test expérimental court et peu colteux
-Reproductible

-Immunodéficient naturel (possibilité de
culture des cellules humaines jusqu’a 18°™

jours apres la fécondation).

- Délai limité pour la croissance et les effets de
la tumeur.
-incapacité a étudier les relations entre une

tumeur et le systéeme immunitaire
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1.8. La relation entre ’angiogenese et le stress oxydatif :

Le stress oxydant est le résultat d’un déséquilibre entre la production d’espéces réactives de
I'oxygéne (ERO) et les capacités de défense antioxydante de 1’organisme. Les molécules
oxydantes ou espéces réactives (ER) sont représentées essentiellement par les ROS (pour «
Reactive Oxygen Species » ou espéces réactives de ’oxygene) dont le chef de file est ’anion
02+ . Les ER sont impliquées dans plusieurs fonctions cellulaires, dont la phagocytose, la
signalisation cellulaire, la régulation des métabolismes et aussi la modulation de I’expression des
génes (Baudin, B. 2020).

Le stress oxydant serait la source des maladies chroniques et la conséquence de la présence trop

importante des radicaux libres dans le corps (Edeas et al., 2010).

Increased ROS production
+ Mitoc hondrial bloenergetics

* Upregulation of NADPH oxidases
* Upregulation of cyclooxygenase

* Hypoxia

Impaired antioxidant defenses
* Antioxidant enzymes

= Transcription factors

l

Increased RO S/oxidative stress

Figure7 :L’augmentation de la production des ROS et/ou la réduction
des défenses antioxydantes entrainent un stress oxydatif (Shiota, 2021).

Le fonctionnement normal d’un tissu dépend de I’apport en oxygene et en nutriments par les
vaisseaux sanguins. La compréhension des mécanismes impliqués dans la formation du systeme
vasculaire est donc devenue un objectif majeur au cours de ces derniéres années. Pendant
I’embryogenese, la formation des vaisseaux se produit en deux étapes, la vasculogenese et
I’angiogenése. La vasculogenése correspond a I’apparition des vaisseaux primaires formant un

réseau vasculaire immature. Puis ce réseau se ramifie et se stabilise lors de ’angiogenése. A
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I’age adulte, de nouveaux vaisseaux se développent également par ce processus angiogénique

(Lemaire et al., 2020).

L'angiogenése dépendante des ROS est initiée par la prolifération du cancer, qui a son tour
augmente le taux métabolique conduisant a la génération excessive des ROS , Ces niveaux
élevés de ROS entrainent un stress oxydatif dans le microenvironnement tumoral, qui initie la

sécrétion de modulateurs (Dewhirst et al., 2008).

Les ROS endogénes et exogénes sont les fers de lance de la stimulation des facteurs de
croissance, des cytokines et des facteurs de transcription comme le VEGF et le HiF-1a, qui
favorisent la migration tumorale et prolifération par signalisation cellulaire dépendante des
ROS(Dewhirstet al., 2008 ;Ushio-Fukai and Nakamura, 2008) (Karar and Maity, 2011).

L’hypoxie est une caractéristique majeure de la plupart des tumeurs solides. Les cellules
s’adaptent a la baisse de I’apport en oxygeéne en stabilisant les facteurs de transcription HIF
(hypoxia-inducible factor) qui, a leur tour, activent ’expression de nombreux génes résultant en
la survie et le maintien des fonctions cellulaires. Dans les cellules tumorales, 1’exposition au
stress hypoxique active, via les facteurs HIF, une série de molécules qui leur permettent de
résister a la lyse dépendante des cellules tueuses du systéme immunitaire. L hypoxie tissulaire
régule également les fonctions des cellules de I’'immunité et leur différenciation. Cette revue
décrit les mécanismes de résistance tumorale aux effecteurs cytotoxiques induits par I’hypoxie,

et les conséquences fonctionnelles de 1’hypoxie sur les cellules immunes (Hasmim et al., 2014).

Page | 17



Chapitre / L’angiogenese tumorale

Exogenous ROS

Hypoxia Independent Pathway @ o K-Ras Hypoxia Dependent Pathway
! [
Lipids | sk —s i o= (XT3

(PUFAs etc) '/ l \ s
| I - <\

Oxidazed Lipid Ligands

Redox Signaling Events
cSre, Akt, eNOS

P38MAPK, ERK 1/2 EC Migration

VEGFR2

1 111
4

=" K

Figure8 : Activation de l'angiogenése par les espéces réactives de I'oxygene (ROS) via la voie

(¥
<

‘
domm— S
= —

dépendante et indépendante de I'hypoxie (Aggarwal et al., 2019).

Il a été rapporté que la voie de signalisation Ras régule a la hausse la sécrétion de VEGF
(Rezatabar et al., 2019). Récemment, le mutant p53 a également été reconnu pour moduler la
réponse angiogénique dans la prolifération tumorale par l'activation médiée par les ROS du
VEGF-A et du HiF-1 dans les cellules de carcinome du colon humain HCT116 (Khromova et al.,
2009).

Le mécanisme de l'angiogenese médiee par les ROS a été largement étudié pour comprendre la
signalisation cascade modulant la progression du cancer. Dans une étude réalisée a l'aide des
cellules cancéreuses MDA-MB-231 du cancer du sein, la déféroxamine (DFO) a induit HIF-1a

via la phosphorylation de ERK1 / 2 qui a favorisé la migration et la métastase (Liu et al., 2014).

Han et ses collegues ont démontré que les niveaux élevés de facteur de croissance épidermique
(EGF)a déclenché la production de peroxyde d'hydrogene, qui a stimulé p70S6K1 via la voie de
signalisation PI3K/AKkt, conduisant a I'activation du VEGF et du HiF-1(Han et al., 2014) .
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Dans le méme sens, Liu et al.ont rapporté que I'EGF entrainait une production accrue de
peroxyde d'hydrogéne dans les cellules cancéreuses de I’ovaire OVCAR-3, qui ont active la voie
AKT/p70S6K1, entrainant ainsi une expression accrue du VEGF (Liu et al., 2006).

Le peroxyde d'hydrogene a également été illustré pour inactiver la phosphatase et I'nhomologue
de tension (PTEN) par I'oxydation réversible des phosphatases dans le groupe thiol de la cystéine
et favorisent l'activation du Cascade de signalisation PI3K/Akt/mTOR et Ras (Brewer et al.,
2015).

La voie ERK/Akt a induit I'expression de ROS et HiF-1 ; sa molécule pro-angiogénique en aval
dans Cellules épithéliales bronchiques BEAS-2B (Jing et al., 2012). De plus, plusieurs autres
protéines de remodelage extracellulaires et les facteurs de transcription (p53, HiF-1, VEGF et
MMP) ont été documentés comme étant régulés par les ROS (Coso et al., 2012)( Matsuda et
al.,2018).
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Chapitre 11 Pistacia lentiscus L.

I1. Pistacia lentiscus L.
I11.1. Généralités

La flore algérienne comporte environ 3164 espéces de plantes vasculaire dont 7,9%
sont endémiques appartenant & la quasi-totalit¢ des familles botaniques. L’une de ces espéces
a usage tres fréquent par les populations rurales en Algérie est Pistacia lentiscus L. (Cheraft,
2011).

Pistacia lentiscus L. est connu sous I’appellation de : Darou en arabe, lentisque et arbre au
mastic en Frangais, c’est un arbre (figure7) qui pousse spontanément dans le bassin

mediterranéen. (Boutemine et al., 2018).

Figure 9 : Arbuste de Pistacia lentiscus L. (Anonyme, 2014)

11.2. Etude botanique et Taxonomique de Pistacia lentiscus L.
11.2.1. Description botanique
Pistacia lentiscus L. est un arbrisseau de 1 a 3 metres, a odeur résineuse forte. Cette espece
est caractérisée par :
11.2.1.1.Les feuilles : Persistantes, paripennées, avec 4 a 10 folioles elliptiques, coriaces et

luisantes et le pétiole est nettement ailé. On trouve des pieds males et femelles distincts (espece

dioique) qui fleurissent en grappes denses en mois de Mai (Maameri, H.Z., 2014).
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11.2.1.2.Les fleurs : unisexuées d’environ 3 mm de large se présentent sous forme de grappe
(figure 10), et trés aromatiques, forment des racémes de petite taille a l'aisselle des feuilles. Les
fleurs femelles sont vert jaunatre et les Fleurs femelles (4-20 pour inflorescence) sont verdatres
et ont deux bractéoles, 2-5 lobes du périanthe, et un ovaire uniloculaire comprenant un ovule
(Zaouli, Y et al.,2018).

11.2.1.3.Le fruit : est une baie globuleuse (de 2 a 3 mm), d’abord rouge puis brunitre a sa
maturité, qui est compléte a I’automne (figure 10), puis noire a maturité, mirissent en novembre,
comestible, arrondie, d'environ cing millimétres qui renferme un seul noyau a une seule graine
(Kessbia et Messaoudi ,2017).

11.2.1.4.La résine : appelée également mastic, c’est une substance aromatique et résineuse qui
s’écoule du tronc et des branches principales (figure 10). Cette sécrétion peut étre favorisée par
des éraflures pratiquées dans le tronc et les branches. Les petites « larmes » qui s’écoulent de la

plante sont séchées au soleil pour les faire durcir en gouttes translucides. (Abdeldjelil, 2016)

Figure 10: Les fruits, feuilles, les fleurs et la résine de Pistacia lentiscus L.
(Belfadel and Boulebda, 2009).
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11.2.2. Taxonomie et classification botanique de Pistacia lentiscus L. :
L’espéce Pistacia lentiscus L.est classée comme suite (tableau 4) :

Tableau 4 : Taxonomie de Pistacia lentiscus L. (Quézel and Santa, 1962)

Taxonomie Espéce

Régne Végétale

Sous regne Tracheobionata
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Rosidae

Ordre Sapindales
Famille Anacardiacees
Genre Pistacia
Espéce Pistacia lentiscus L

11.2.3. Répartition géographique

11.2.3.1.Dans le monde
Cette plante se trouve dans les pays du bassin méditerranéen (Milia et al., 2021), comme le
Maroc, I'Espagne, I'Algérie, la Tunisie (Bachrouch et al., 2010) , en plus de I'ltalie, la France, la
Grece (Soulaidopoulos et al., 2022), la Turquie et le Portugal, ainsi que les Canaries. une large
distribution géographique et bioclimatique, s'étendant des zones humides aux zones arides
(Harrat et al., 2018 ;Mohamed et al., 2018 ;Yildirim et al., 2019).Le pistachier est un arbrisseau

qui préfere les sols siliceux et secs, il se développe aussi sur des sols calcaires (figure 11).
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Figure 11 :Distribution géographique du genre Pistacia dans le monde (Djedaia, 2017).

11.2.3.2.En Algérie :

En Algérie, Pistacia lentiscus L.est dispersé sur tout le littoral et pousse dans divers
habitats le long d'un gradient climatique qui varie en termes de rayonnement solaire, de
température précipitation (Ait Said, 2011).

On le retrouve sur tout type de sol, dans I'Algérie subhumide et semi-aride, plus
précisement dans le bassin du Soummam (Stoutah, 2016).11 est répandu en forét seul ou associé
avec d'autres espéces d'arbres comme le térébinthe, les olives et la caroube, dans tous zones
cotieres jusqu'a 700 metres au-dessus du niveau de la mer ou dans les zones pierreuses au bord

de la mer (Dahmoune et al., 2014).

11.3. Phytochimie de I’espéce Pistacia lentiscus L.

11.3.1.les fruits: de Pistacia lentiscus L. sont riches essentiellement en flavonoides, en
anthocyanes et minoritairement en tanins, glucosides et amidon (Atmani et al., 2009). Avec une
présence modérée des mucilages et une absence totale des saponosides, des sénosides, des

quinones libres, des coumarines, des irridoides et des alcaloides (Arab et al., 2014).

11.3.2.Les feuilles :sont caractérisé par une forte teneur des feuilles en leuco anthocyanes, en
saponosides, ensénosides, en alcaloides et en tannins totaux avec une forte teneur en tannins

galliques et flavonoides et une teneur moyenne en glucosides (Arab et al., 2014).

11.3.3.L’huile essentielle : L’huile essentielle représente 0,2% du poids des fruits, les mono
terpénes a savoir, a-pinéne, B-pinéne, B-myrcene, limonene, et a-phellandréne sont les composes
caractéristiques de cette huile. Quelques sesquiterpénes, esters aliphatique, kétones, et des

composés phénoliques (thymol et carvacrol ont été aussi identifiés (Milia et al., 2021).
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11.3.4.L’huile végétale (fixe) : de Pistacia lentiscus L. est une huile alimentaire qui présente
trois acides gras majeurs : 56% d'acide oléique, 25% d'acide palmitique et 15% d'acide linoléique
(Mezni et al., 2012). Le rendement en huile varie de 11,95% (fruits non mdres) a 45,97% (fruits

trop mars).
11.4. Activités pharmacologiques et effets thérapeutiques de Pistacia lentiscus L.

Plusieurs études ont mis en évidence une variété d’activités des différentes parties de

Pistacia lentiscus L. (figure 12) on cite :
11.4.1.Activité antioxydante

Plusieurs études ont prouve la capacité antioxydant de Pistacia lentiscus L. La richesse des
différentes parties de la plante en composés poly phénoliques et en flavonoides lui confere
I’activité antioxydant et cela par le piégeage direct des radicaux libres I’inhibition des enzymes
génératrices d’ERO, la chélation des ions de métaux de transition, responsables de la production

des ERO et I’induction de la biosynthése d’enzymes antioxydants (Barbouchi et al., 2020).
11.4.2. Activité antibactérienne et antifongique

Les huiles essentielles possédent des propriétés antimicrobiennes intéressantes et luttent
contre les maladies infectieuses d'origine bactérienne et fongique. L'activité antibactérienne et
antifongique de Tl'huile extraite du mastiqgue et I’huile essentielle des fruits de
PistacialentiscusL.est trés élevée contre Candidaalbicans et Staphylococcus aureus (Amara et
al., 2019).

11.4.3.Activité anti-inflammatoire

De nombreuses études semblent indiquer que les polyphénols possedent des propriétés
anti-inflammatoires et gu'ils sont capables de moduler le fonctionnement du systeme immunitaire
par inhibition de l'activité des enzymes qui peuvent étre responsables des inflammations, ils
peuvent aussi moduler I'adhésion des monocytes durant I'inflammation en inhibant I'expression
des médiateurs inflammatoires, d'autres sont capables d'inhiber I'histamine. La présence de
flavonoides dans les différentes parties de Pistacia lentiscus L. confirme la puissance de

I’activité anti- inflammatoire (Mease, 2002).
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11.4.4.Activité anticancéreuse

La résine de Pistacia lentiscus L. a été traditionnellement considérée comme un agent
anticancéreux, en particulier contre les tumeurs du sein, du foie, de l'estomac, de la rate, et de
I’utérus. Ces croyances traditionnelles sont en accord avec de récentes études montrant que
mastic de Chios induit I'apoptose et dispose d'action anti-proliférateur contre les cellules

cancéreuses du cblon (Spyridopoulou et al., 2017).

Anti-inflammatory Anti-microbial
properties properties

inflammatory bowel disease / i iNOS
\_ dermatitis periodontitis ? &

(s’ 2]

N -
1 foam cells . )
m“" |TNFa  Macrophages et
Hypolipidemic Anticancer
action properties

Figure 12 : I’effet thérapeutique de Pistacia lentiscus L (Soulaidopoulos et al., 2022).
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I11-matériel et méthode :

Ce travail a été réalisé au niveau du laboratoire de Toxicologie Moléculaire et le
laboratoire de Biologie de la faculté des sciences de la nature et de la vie a 1'université
Mohamed Seddik Ben Yahia de Jijel. Cette étude est portée sur I’évaluation de I’effet anti-
angiogénique de I’extrait aqueux de fruits de la plante Pistacia lentiscus L. (EAFPL) en
utilisant comme inhibiteur et la quercétine. Nous avons opté pour un test in ovo qui consiste a
évaluer la croissance des vaisseaux sanguins dans la membrane chorioallartoidienne (CAM)

de I’embryon de poulet.

I11.1. Collecte des ceufs et incubation :

Des ceufs fraichement fertilisés (34 ceufs) ont été collectés dans une production locale au

niveau de la wilaya de Jijel.

D’abord, nous avons mesuré le poids des ceufs afin de les répartir dans des groupes de taille

homogeénes, ensuite nous avons réalisé un mirage pour tracer la chambre a air.

Le mirage des ceufs est une technique avicole qui permet a la fois de tracer la chambre a air et
de détecter les ceufs morts afin de les écarter. Cette technique consiste a examiner I'ceuf 4gé de
quelques jours placé devant une forte source lumineuse de facon a discerner des signes
caractéristiques du développement de I'embryon, les filaments, appelés araignées, qui
composent le futur réseau veineux. Si ces filaments ne sont pas visibles, I'ceuf est mort et doit
étre Oté de la couveuse. Les ceufs sont incubés a 39°et 60% d'humidité dans un INCUBATOR

EW-56S. Les ceufs sont balancés (tournés) de 60°chaque deux heures.

Figure 13 :A. Mirage : Tracage de la chambre a air. B. incubation des ceufs dans
I’incubateur.
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I11. 2. Le traitement des ceufs :

Dans le quatrieme jour de l'incubation, un deuxiéme mirage a €té réalisé pour trier les ceufs
qui sont effectivement fécondés et écarter ceux qui le sont pas. Nous avons tracé I’ombre

embryonnaire de chaque ceuf pour suivre son développement.
Les ceufs sont groupés en cinq groupes (n=4)

Groupe 1 : les ceufs recoivent 0.1 ml (1*10-2 mg /g d’ceuf) de 1’eau physiologique au 4°

jour d’incubation.

Groupe 2 : les ceufs regoivent 0.1 ml (0.7uM /g d’ceuf) de la quercétine a 30uM le 4°™ jour

d’incubation.

Groupe 3 : les ceufs regoivent 0.1 ml (2*10-2 mg/g d’ceuf) de PEAFPL & 10 mg/ml le 4°™e

jour d’incubation.

Groupe 4 : les ceufs recoivent 0.1 ml (2*10-2 mg/g d’ceuf) de 'EAFPL & 20 mg/ml le 4°™®

jour d’incubation.

Groupe 5: les ceufs regoivent 0.1 (2*10-2 mg/g d’ceuf) ml de I’hile de PL a 10 mg/ml le 4™

jour d’incubation.

Dans une zone stérile, nous avons fait un petit trou 1cm au-dessus du trait de la chambre a air
pour pouvoir injecter le traitement, ensuit nous avons refermé ce trou par le para film pour

éviter des contaminations. Les ceufs sont remis dans I’incubateur jusqu’au jour du sacrifice.
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Figure 14 : Déroulement du test CAM. A. Vérification de la fécondité des ceufs. B.
tragage de ’ombre embryonnaire. C. Le traitement des ceufs

I11. 3. Sacrifice des ceufs

Au 8°™jour, les ceufs sont sacrifiés, une grande ouverture a été réalisé sur la chambre a air

puis tous le contenu de I’ceuf est renversé dans une boite de pétrie.

Une observation sous une loupe binoculaire (stéréo microscope) est rapidement effectuée, des
photos sont été prises sous binoculaire a I’agrandissement X10 pour calculer le nombre des
vaisseaux sanguins. Ensuite, la membrane chorioallantoidienne est stocké a - 20°C est servira
pour la préparation de la fraction cytosolique utilisée pour 1’évaluation des parametres du

stress oxydatif cytosolique.
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Figure 15: Sacrifice des ceufs au 8™ jour d’incubation.

I11. 4. Evaluation quantitative de I’inhibition de I’angiogenése
111 .4. 1. Traitement des images par le Wim CAM

Les microphotographies sont traitées par un service Web le Wim CAM (Onimagin
Technologies, Espagne). Le traitement des images par le Wim CAM fournit des données

Suivantes :

* La longueur des vaisseaux : C’est la somme de longueur de tous les vaisseaux sanguins
Sur I’'image en pixel

* La densité des vaisseaux : La proportion de la surface vaisseaux sanguins sur la surface

Totale mesurée. Elle est calculé selon I’équation suivante : DV=surface vasculaire/surface
totale *100

* Le nombre des points de branchements : C’est le nombre des points de ramification des
vaisseaux sanguins en vaisseaux primaire, secondaire et tertiaire pour former la
néovascularisation .

(annexel)
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I11.4. 2. Le pourcentage d’inhibition de I’angiogenése

Un comptage des vaisseaux sanguins d’ordre secondaire et tertiaire est effectué¢. Le taux de

réduction de la vascularisation est calculé selon la formule suivante :

TRv (%)= [(Vc-Vt)/Vc] X 100

Ou:

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

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

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

I11.5. Evaluation des paramétres de stress oxydatif
111.5.1.Extraction de la fraction cytosolique

Pour preparer la fraction cytosolique, 0.1 g de membrane chorioallantoidienne est coupée
et homogénéisée avec 300ul volume du tampon phosphate KH2POs (0.1M, pH = 7.4)
contenant du KCl a 1.17% a l’aide d’un broyeur de DOUNCE. L’homogénat est ensuite
centrifugé a 2000 rpm pendant 12 min a 4°C pour séparer les débris nucléaires, puis le
surnageant récuperé est centrifugé encore une fois a 9600 rpm pendant 30 min a 4°C. C’est le
surnageant final obtenu qui va servir a I’évaluation des biomarqueurs biochimiques du
systéme antioxydant non enzymatique (GSH) ainsi que le MDA cytosolique (Igbal et al.,
2003).

111.5.1.1.Dosage du glutathion cellulaire (GSH)

Le dosage du glutathion réduit est basée sur I'évaluation du contenu en groupement —
SH par spectrophotométrie. Lors de 1’oxydation des protéines, les groupements SH sont

oxydés et forment des ponts disulfures S-S.

Le principe consiste a l'oxydation du GSH par le DTNB (acide 5,5- Dithiobis 2-
nitrobenzoique) et la libération de I'acide thionitrobenzoique (TNB)(figure 14) un composé
jaunatre ayant une densité optique maximale & 412 nm a I’aide d’un spectrophotométre UV
visible. ANALYTTK (264V /5-60 Hz, Germany).
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Pour cela, 30 ul de la fraction cytosolique a été mélangée avec 30 ul de TCA a 57, aprés
agitation et incubation 5 min a 4°C, le mélange ensuite a été centrifugé a 2000 tours/min
pendant 5 min. 25 ul du surnageant est récupéré et additionné a 5 ml de tampon phosphate
(0.1 M, pH=8). Apres agitation, 1.5 ml de ce mélange est ajouté & 20 pl de la solution
(0.01M). Aprés incubation pendant 15 minutes a température ambiante l'absorbance a été

mesurée a 412 nm.

Le taux de GSH est déduit a partir d’une gamme étalon de glutathion préparée dans les
mémes conditions que le dosage et les concentrations sont exprimés en Mm par gramme de

tissus (annexe 2).

] | A HNo ‘ ]NO
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T Y WYY B |
Rt M 5 g Y -._n_,.OH ' 13H
oN 0 0

Figure 16 : Réaction du DTNB avec un thiol (R-SH) (Ellman ,1959).

I11-5-2-Le dosage du malondialdéhyde (MDA)

La peroxydation lipidique est évaluée par le dosage de malondialdehyde (MDA) selon la
méthode d’Ohkawa et al. (1979). Le MDA est I'un des produits terminaux de la
décomposition des acides gras polyinsaturés (PUFA) sous I’effet des radicaux libres libérés au
cours du stress oxydatif. En milieu acide et a chaud (100 °C) une molécule de MDA est
condensée avec des molécules d’acide thiobarbiturique (TBA) pour former un complexe
coloré en rose, le n-butanol est ensuite utilisé pour extraire le MDA (figurel5). La lecture de
la DO est réalisée a la longueur d’onde 530 nm a I’aide d’un spectrophotométre UV visible.

ANALYTTK (264V /5-60 Hz,Germany).

Pour ce dosage, 100 pl de la fraction est additionné a 100 ul d’acide trichloracétique (TCA) a
20 % et a 200 pl d’acide thiobarbiturique (TBA) 0,67 %. Le mélange est chauffé a 100°C
pendant 15 minutes, refroidi puis additionné de 0.8 ml de n-butanol. Aprés centrifugation de
15minutes a 3000rpm, ’absorbance est déterminée sur le surnageant, représentant la phase n-
butanolique, & I’aide d’un spectrophotométre UV visible. ANALYTTK (264V /5-60 Hz,

Germany) a la longueur d’onde de 530 nm.
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La concentration du MDA est calculée selon la loi de Beer Lambert en utilisant le coefficient
d’extinction molaire, du complexe MDA —TBA, &= 1.56x10°M™ cm™ (Buege &Aust, 1978).

Le taux du MDA est exprimé en uM/g de tissu.
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Figue 17 : Principe du dosage du malondialdéhyde (Ohkawa et al., 1979).

111.5.2.1.Analyse statistique :
Les résultats sont donnés sous forme de moyennes et d’écart-types. L’évaluation statistique est
effectuée en utilisant le test (T) de Student réalisé par le logiciel Excel 2013. La valeur trouvée par le

calcul de T peut affirmer que les populations sont différentes par rapport au contrdle avec un risque

d’erreur « p » tel que :
e P>0.05 (ns #) : la différence n’est pas significative.
o P<0.05 (*) : la différence est significative.
e P<0.01 (**) : la différence est tres significative.

e P<0.001 (***) : la différence est trés hautement significative
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Chapitre IV Résultats et interprétation

V. Résultats

L’évaluation de ’effet anti-angiogénique de I’extrait aqueux de fruit de Pistacia lentiscus
L. & éteé réalisée en utilisant le test ex vivo du CAM. L’implication du stress oxydatif dans le
processus de I’angiogenése est mise en évidence par 1’évaluation des parametres non

enzymatiques du stress oxydatif, le GSH et le MDA.
IV.1.Evaluation qualitative de I’inhibition de I’angiogeneése

Un taux de mortalité considérable dans les groupes 4 et 5 (EAFPL a 20 mg/ml, I’huile de
PL a 10 mg/ml) Ceci peut étre da a des facteurs

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

Les ceufs ont été traités par I’extrait aqueux de fruit de Pistacia lentiscus L. (EAFPL) 10mg/ml et
la quercétine30uM et réincubés jusqu’au 8¢™jour. Apreés le sacrifice des ceufs, 1’observation

macroscopique des ceufs traités a été realisée par un stéréo microscope.

La figure 18 montre la vascularisation de la membrane chorioallantoidienne de 1’embryon
de poulet avec ses différents vaisseaux sanguins. Les vaisseaux sanguins primaires sont des
vaisseaux qui sortent directement de ’embryon et qui se ramifient en vaisseaux Secondaires,

tertiaires et quaternaires.

Primaire Secondaire

/

Secondaire

Tertiaire Quaternaire Tertiaire

Figurel8: Observation macroscopique de I’ceuf témoin.
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Tertiaire

Secondaire

Primaire Tertiaire Secondaire

Figurel9 : Observation macroscopique de I’ceuf'traité par la quercétine.

" Primaire .
Primaire Tertiaire
Secondaire

Tertiaire Secondaire

Figure 20: Observation macroscopique de I’ceuf'traité par I’extrait aqueux de fruit de
Pistacia lentiscus L.

Nous avons constaté une réduction du nombre des vaisseaux sanguins chez les groupes
traités par la quercétine (figure 19) et I’extrait aqueux de fruit de Pistacia lentiscus L.(figure 20)
par rapport au groupe témoin qui présente plus de vaisseaux sanguins notamment les vaisseaux

sanguins tertiaires et quaternaires (figure 18).
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Résultats et interprétation

IV.2.Evaluation quantitative de I’inhibition de ’angiogenése

IV.2.1 .Le nombre des points de branchements totaux

Le point de branchement est le lieu ou un vaisseau se ramifie en plus petits vaisseaux, ce

phénomene est appelé angiogenése. Le denombrement des points de branchement (figure 21) des

vaisseaux sanguins primaires, secondaires et tertiaires est réalisé sur des microphotographies de

la membrane Chorioallantoidienne d’embryon de poulet. Le résultat est présenté dans la figure

22 et le tableau 5 ci-dessous :

Les points de branchements

Figure2l : Les points de branchements

400
350
300
250
200
150
100

50

Le nombre des points de
branchements
#
*
Témoin Quer(30uM) EA.Pistacia
lentiscus10mg/ml

Figure22: Le nombre des points de branchements totaux

Tableau5: Le nombre des points de
branchements totaux

Les points de

branchements
Totaux
Témoin 272,33+88.79
Quercétine 52+43.03
EA.Pistacia 65,66+73.08

lentiscus

Le point de branchement est le lieu ou un vaisseau se ramifie en plus petits

vaisseaux, ce phénomeéne est appelé angiogenese. Nous avons comparé le nombre des

points de branchements chez les groupes traités par la quercétine (30uM), utilisée dans
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cette étude comme anti-angiogénique de référence conformément a [I’étude de
Pratheeshkumar (2012) (Pratheeshkumar et al. 2012) et [D’extrait de fruit de Pistacia

lentiscus L (10mg/ml) par rapport au groupe témoin.

A partir de la figure 22 nous pouvons constater une diminution significative (P<
0,05) des points de branchements chez le groupe traité par la quercétine (52+43.03) par
rapport au groupe témoin (272,33 + 88.79). Une diminution significative (P< 0,05)
aussi a été remarquée chez le groupe traité par ’EAFPL.

IV.2.2.La densité des vaisseaux sanguins

Un autre paramétre pour évaluer I’inhibition de I’angiogeneése est la densité des vaisseaux

sanguins.

Une diminution significative (P<0,05) de la densité a été constatée dans le groupe traité par
la quercétine (13,4 £3.64) par rapport au groupe témoin (30,2 +5.11) (figure20).

Tableau6: Densité des vaisseaux

.y s . . sanguins
Densité des vaisseaux sanguins [%)] g
Densité des
vaisseaux [%]
# Témoin 30,2+5.11
*
0 + Quercétine 13,4+3.64*
EA. Pistacia 18,86+6.02
lentiscus
Témoin Quer(30uM) EA.Pistacia lentiscus
10mg/ml

Figure23: Densité des vaisseaux sanguins.
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IVV.2.3.La Longueur des vaisseaux sanguins totaux

Tableau7: Longueur  des
vaisseaux totaux [px]
Longueur des vaisseaux totaux [px]

80000

70000 L_ong ueur des
Vaisseaux totaux
60000
50000 # [pX]
* Témoin 63022,26
40000 * % ]
30000 I
20000 Quercétine 2256,6
10000
0 g A
Témoin Quer (30uM) EA.Pistacia EA. P_lStﬁCla 29986’76
lentiscus lentiscus
10mg/ml

Figure 24 : Longueur des vaisseaux sanguins totaux.

*: significatif
# : Non significatif par rapport au quercitine

La longueur de tous les vaisseaux sanguins a été calculée. Nous avons constaté un effet
hautement significatif (P < 0,01) chez le groupe traité par la quercétine (2256,6 px) par rapport
au groupe témoin (63022,26 px). Un effet significatif (P< 0,05) a été remarqué chez le groupe
traité par ’EAFPL (29986,76px).

La comparaison des résultats des différentes parameétres le nombre de vaisseaux, la densité
et la longueur des vaisseaux) de I’angiogénése entre le groupe EAFPL et quercétine ont montré
une différence non significative ce qui suggere que I’effet de la ’EAFPL se rapproche de celui

de la quercétine qui est utilise comme référence.
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IV.2.4. Le pourcentage d’inhibition de I’angiogenése

Le comptage des vaisseaux d’ordre secondaire et tertiaire d’une partie de la membrane
chorioallantoidienne Le tableau 8 ci-dessous montre le pourcentage d’inhibition de

I’angiogenese de chaque groupe.

Tableau8: Pourcentage d’inhibition de ’angiogenése

Pourcentage
Pourcentage d'inhibition de d’inhibition %
I'angiogénése - .
Témoin 0%
100 - —
80 | Quercetine 53%
60 53
40 - 38.5 . .
20 | EA. Pistacia 38.5%
0 lentiscus
. 0
Témoin Quercétine EA.Pistacia
lentiscus

Figure 25: Pourcentage d’inhibition de ’angiogenése

D’aprés les résultats obtenus, nous avons constaté que la quercétine réduit 53 % la
vascularisation de la membrane chorioallantoidienne de 1’embryon du poulet par rapport au

témoin, cela révéle que la quercétine posséde un pouvoir antiangiogéniques éleve.

L’extrait aqueux de fruit de Pistacia lentiscus L. présente aussi un effet antiangiogéniques
avec un pourcentage de 1’inhibition de I’angiogenése €gale a 38.5%. Il est possible de constater
que la différence de I’activité entre les deux substances est de I’ordre de 14.5% et que I’effet de
la quercétine estl,4 fois I’effet de ’EAFPL.

IVV.3.Evaluation de I’état du stress oxydatif dans la membrane chorioallantoidienne

Nous avons Au cours du processus angiogénique, nous avons fait une évaluation de stress
oxydatif dans la membrane chorioallantoidiene

Le stress oxydant implique un ensemble complexe de paramétres et ne peut donc étre mis
en évidence par une seule méthode, dans notre étude nous avons fait la détermination des

antioxydants non enzymatiques GSH et MDA.
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V.3.1.Variation du taux de glutathion

L’évaluation des taux de GSH chez les ceufs traités par ’EAFPL 10mg/ml a été déterminée
sur la fraction cytosologue de la membrane Chorioallantidienne le 8 éme jour aprés sacrifice. Les

données sont enregistrées dans la figure 26.

D’aprés nos résultats, nous avons constaté une augmentation hautement significative
(p<0.001) de réserve en GSH chez les ceufs traités par 1’extrait aqueux de fruit de Pistacia

lentiscus L. par rapport au groupe témoin.

Tableau 9: La concentration de GSH

- % *

=1

Se La concentration de

= ° GSH

'k"_j 4

25 Témoin 3,1875£0.31

£,

£ EA. Pistacia 6,093+0.64
lentiscus

Témoin EA.Pistacia lentiscus
10mg/ml

Figure26 : Variation du taux de GSH de la membrane chorioallantoidienne

IV. 3. 2. Variation des taux du malonyldialdéhyde tissulaire (MDA)

L’évaluation des taux du MDA chez les ceufs traités par 1’extrait aqueux de fruit de Pistacia

lentiscus L. 10 mg/ml est enregistrée dans la figure 25.

Nos résultats montrent que le traitement des ceufs par 1’extrait Pistacia lentiscus L. induit une

diminution significative (p<0.05) de la peroxydation lipidique par rapport au groupe témoin.
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Tableau 10: La concentration de MDA

[ ]
n

La concentration de

0 MDA
Témoin 27,24+19.68
]
10 ’
EA. Pistacia 11,16+13.23

lentiscus

on

Concetration de MDA nM/g de tissu
[ul
mn

Témain B Pistacialentisous

Figure 27: Variations du taux MDA de la membrane chorioallantoidienne
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L’étude de I’angiogenése au cours de la croissance des tumeurs constitue un secteur de
recherche qui attire beaucoup I’attention des chercheurs. Cet intérét provient de résultats
importants, montrant que la progression tumorale est trés étroitement liée au degré de néo-
vascularisation intratumorale. L’inhibition de cette néovascularisation par des composés
perturbant certaines étapes moléculaires et cellulaires associées au développement des nouveaux
vaisseaux est actuellement a 1’étude dans plusieurs essais cliniques, et pourrait permettre le
développement de traitements contrdlant la progression de métastases (Tahergorabi et Khazaei,
2011; Treps et Gavard, 2015).

Les composes phénoliques (acides phénoliques, tannins et flavonoides) sont les éléments
phytochimiques qui présentent les effets pharmacologiques les plus importants des plantes.
Plusieurs études ont démontré 1’effet anti angiogénique des polyphénols comme le Resvératrol
(Chen et Tseng, 2007), I’acide gallique et la quercétine (Xiao et al,, 2011) eninhibant des
molécules impliquées dans I’angiogenése et les métastases telles quele VEGEF, la E-cadhérine et

les métalloproteinases matricielles 2et 9 (Sunetal.,2015).

Cette étude vise, principalement, I’évaluation du potentiel antiangiogénique de ’extrait
aqueux de fruits de Pistacia lentiscus L. en comparaison avec la quercétine utilisée dans ce
travail de recherche comme inhibiteur d’origine naturelle de 1’angiogénése (Pratheeshkumar et

al., 2012).

Le modéle expérimental choisi pour mener ce travail consiste a un test sur les vaisseaux
sanguins de la membrane chorioallantoidienne (CAM) de I’embryon de poulet. Ceci est utilisé
couramment dans 1’é¢tude in ovo de I’angiogenése et de 1’anti-angiogenése vue la simplicité, le

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

Nous avons adopté la dose testée de lag uercétine a partir les résultats de I’étude de

I’équipe de (Pratheeshkumar et al.,2012).

L’observation macroscopique des ceufs traités par la quercétine (30uM) a révélé une
diminution visible de la vascularisation de la membrane chorioallantoidienne par rapport au
groupe témoin. Ce résultat est en accord avec celui de Pratheeshkumar et al ou ils ont trouvé un

effet inhibiteur de I’angiogenése de la quercétine (20uM et 40uM).
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Pour [lextrait aqueux de fruit de Pistacia lentiscus L. (EAFPL) [I’observation
macroscopique a montré une diminution de la vascularisation de la membrane
chorioallantoidienne. Cet effet inhibiteur est également rapporté par une étude de
(Seifaddinipour et al., 2018) sur un extrait de I’espéce Pistacia vera L.

Pour quantifier cette inhibition, une analyse quantitative a été réalisée. Nous avons évalué
le nombre des points de branchements totaux, la densité des vaisseaux sanguins et la longueur

des vaisseaux sanguins totaux.

Les résultats obtenus de ces trois parametres prouvent que la quercétine et "EAFPL ont un

pouvoir antiangiogénique puissant statiquement significatif.

La comparaison de ce pouvoir inhibiteur des deux traitements a été effectuée par le calcul
du pourcentage d’inhibition de 1’angiogenése, en comptant le nombre des vaisseaux sanguins
secondaires et tertiaires. Le resultat a montré que la quercétine réduit 53 % la vascularisation de
la membrane chorioallantoidienne de méme pour ’EAFPL qui la réduitde38.5%. Ce resultat
confirme que la quercétine est beaucoup plus puissante (1,4fois) que I’extrait de Pistacia

lentiscus L.

Malgré l'effet néfaste sur les tissus a haute concentration, il a été prouvé que le stress
oxydatif joue un r6le positif au cours de l'angiogenese physiologiques ou pathologiques. La
genese est initiee par les demandes tissulaires de l'oxygéne et les nutriments, entrainant une
hyper- cycle hypoxie/réoxygénation, qui, a son tour, favorise la formation des radicaux libres
oxygenées (ROS). Les ROS peuvent étre générés soit de maniere endogene, par la mitochondrie
au niveau de la chaine de transport d'électrons ou de maniere exogéene, résultant de I'exposition

aux agents environnementaux (Khatri et al., 2004; Kim and Byzova, 2014;Tangetal.,2022).

Activation de l'angiogenese par les espéces réactives de l'oxygene (ROS) via I'hypoxie
dépendante et voies indépendantes de I'hypoxie. La voie dépendante de I'hypoxie augmente
I'endothélium vasculaire expression du facteur de croissance (VEGF) via la sous-unité
régulatrice de la phosphoinositide-3-kinase/ AKT sérine/thréonine kinases/cible mécaniste de la
rapamycine Kinase (PI3K/Akt/mTOR), PTEN (homologue de la phosphatase et de la tensine) et
signalisation MAPK (Mitogen-activated protein kinases) cascade via HIF-1a (Hypoxia-inducible
factorl-alpha) et p70S6K1 (ribosomal protein S6 kinase B1), qui libérent diverses cytokines,
facteurs de croissance et régulation positive des MMP (matrice métalloprotéinases) conduisant a
l'angiogenése. La voie indépendante de I'hypoxie conduit a l'angiogenése via des ligands

lipidiques oxydatifs qui activent NF-xB (sous-unité B du facteur nucléaire kappa) via Toll-liker
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(Aggarwal et al., 2019).

Les antioxydants sont composés qui protegent les molécules endogenes en atténuant les
blessures. De par leur structure, les flavonoides peuvent exercer un effet antioxydant en agissant
comme agents réducteurs dans plusieurs réactions. La les mécanismes sous-jacents des
flavonoides comprennent le piégeage des ROS, inhiber les oxydases responsables de la
production de l'anion superoxyde, chélatant les métaux traces et activant les enzymes
antioxydantes (Slika et al., 2022).

Pour évaluer ’effet de ’extrait de fruit de Pistacia lentiscus L. et son action sur le stress

oxydant nous avons évalué le taux de MDA et de glutathion.

L’extrait de fruit de Pistacia lentiscus L. exerce un effet antioxydant, il augmente la
réserve en GSH du double et diminue la peroxydation lipidique. Cette activiteé antioxydante
probablement due a la richesse de cet extrait en composés phénoliques (Bhatti et al.,2015).
Généralement, les polyphénols avec un nombre élevé de groupements hydroxyles présentent
I’activité antiradicalaire la plus élevée (Wang et al., 2016) due a leur pouvoir de donner plus

d’atomes d’hydrogenes pour stabiliser les radicaux libres (Torres de Pinedo et al.,2007).

Cette activité anti radicalaire de I’extrait aqueux réduit le taux des radicaux libres
responsables a 1’angiogenése. Plusieurs études ont démontré que les antioxydants pouvaient
réduire ou inhiber l'angiogenese a la fois in vitro et in vivo. Ces composés comprennent des
substances naturelles (catéchines, resveératrol, polyphénols, flavonoides, glutathion) et des
plantes medicinales (Jung et al., 2013; Prauchner,2014; Kamble and Gacche, 2019).

Nos résultats sur ’effet antiagiogenéque de I’extrait auqueux de fruit de pistacia lentscus
L. sont en accord avec ceux de la littérature montrant que les produits naturels, les flavonoide
sont la capacité d’inhiber I’angiogenése (Romani et al., 2002; Chen et Tseng, 2007 ; Xiao et
al.,2011; Koosha et al.,2016).

D’apres (Lirdprapamongkol et al., 2009), la vaniline une substance antioxydante inhibe
I’angiogenése in vitro dans un test de migration cellulaire, le Transwell et in vivo par le test
CAM (Lirdprapamongkol et al.,2009).
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Conclusion

L’angiogenése tumorale est primordiale pour le développement de la tumeur. La thérapie
antiangiogénique a démontre un bénéfice en termes de survie globale pour les patients atteints
de certains cancers métastatiques.

Les résultats obtenus de la présente étude ont montré que I’extrait aqueux de fuit de
Pistacia lentiscus L. & 10mg/ml et la quercétine & 30 uM exercent un effet anti angiogénique
en inhibant la néovascularisation de la membrane chorioallantoidienne (CAM) de I’embryon
du poulet.

L’extrait de fruit de Pistacia lentiscus L. exerce un effet antioxydant in vivo en augmentant la

réserve du glutathion et en diminuant la peroxydation lipidique.

Nos résultats sont préliminaires, des recherches plus approfondies sur d’autres modeles

permettront d’élucider les mécanismes a 1’origine de ces constatations.

Donc, il est nécessaire de compléter ce travail de recherche par des études sur les voies de
signalisation notamment la voie de VEGE/VEGFR, des études in vitro de migration cellulaire

et de ’angiogenese.
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Annexel.Le traitement de la microphotographie de la membrane chorioallantoidienne de

poulet traité par la quercétine 30uM par le logiciel WimCAM.
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Théme : Etude de I'activité anti-angiogénique de I'extrait aqueux de fruits de
pistacia lentiscus L par le test in ovo de la membrane chorioallantoique de
I'embryon de poulet

Résumé :

L’étude de I’angiogenése au cours de la croissance des tumeurs constitue un secteur de recherche qui tire beaucoup
I’intention des chercheurs.Cette étude explore in ovo D’effet inhibiteur de la quercétine et I’extrait aqueux de
Pistacia lentiscusvis-a-vis la vascularisation de la membrane chorioallantoidienne (CAM). Les résultats obtenus de
la présente étude ont montré que I’extrait aqueux de fuit de Pistacia lentiscus L & 10mg/ml et la quercétine a 30
UM exercent un effet anti angiogénique en inhibant la néovascularisation de la membrane chorioallantoidienne
(CAM) de I’embryon du poulet. La quercétine & 30uM inhibe la vascularisation de la CAM avec un pourcentage
d’inhibition 53 % de par rapport au témoin. L’extrait aqueux de Pistacia lentiscus, & une dose 10mg/ml diminue la
vascularisation de la CAM a un pourcentage de 38,5 % par rapport au témoin. L’extrait de fruit de Pistacia
lentiscus exerce un effet antioxydant in vivo en augmentant la réserve du glutathion et en diminuant la
peroxydation lipidique. La quercétine et I’extrait aqueux de Pistacialentiscus mérite une exploration approfondie
de son potentiel angiogénique dans le cadre d’une approche thérapeutique

Mots clé : Angiogenése, CAM, Quercétine, Pistacia lentiscus.

Abstract:

The study of angiogenesis during tumor growth is a research that takes much attention of researchers. This study
explores in ovo, the inhibitory effect of quercetin and the aqueous extract of Pistacia lentiscus on the
vascularization of the chorioallantoid membrane (CAM). The results obtained from the present study showed that
the aqueous extract of Pistacia lentiscus L fruit at 10mg/ml and quercetin at 30 UM exert an anti-angiogenic effect
by inhibiting the neovascularization of the chorioallantoid membrane (CAM). Quercetin at 30 uM inhibits the
vascularization of the CAM with 53% of inhibition pourcentage compared to the control. The aqueous extract of
Pistacia lentiscus, at 10mg/ml, decreases the vascularization of the CAM to 38.5% compared to the control. The
aqueous extract of Pistacia lentiscus exerts an antioxidant effect in vivo by increasing glutathione storage and
decreasing lipid peroxidation. Quercetin and the aqueous extract of Pistacia lentiscus deserves more exploration of
its angiogenic potential as part of a therapeutic approach.

Key words: Angiogenesis, CAM, Quercetin, Pistacia lentiscus.
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