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Glossaire

Angiopoiétines : Stabilisation/Maturation des vaisseaux sanguins, recrutement péricytesAng-1
agoniste récepteur tie-2 (CE et CHP) Ang-2 antagoniste de 1’ang-1, proangiogenique en inhibant
I’action stabilisatrice de I’ang-1.

Apoptose : mort cellulaire programmeée.

Artériogenése : épaississement pariétal, prolifération CML, péricytes pour former un réseau
vasculaire mature

Endothélium : revétement cellulaire interne des vaisseaux et des cavités cardiovasculaires.

IC50 : dose de I’AINS ayant inactivé 507 de I’acide arachidonique.

Ischémie : affection résultant de la diminution du flux sanguin en raison d’une obstruction.
L’ischémie est réversible si le flux sanguin normal peut étre rétabli.

L’endoderme : la couche plus intérieure, produira les intestins, les poumons et le foie

Le mésoderme : la couche mitoyenne, donnera naissance aux reins aux organes reproducteurs,
aux os, aux muscles et systéme vasculaire.

Matrice extracellulaire : substance fondamentale extracellulaire dans laquelle sont incluses les
cellules formant des tissus.

Métastase : tumeur maligne secondaire & une tumeur primitive du systéme nerveux central ou a
un cancer viscéral primitif. Les métastases sont trés fréquentes et peuvent siéger en n'importe
quel point du systéme nerveux central, mais les plus fréquentes sont celles des hémisphéres
cérébraux. Elles peuvent étre uniques ou multiples et de taille variable. Leur origine est variable,
mais le plus fréquemment elles proviennent du poumon ou du sein.

Précytes : sont des cellules accolées aux cellules de capillaires. Ils sont présents dans la
membrane basale. Leur présence permet de renforcer la paroi des capillaires.

Protéase : enzyme agissant sur les protéines pour les cliver.

Protooncogéne : génes cellulaires dont les produits participent normalement aux
communications intra ou intercellulaires.

Remodelage artériel: modification de la structure du vaisseau (diameétre du vaisseau et
épaisseur de laparoi artérielle) en réponse a un stimulus (augmentation du débit sanguin).
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Introduction oéndrale

L’angiogénese tumorale se produit quand un réseau de vaisseaux sanguins prolifére et
pénétre les tumeurs cancéreuses. Les cellules tumorales libérent des molécules qui envoient des
signaux aux tissus sains environnants. Ces signaux activent certains génes dans les tissus hotes
qui, & leur tour, produisent des protéines qui favorisent la formation de nouveaux vaisseaux
sanguins.

Ce processus s’organise selon le concept du switch angiogénique. On pourrait la comparer a une
balance dont la position varie en fonction du poids des mécanismes pro-angiogéniques (par
VEGF, PDGF...) et des mécanismes et de celui des mécanismes anti-angiogénique (par
angiostatine...) (Méjean & Lebret, 2008).

L'importance de l'angiogénése pour la croissance des tumeurs est largement reconnue.
L’inflammation dépendant de l'angiogénése semble étre d’une importance centrale dans la
croissance et 1’expansion de tumeurs. Les mécanismes de l'inflammation de I'angiogénése
fournissent de nouvelles approches a la cible, traitement, ou méme améliorer et empécher
l'angiogénése tumorale par traitement avec des produits synthétiques ou agents anti-
inflammatoires. Un concept soutenu par observation stipule que l'utilisation des médicaments
anti-inflammatoires classiques, comme les médicaments anti-inflammatoires non stéroidiens
(AINS), conduit a I’inhibition de I'angiogénése (Albini et al., 2005).

De nombreuses études expérimentales, épidémiologiques et cliniques suggérent que les
AINS sont des inhibiteurs fortement sélectifs de la Cox-2 et empéchent également l'angiogénése
(Michael et al., 2002).

Des observations expérimentales ont montré qu'une série de médicaments a été proposé
comme de potentiels agents chimiopréventifs du cancer, ces substances ont montré des propriétés
anti-angiogénique in vifro et in vivo sur des modeéles cellulaires (HUVEC) et animaux
respectivement. D’autre part, des produits naturels (tels que la curcumine, resveratrole,
flavonoide ...) retrouvés généralement dans |’alimentation ont montré des effets anti-
inflammatoires qui de plus empéchent 1’invasion de cellules endothéliales par inhibition directe
de l'activité des MMPs (2 et 9), et indirectement par diminution de 1’expression du VEGF
(Tosetti et al., 2002).

Le présent recueil rassemble des informations bibliographiques sur la chimioprévention
de I’angiogénése tumorale par les médicaments AINS en s’intéressants aux substances les plus
prescrites (Diclofenac, Aspirin, Ibuproféne) comme agents anticancéreux & action anti-
angiogéniques. Nous présentons les résultats de plusieurs études de I’inhibition de I’angiogénése
par des substances (naturelles et synthétiques) ayant un potentiel effet anti-inflammatoire ainsi
que les mécanismes moléculaires impliqués.
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Chapitre 1 P’Angiopénése Phvsinlnoiaue ¢t Tumorale

C’est dans cet ordre d’idée qu’il y une trentaine d’années, suite au concept d’angiogénése
tumorale formulé par Judah Folkman, la théorie selon laquelle s’opposer a la vascularisation
d’une tumeur pourrait constituer une nouvelle stratégie thérapeutique anticancéreuse, a vu le jour
(Folkman, 2006). L’angiogénése est maintenant un champ d’investigation de pointe et un sujet
majeur de la recherche biomédicale (Folkman, 1971). Le développement du systéme vasculaire
est un processus complexe hautement régulé. Il se compose de deux phénoménes successifs: la
vasculogénese et I’angiogénése (Risau, 1997).

1.1. Angiogénése physiologique
1.1.1.Définition

L’angiogénése est un processus complexe, multi-étapes qui méne a la formation de
nouveaux capillaires sanguins (néovaisseaux) a partir des vaisseaux préexistants (Chabannes et
al., 2001). Lors de I'embryogenése, le processus de néo vascularisation dépend de l'origine de
l'organe. Ainsi, la vasculogenése est un mécanisme prépondérant dans les ébauches d'organes
constitués de mésoderme et d'endoderme (poumon, pancréas, rate). En revanche, dans les
organes composés de mésoderme et d'ectoderme (cerveau, rein), la vascularisation s'établit par
angiogénése (Ortega et al., 1997). Chez I’adulte sain, I’angiogénése intervient principalement au
cours du cycle ovarien et de la grossesse. Elle participe €galement au développement d’une
circulation collatérale lors de I’exercice physique. On parle alors d’artériogénése. En conditions
pathologiques, ’angiogénése est impliquée dans les phénomenes de croissance tumorale, dans
des affections oculaires comme la dégénérescence masculaire liée a I’4ge et la rétinopathie
diabétique, dans la cicatrisation de blessure ou dans des maladies inflammatoires comme la
polyarthrite rhumatoide ou le psoriasis (Ferrara & Kerbel, 2005).

1.1.2. De la vasculogénése a I'angiogénése

Lors de la vasculogénése, les hémangioblastes (progéniteurs communs des cellules
endothéliales et hématopoiétiques) apparaissent dans les ilots sanguins de l'aire
extraembryonnaire et sur la paroi ventrale de l'aorte mésodermique. Les cellules en périphérie
des flots sanguins donneront naissance aux angioblastes, tandis que celles au cent reconstitueront
les progéniteurs hématopoiétiques. Les angioblastes s'assemblent en un plexus vasculaire
primitif qui sera affiné en un réseau fonctionnel par angiogénése et artériogenese (Figure 1)
(Carmeliet, 2004).
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Chapitre 1 D’Angiogénése Phvsinlngiaue of Tumorale

1.1.3.b. La dégradation de la membrane basale et de la matrice extracellulaire

La membrane basale et la matrice extracellulaire sont dégradées suite a l'activation de
protéases telles que l'activateur du plasminogéne de type urokinase (uPA), les métallo-
protéinases MMP-2, -3 et -9 et & la suppression d'inhibiteurs de protéases.

Ces dégradations permettent ainsi la migration des cellules endothéliales dans la matrice
interstitielle environnante. La dégradation de la matrice extracellulaire permet également
d'activer ou de libérer des facteurs de croissance comme le FGF ou le VEGF séquestrés dans
cette matrice (Carmeliet, 2000; Silvestre & Levy, 2002; Jain, 2003). L'angiopoiétine-2 (Ang-2)
intervient aussi dans la déstabilisation des vaisseaux matures en détachant les cellules
musculaires lisses et en reldchant la matrice, ce qui permet aux cellules endothéliales de migrer
(Carmeliet, 2000; Conway et al., 2001).

I.1.3.c. La migration et la prolifération des cellules endothéliales

Les cellules endothéliales peuvent migrer et proliférer vers les stimuli angiogénes. Les

cellules endothéliales forment de fins prolongements cytoplasmiques et les cellules migrantes
s’allongent et s’alignent les unes avec les autres pour former un bourgeon capillaire. L'activation
de PI3K/Akt promet la survie et la prolifération des cellules endothéliales via la modulation de
nombreux régulateurs du cycle cellulaire, incluant cycline D1, p27 et Bel-X2.
Lors de la migration, les cellules endothéliales expriment & leur surface des intégrines qui
facilitent leur adhésion a la matrice extracellulaire. Ainsi, I'expression des intégrines avp3 et
avp5 augmente dans les cellules endothéliales en prolifération grace a la stimulation du bFGF
et du VEGF (Milkiewicz et al., 2006).

1.1.3.d. La formation du lumen et la maturation des vaisseaux

Aprés avoir migré et proliféré, les cellules endothéliales s'assemblent en tubes et forment

un lumen (Milkiewicz et al, 2006). Au niveau moléculaire, on distingue plusieurs facteurs
impliqués dans la formation du lumen: les intégrines a5B1 et avB3, les VEGF (les isoformes
VEGF121 et VEGF165 et leurs récepteurs augmentent la formation du lumen tandis que
VEGF189 diminue son diameétre), et Ang-1 qui, en combinaison avec le VEGF, augmente le
diamétre du lumen (Conway et al., 2001).
Les vaisseaux nouvellement formés sont ensuite stabilisés, lors du processus de maturation, par
recrutement des cellules mésenchymateuses qui se différencient en cellules péri-endothéliales
(péricytes, cellules musculaires lisses) et par génération de la matrice extracellulaire. Plusieurs
molécules sont impliquées dans la régulation de ce processus: le facteur PDGF-B et son
récepteur PDGFR-B; la S1Plet EDG1; Ang-1 et son récepteur a tyrosine kinase Tie-2, le facteur
TGF-B (Jain, 2003). Le facteur de croissance PIGF peut aussi assister le processus de
stabilisation. PIGF présente une haute affinité pour le récepteur a tyrosine kinase VEGFR-1.
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Chapitre 1 U’Angiogénése Physiologique et Tumorale

De nombreux inhibiteurs de ’angiogénese ont également été identifiés, La plupart inhibent la
prolifération et la migration des cellules endothéliales, certaines sont également capables
d’induire leur apoptose. Parmi ces facteurs, nous pouvons citer : 1’angiostatin, 1’endostatine, la
prolactine et TSP-1 (Liekens et al., 2001).

I.1.6. Role du VEGF dans I’angiogénése physiologique

Tout d’abord, I’action biologique du VEGF a été décrite comme étant un facteur de
perméabilité vasculaire dont il est le plus puissant inducteur (Dvorak, 2002). 11 agit par ailleurs
comme chémokine pour les monocytes qui sont ainsi recrutés vers les sites d’inflammation.

De plus, c’est un mitogéne puissant et spécifique des cellules endothéliales vasculaires. 11 joue
enfin un réle unique dans la régulation de la croissance de tous types de vaisseaux sanguins lors
des processus d’angiogénése (Kerbel, 2000).

L.2. Angiogénése tumorale
L.2.1. Définition

L’angiogénése tumorale est un processus complexe résultant d’une interaction entre deux
types tissulaires: la tumeur et le réseau vasculaire dans 1’objectif de former des néovaisseaux
(folkman et al., 1990).

L’angiogénése tumorale correspond & 1’apparition de nouveaux vaisseaux destinés a répondre
aux métabolites de la tumeur. Cependant contrairement a ce que 1’on observe dans ces
phénomeénes physiologiques, ce processus est caractérisé par une organisation et des dimensions
vasculaires anarchiques ainsi qu’une perméabilité vasculaire accrue. L’étape la plus importante
du ce phénoméne est le « Switch angiogénique » (Ravoud, 2007).

1.2.2. Etapes de ’angiogénése tumorale

Le déroulement de l'angiogénése tumorale peut étre divisé en quatre grandes étapes,
chacune faisant intervenir des acteurs cellulaires et moléculaires spécifiques :

» Activation des cellules endothéliales par des facteurs angiogéniques qui conduit 2 la
dégradation localisée de la membrane basale et de la matrice extracellulaire environnante
(Folkman, 1971).

> Prolifération suivie de la migration orientée des cellules endoth€liales dans la matrice
extracellulaire,

» Différenciation des premiéres cellules qui s’organisent en structures tubulaires avec une
lumiére et une nouvelle lame basale.
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» Maturation des vaisseaux qui fait appel au recrutement des cellules péri endothéliales
(cellules musculaires lisses, péricytes). Avec ces phases, on aboutit alors 4 un réseau
vasculaire tumoral fonctionnel.

Les vaisseaux tumoraux se distinguent des vaisseaux normaux par des anomalies structurelles et
fonctionnelles. La vascularisation tumorale résulte d’un processus angiogénique moins finement
régulé que le processus physiologique (Carmeliet & Jain, 2000).

1.2.3. Le Switch angiogénique

En effet, les nouveaux vaisseaux sanguins approvisionnent la tumeur en oxygeéne et en
nutriments permettant ainsi son expansion au-dela d'1 a 2 mm®. Tls éliminent les déchets
métaboliques et fournissent également des cytokines et des facteurs de croissance qui stimulent
directement la croissance des cellules cancéreuses.

La progression tumorale est caractérisée par une phase prévasculaire et une phase vasculaire.
(Bergers et al., 2003).

La premiére phase, dite dormante, se caractérise par une masse tumorale inférieure a 1
3
mm qui reste dans un état latent et bénin. La seconde phase, dite angiogénique et invasive,

permet a la tumeur de croitre au-dela de 1 mm’, de se développer dans le tissu hote et
éventuellement d'envahir le tissu avoisinant. Le passage entre ces deux phases est contrdlé par un
relais moléculaire appelé «Switchy» angiogénique (Yance & Sagar, 2006).

% La phase prévasculaire est caractérisée par une augmentation de la croissance tumorale
suivie par un plateau durant lequel le taux de cellules en prolifération est balancé par le
taux de cellules en apoptose.

Durant la phase vasculaire, qui est caractérisée par une croissance exponentielle, une
invasion tissulaire et une dissémination des cellules tumorales, I’augmentation rapide de
la croissance tumorale est due en grande partie & une diminution du taux de cellules en
apoptose (Bergers et al., 2003).

K7
L34

Ce switch peut étre réalisé par ces cellules tumorales de plusieurs fagons (Figure 3):

+» état d’hypoxie favorisant le maintien du déséquilibre en faveur des facteurs pro-
angiogéniques et jouant un rble majeur dans I’induction de divers facteurs
proangiogéniques tels que le VEGF et le PDGF (Carmeliet & Jain, 2000).

*» activation de certains proto-oncogenes (ras) ou la neutralisation de certains genes

suppresseurs de tumeurs (1’anti oncogene p53, qui régule positivement des facteurs anti-

angiogéniques et négativement les facteurs pro-angiogéniques, est muté dans preés de 50

% des cancers).

surexpression des facteurs de croissance, soit de fagon directe par les cellules tumorales

elles mémes, soit par le recrutement de cellules hdtes comme les macrophages qui

produisent alors leurs propres facteurs angiogéniques.

@,
0.0
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L.3.4. Les récepteurs du VEGF

Les récepteurs au VEGF ont initialement été découverts a la surface des cellules
endothéliales vasculaires. Le VEGF se lie 4 deux récepteurs tyrosine kinase, VEGFR1 et
VEGFR2. Ces récepteurs possédent sept domaines immunoglobulines extracellulaires, une
région transmembranaire et une séquence tyrosine kinase consensus interrompue par un domaine
tyrosine kinase (Holmes et al., 2007). Le VEGFR3 est un membre de la famille de ces
récepteurs, il ne lie pas le VEGF, mais fixe le VEGF-C et D. A c6té de ces récepteurs, le VEGF
interagit avec une autre famille de récepteurs, les neuropilines (Figure 4) (Olsson et al., 2006).

1.3.4.a. VEGFR-1

Le VEGFRI, ou FLT-1 a été le premier récepteur découvert pour le VEGF. Chez
’homme, le géne flz-1 est localisé sur le chromosome 13 (13q12). Le VEGFR1 est exprimé a la
surface des cellules endothéliales et son expression est activée au cours de 1’angiogénése, ainsi
qu’en réponse a ’hypoxie sous le controle du facteur de transcription HIF-1(Olsson et al., 2006).
Le VEGFRI est capable de fixer le VEGF, le VEGF-B et le PIGF. Lorsque ces ligands lient le
VEGFRI, celui-ci est capable d’homo- ou d’hétérodimériser avec le VEGFR2. 1l s’ensuit une
activation de D’activité tyrosine kinase qui conduit & I’autophosphorylation du récepteur. Cette
phosphorylation permet ensuite de recruter les protéines qui vont induire la voie de signalisation
consécutive a la liaison des VEGF. Le KO de VEGFR1 réalisé chez la souris entraine une 1étalité
embryonnaire précoce. L’analyse des embryons révéle que le VEGFRI est important pour
I’organisation du réseau vasculaire au cours du développement embryonnaire, alors qu’il ne
semble pas intervenir dans la différenciation des cellules endothéliales (Fong et al., 1995).

1.3.4.b. VEGFR-2

Le VEGFR2 est plus connu sous le nom de KDR, et il est appelé FLK1. Chez I’homme,
le géne kdr est situé sur le chromosome 4 (4q11-q12). Le VEGFR2 est considéré comme le
médiateur principal des effets mitogénes et angiogéniques du VEGF (Shalaby et al., 1995).
Le rdle du VEGFR2 est primordial dans ’angiogénése au cours du développement embryonnaire
et dans I’hématopoiése 5 pour constituer le pool de cellules souches hématopoiétiques. Le
VEGFR?2 est capable de fixer le VEGF, ainsi que le VEGF-C et D. Comme pour le VEGFR], la
liaison de ces facteurs conduit a la dimérisation de ce récepteur. Dans ce cas, le VEGFR2 peut
homodimériser ou hétérodimériser avec le VEGFR1 ou le VEGFR3, et induit une cascade de
signalisation (Olsson et al., 2006).

L.3.4.c. VEGFR-3

Le VEGFR3, également appelé FLT4, est codé par le géne flt4 porté par le chromosome
5 (5935.3). Le VEGFR3 fixe les VEGF-C et D. Par ailleurs le KO de son gene, chez la souris,
indique qu’il serait impliqué dans la mise en place du systéme cardiovasculaire embryonnaire
(Dumont et al., 1998).
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L.3.5.b. Réle du VEGF dans la Prolifération cellulaire

Le VEGF stimule la prolifération des cellules endothéliale via VEGFR-2. Ce récepteur,
une fois phosphorylé suite la fixation du VEGF, conduit a I’activation de la voie MAPK EEKI/2
(Takahashi et al., 1999). La PLCy active la PKC via la formation de diacylglycerol (DAG) et
’augmentation de la concentration en Ca intracellulaire. La voie P13-kinase (PI3K) est
¢galement impliquée la prolifération des cellules endothéliales (Boiteux, 2008).

L.3.5.c. Role du VEGF dans la Survie cellulaire

Le VEGF joue un rdle important dans la survie des cellules endothéliales. In vitro, le
VEGF protege les cellules endothéliales de I’apoptose induite par le TNFo ou la radiation
ionisantes. Dans des conditions de stress comme une déplétion sérique, le VEGF se fixe sur le
VEGFR-2, active la voie PI3K et la phosphorylation de la protéine AKt/PKB. La protéine
AKt/PKB phosphorylée va inhiber des protéines pro-apoptotiques telles que Bad. De plus, la
survie des cellules peut étre due a la régulation positive de protéine anti-apoptotique telles que
Bcl-2 (Boiteux, 2008).Un autre mécanisme par lequel le VEGF peut maintenir la survie des
cellules endothéliales serait la phosphorylation de FAK (Zachary & Gliki, 2001).

L.3.5.d. Role du VEGF dans la perméabilité vasculaire

Le VEGF augmente la perméabilité des microvaisseaux aux macromolécules. En effet, le
VEGFR-2 activé par le VEGF augmente de la NO synthétase via la voie PI3K/AKt, provoquant
la production de NO. Le NO, activateur de la perméabilité vasculaire, provoque I’extravasculaire
de protéines plasmatique comme la fibrine. Il se constitue alors un gel de fibrine extracellulaire
qui forme un substrat pour la migration endothéliale vasculaire. La voie P38 MAPK semble
également impliquée dans la perméabilité vasculaire (Boiteux, 2008).
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De nombreux facteurs de croissance et cytokines tels que PDGF, FGF, TNF et L’IL-1, peuvent
€galement induire la synthése du VEGF (Ferrara, 2004).

L.4. Role de la matrice extracellulaire dans I'angiogénése tumorale

Les MMPs sont des endopeptidases, elles sont capables de cliver virtuellement tous les

composants de la MEC et ce qui permet aux cellules endothéliales d’envahir le stroma tumoral
(Seandel et al., 2001).

Traditionnellement été classées selon leurs affinités pour les substrats en quatre
catégories: premi¢rement les collagénases interstitielles (MMP-1, MMP-8 et MMP-13) qui
clivent les fibrilles de collagéne, deuxiémement les collagénases de type IV (MMP-2 et MMP-9)
qui dégradent le collagéne, la gélatine et 1'élastine des membranes basales, troisiemement les
stromélysines (MMP-3, MMP-10 et MMP-1I) qui dégradent les protéoglycanes, la fibronectine,
la laminine, la gélatine et les protéines globulaires du collagéne de type IV, quatriémement les
MMPs membranaires (MT-1, MMP-15, MMP-16 et MMP-17) qui sont ancrées a la surface
cellulaire par un domaine transmembranaire situé dans la partic COOH terminale (Mignatti &
Rifkin, 1996).

Les MMP9 peuvent stimuler 1’angiogenése en augmentant la biodisponibilité de facteurs
de croissance pro-angiogéniques tels que le VEGF (Bergers et al., 2003).

1.5. L’invasion tumorale et la formation des métastases

L'invasion tumorale permet de distinguer les tumeurs bénignes des tumeurs malignes. En
effet, contrairement aux tumeurs malignes, les tumeurs bénignes n'envahissent pas les tissus
voisins. L'invasion par les cellules malignes nécessite une dégradation de la membrane basale
(composée notamment de collagéne de type IV) et de la matrice extracellulaire. Cette
dégradation se fait principalement a l'aide des collagénases MMP-2 et MMP-9 ainsi que MTI-
MMP. Tel qu'il a été¢ mentionné, des études ont montré qu'il existe une corrélation trés nette entre
le pouvoir invasif des cellules malignes et la présence d'activité collagénase IV dans les tumeurs
(Perry, 2008. La pénétration des cellules tumorales dans la circulation sanguine meéne a la
formation de métastases (Pepper, 2000). Ces derniéres proviennent de la croissance d'une cellule
tumorale a distance du site ou se trouve la tumeur initiale ou primaire. Lorsque les cellules
cancéreuses diffusent pour former une nouvelle tumeur, elles acquiérent de nouvelles
caractéristiques, incluant le potentiel de migration et d'invasion ainsi que la perte d'adhésion
cellulaire. Ceci leur permet de passer du phénotype cancéreux a métastatique, donc, la formation
des métastases (Figure 6) (Arya et al., 2006).
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Figure 6: La formation des métastases (D’aprés Bergers & Benjamin, 2003).
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IL.1. Historique

L’histoire des anti-inflammatoires non stéroidiens a commencé avec ’utilisation des
feuilles et de 1’écorce de saule par les anciens égyptiens et par Hippocrate pour traiter la fievre
et/ou la douleur. Aprés des milliers d’années d’un usage empirique de cette plante médicinale,
c’est en 1897 que Felix Hoffmann fut le premier & synthétiser 1’acide acétylsalicylique mieux

toléré au niveau du gout que ’acide salicylique extrait de la plante (Wu, 2000; Ballinger &
Smith, 2001 ; Vane & Botting, 2003).

En 1899 T"appellation Aspirine fut enregistrée, et un an aprés, les premiers comprimés
furent fabriqués. A I’heure actuelle, la famille des AINS a laquelle appartient I’acide
acétylsalicylique posséde de nombreuses indications thérapeutiques, tant en médicine vétérinaire.
Avec un P’4ge spectre d’activités pharmacologiques de type anti-inflammatoire, analgésique,
antipyrétique et antiplaquettaire, les AINS sont aujourd’hui une des classe médicamenteuses les
plus utilisées dans le monde (Warner & Mitchell, 2002).

I1.2. Contexte pharmacologique

Les prostaglandines (PG) sont des éicosanoides exergant une action purement locale,
mais leur distribution quasi ubiquitaire leur permet d’intervenir dans de nombreux processus
physiologiques et pathologiques. Elles sont synthétisées a partir de I’acide arachidonique (lui-
méme issu des phospholipides membranaires) grace a la cyclo-oxygénase (Cox), dont il existe
deux iso-enzymes :

La Cox 1 qui est la forme constitutive de I’enzyme: elle a été identifiée dans différents
tissus comme le tube digestif, les plaquettes et le rein (Mitchell et al., 1993). Elle catalysant la
formation de PG impliquées dans la cytoprotection de la muqueuse gastrique, la physiologie
rénale, et la production de thromboxane A2 (prostaglandine vasoconstrictrice et pro-agrégante)
par les plaquettes (Allaj et al., 2013).

La Cox-2 fut décrite en premier lieu dans les fibroblastes embryonnaires du poulet traité
par des agents mitogénes. Elle a été par la suite identifiée dans les cellules endothéliales, dans les
macrophages, les fibroblastes et les cellules mésengiales. Cette enzyme serait produite sous
I’action d’interleukine 1(IL-1) et d’endotoxine. Son expression serait augmentée localement au
niveau de sites inflammatoires (Mitchell et a/., 1993).

Elle est essentiellement inductible, conduisant a la libération de PG ayant un réle dans la fiévre,
la douleur, I’inflammation, la prolifération cellulaire, mais aussi la cicatrisation et la fonction
rénale. Eelle gouverne la synthése de prostacycline ou PGI2 (prostaglandine vasodilatatrice et
anti-agrégant) par les cellules endothéliales (Allgj et al., 2013).
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IL3. Principales caractéristiques des anti-inflammatoires non stéroidiens

I1.3.1. Définition

Les AINS regroupent ’ensemble des médicaments symptomatiques inhibiteurs de la
synthese des PG. C’est 4 ce mécanisme commun d’action que les AINS doivent I’essentiel de
leurs propriétés et de leurs effets indésirables. La diminution de la syntheése des PG par les AINS

est consécutive a I’inhibition plus ou moins sélective des iso-enzymes de la cyclo oxygénase. On
distingue trois catégories d’AINS :

> inhibiteur sélectif de Cox-1 : représenté par I’aspirine a faible dose (300 mgfj), seul
AINS ayant une activité anti-thrombotique ;

> inhibiteurs non sélectifs ou « AINS classiques », inhibant Cox-2 et Cox-1 aux doses
thérapeutiques. Ils partagent 4 propriétés : activité antipyrétique, antalgique, anti-
inflammatoire et inhibition des fonctions plaquettaires. Ils exposent en outre a des
complications communes digestives, rénales, gynéco-obstétricales et & des réactions
d’intolérance cutanéo-muqueuses ;

> inhibiteurs sélectifs de Cox-2 ou coxibs, qui se démarquent des précédents par ’absence
d’effet « antiagrégant » plaquettaire (Warner & Mitchell, 2002).

11.3.2, Propriétés thérapeutiques
I1.3.2.a. Action antipyrétique
Les AINS diminuent la fievre d’origine infectieuse, inflammatoire ou néoplasique.

I1.3.2.b. Action antalgique

Les AINS sont efficaces sur un large éventail de syndromes douloureux par excés de
nociception aigus: douleurs dentaires, postopératoires, post-traumatiques, céphalées ou
migraines, coliques néphrétiques...

> chroniques: affections rhumatologiques dégénératives, douleurs néoplasiques... A cet
égard, les AINS forment, avec le paracétamol, le premier palier de la stratégie préconisée
par ’OMS dans le traitement des douleurs cancéreuses (Bannwarth et al., 2005).
IL.3.2.c. Action anti-inflammatoire
Cette action porte principalement sur la composante vasculaire de la réaction
inflammatoire, responsable de la classique tétrade : cedéme, douleur, rougeur, chaleur. Elle est

mise 4 profit au cours des acces aigus microcristallins (goutte, chondrocalcinose) et des
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rhumatismes inflammatoires chroniques. A noter que laction anti-inflammatoire requiert
généralement des posologies des AINSs plus €levées que celles nécessaires dans les autres
variétés de douleurs ou dans la fievre. Aussi certaines spécialités des AINSs sont-elles
commercialisées a faible dose en tant qu’antalgique et/ou antipyrétique (certaines formes
d’aspirine, I’ibuproféne 200 mg, le kétoprofene 25 mg) (Bannwarth et al., 2005).

I1.4. Classification des anti-inflammatoires non stéroidiens

1. La plus ancienne classification des AINS est celle qui les range en familles chimiques. Les
AINS sont ainsi scindés en huit groupes, selon leur noyau de base (tableau 2). Cette
classification a pour avantage d'éviter la prescription ultérieure d'une molécule de la méme
famille en cas d'allergie vraie a l'une d'entre elles. Elle ne prend toutefois pas en compte

I'hétérogénéité du rapport bénéfice/risque au sein d'un méme groupe (Warner & Mitchell,
2002).

2. Les AINS peuvent aussi étre classés selon le degré de sélectivité (et donc d'inhibition) des
AINS pour 'une ou l'autre Cox. Quatre catégories se distinguent 13 encore:

> Le groupe 1 correspond aux inhibiteurs sélectifs de la Cox-1. C'est le cas de l'aspirine &
faible doses (100 a 300 mg), a visée antiagrégante plaquettaire.

> Le groupe 2 est celui des inhibiteurs non spécifiques de la Cox, représenté par les AINS
classiques.

» Le groupe 3 renferme les inhibiteurs préférentiels de la Cox-2, représentés par le
méloxicam et le nimésulide. Cette propriété anti-COX-2 est cependant perdue lorsque ces
produits sont utilisés & fortes doses.

> Le groupe 4 comporte les inhibiteurs spécifiques de la Cox-2 (c'est ainsi qu'il convient de
les appeler et non les antiCox2 puisque tous les AINS sont des antiCox2). Leurs
représentants sont le célécoxib et 1'étoricoxib (Warner & Mitchell, 2002).

3. Une troisiéme classification tient compte de la demi-vie d'élimination d'un AINS, laquelle
conditionne en partie son rythme d'administration. A cet égard, on sépare les AINS en 2

groupes :

» Les AINS & demi-vie courte : inférieure 4 6 heures (ibuproféne, flurbiproféne,
kétoproféne, diclofénac et acide niflumique), imposant a priori 2 a 3 administrations
journali€res.

> Les AINS & demi-vie longue : supérieure a 12 heures (oxicams, phénylbutazone), ne
nécessitant en principe qu'une seule prise quotidienne.

A noter, les formes a libération prolongée des AINS & demi-vie courte qui autorisent une prise
quotidienne unique (Chrono-Indocid 75 mg, Bi-Profénid 150 mg, Voltaréne 100 mg «LP»...etc)
(El Maghraoui, 2009).
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Tableau 3: classification des AINS selon leur mode d’inhibition enzymatique de cyclooxygénase
(D’aprés Walker ez al., 2001)

Classe | Inhibition simple, compétitive et réversible ) IbL_lpro_féne
- Méloxicam

Inhibition temps-dépendante et réversible par
liaison électrostatique entre e groupement
Classe Il guanidine de Ifargi.nine en position '0
(Arg-120) et la fonction acide carboxylique N
terminale de linhibiteur suivi du changement Liaison forte | - ndometacine
conformationnel de Fenzyme ek - Acide méclofénamique

Liaison faible | - Naproxéne

Classe Il Inhibition covalente et iréversible - Aspiring

I1.4.3. Classification selon la sélectivité pour cyclooxygénase-1 et
cyclooxygénase- 2:

Plusieurs études in vitro ont été réalisées pour comparer les activités inhibitrices relatives
des AINS sur Cox-1 et Cox-2. Leur objectif est de calculer une ration qui met en rapport
I’affinité de I’ AINS pour chaque isoforme de Cox. Cette affinité est estimée par la détermination
de I’IC50 qui signifie la concentration de I’AINS inhibant 50 7 de Dactivité enzymatique de
Cox-1 ou Cox-2.

AINS présentant une ration (IC50 Cox-1/IC50 Cox-2) supérieur a 1, inhibe donc
préférentiellement voire sélectivement la Cox-2.

11 est difficile de comparer les résultats issus de ces différents modéles in vitro, étant donné la
trés grande variable des techniques et systéme cellulaires employés. Dans le but d’établir un lien
entre la toxicité gastro-intestinale de certains AINS et leurs capacité d’inhiber la Cox-1 (Warner
et al., 1999) (Tableau 4).
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T'ableau 4: Classification des AINS selon leur sélectivité inhibitrice envers les isoformes de type
I et 2 de la cyclo-oxygénase (D aprés Girgis, 2012).

Inhibiteurs Sélectifs | Au moins 50 fois plus sélectifs pour COx-2 | ~ DiHSopropy  srophosphate

COX-2 ue pour COX - NS398
quep - Rofécoxib
o - Nimésulide
lnrllb’lteur‘s Entre 5 et 50 fois plus sélectifs pour COX-2 | - Méloxicam
Préférentiels COX-2 ie pour COX-1 - Etodolac
- Célécoxib

-A e acétylsalicylique
- Salicylate de sodium
- Indométacine

o - Kétorolac
Inhibiteurs Non Inhibition de COX-1 et COX-2 sans - Diclofénac

Sélectifs selectivité pariiculiere (ratio inférieur 4 5) | - Piroxicam

- Kétoproféne
- Naproxéne

- Flurbiprofene
- Sulindac

IL.5. Mécanisme d’action des anti-inflammatoires non stéroidiens

Depuis le premier travail de Vane sur Iactivité pharmacologique des AINS, il a éte

considéré que I’activité analgésique des AINS était basée sur une inhibition de la cyclo-
oxygénase (Mitchell et al., 1993), supprimant l'expression de Cox-2 (Hwang et al, 2002), et
donc sur une inhibition de la synthese des prostaglandines, en particulier des PGS dont la PGE2
(Mitchell & al., 1993), les enzymes de Cox sont les meilleurs cibles primaires des AINS, y
compris le terrain communal au-dessus des contre- médicaments comme 1'aspirine, ibuprofen, et
diclofenac, ces drogues suppriment les voies cela inflammation, douleur et fi¢vre médiates.
(Allaj et al., 2013).
Les prostaglandines sensibilisent les nocicepteurs périphériques aux actions des substances
algogénes comme la bradykinine, libérées lors d’agression tissulaire. Des lors I’inhibition de la
synthése des prostaglondines par les AINS conduit 4 une diminution, voire 4 une suppression
des phénomeénes d’hyperalgésie observés lors d’atteinte tissulaire (Mitchell et al., 1993).

Les AINS bloquent la dégradation de I’acide arachidonique par la voie de la cyclo-
oxygénase. Ils s’opposent donc 2 la production des prostaglandines et du thromboxane A2. Ils
agissent également sur la composante cellulaire de I’inflammation en bloquant la mobilité de
cellules notamment les macrophages (Limbour & De melo, 1995). Tous les AINS actuellement
disponibles dans la pharmacopée agissent sur les deux formes enzymatiques de la cyclo-
oxygénase; cependant, leur action n’est pas identique sur ces deux formes (Mitchell et al., 1993).
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L'importance de I'angiogénése pour la croissance des tumeurs est largement reconnue.
Les médicaments qui visent avec succes I'endothélium, tel que le facteur endothélial anti-
vasculaire de croissance des anticorps, commencent i avoir effet de vie expectative aux patients
de cancer. Cependant, la cellule endothéliale n'est pas la seule cible possible pour la thérapie
anti-angiogénique ou prévention de la vascularisation (Albini et al., 2005). Les médicaments
anti-inflammatoires non stéroidiens bloquent la synthése des prostaglandines en inhibant la
cyclooxygénase. Il y a une évidence suggérant que l'enzyme Cox-2 est impliquée dans le
développement et la croissance de cancers cutanés et non-cutanés (Husein Elahmed et al., 2012).
En dehors des médicaments issus des voies de synthése chimique, un grand intérét est porté ces
derniéres années aux produits naturels d’origine végétale ou animale ayant des activités
pharmacologiques intéressantes tels que les polyphénols qui présentent des effets anti-
inflammatoires, anti-prolifératif, anti-tumoral et anti-angiogéniques via ’inhibition des voies de
signalisation cellulaire pro-proliférative, apoptotiques, angiogénique (Chabannes et al., 2001).

I11. La thérapie anti-angiogénique

Un traitement anti-angiogénique n’a pas pour but la destruction des cellules tumorales, il vise
essentiellement les cellules endothéliales en empéchant leur division, le résultat est un état de
quiescence vasculaire avec une involution des vaisseaux néoformés (Chabannes et al., 2001).

H1.1. Inhibiteurs pharmacologiques de la voie du VEGF sur P’angiogénése

Les deux approches pharmacologiques actuellernent présentes sur le marché pour
inhiber la voie du VEGF sont, d’une part un anticorps monoclonal humanisé dirigé contre le
VEGF-A, le Bevacizumab, et d’autre part des petites molécules inhibitrices de la fonction
tyrosine kinase des récepteurs du VEGF (ITK) telles que le Sunitinib et le Sorafénib (Rimi &
Rathmell, 2007). Les anticorps monoclonaux sont tres spécifiques d’un €pitope présent sur la
cible et interagissent uniquement avec des cibles extracellulaires alors que les petites molécules
interagissent avec plusieurs cibles intracellulaires de fagon moins sélective. De nombreux ITK
anti-angiogéniques (AZD2171, axitinib, ...) sont également en développement, dont certaines a
des stades avancés (Le Tourneau et al., 2008).

I11.1.1. Le Bevacizumab

Le Bevacizumab est un anticorps monoclonal humanis€ anti-VEGF de type IgG1 qui se
lie sélectivement au VEGF humain et en neutralise 1’activité biologique (Presta et al., 1997). 11 a
une forte affinité pour un épitope présent sur toutes les isoformes du VEGF, chevauchant
partiellement les sites de liaison aux récepteurs VEGFR-1 et VEGFR-2, avec pour conséquence
une inhibition de la liaison du VEGF a ces récepteurs a la surface des cellules endothéliales
(Muller et al., 1998). L’inhibition de la prolifération endothéliale par le Bevacizumab induit un
blocage du phénomeéne de néo-vascularisation nécessaire a la croissance et a la dissémination
tumorale. Le Bevacizumab a un effet additif, voir synergique, avec les médicaments
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vywwxiques « classiques » (5-fluorouracile (5-FU) / acide folinique et 5-FU avec oxaliplatine)
(Gerber & Ferrara, 2005 ; Saltz et al., 2008).

HNL1.2. Le Sorafénib et le Sunitinib

Le Sorafénib est un inhibiteur multi-cible de tyrosine kinase dont les principales cibles
sont VEGFR-2, VEGFR-3, PDGFR-B, FLT3, RAF, BRAF, et KIT (Le Tourneau et al., 2008).

Le Sunitinib est également une inhibitrice multi-cible de tyrosine kinase dont les
principales cibles sont identiques a celles du Sorafénib auxquelles s’ajoutent CSFIR (colony-
stimulating factor 1 receptor) (Rini & Rathmell, 2007). 1l est indiqué comme traitement du
CRRC avancé et apres échec ou intolérance de 1’Imatinib dans les tumeurs stromales digestives.
Dans le traitement de 1ére ligne du CRCC avancé, le Sunitinib comparé a Pinterféron-alpha
augmente significativement le taux de réponse objective (31 % versus 6 %) et la survie sans
progression (Motzer et al., 2007).

pt

Figure 7: Optimisation de la signalisation de VEGF (D’aprés Glade Bender et al., 2011).

I11.2.1. Inhibiteurs des Cyclooxygénases dans ’angiogénése

Les études sur les modeles expérimentaux ont prouvé que la Cox-2 augmente le
développement et la progression de tumeurs en favorisant la résistance a l'apoptose et a
l'angiogénése et en stimulants I’invasion tumorale; Elle est donc considérée comme un oncogéne
(Krishnan & Feldman, 2010).
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I11.2.1.a. Les inhibiteurs de la synthése de prostaglandines

Les médicaments anti-inflammatoires non-stéroidiens conventionnels limitent la synthése
de prostaglandines (PGs) en inhibant la Cox-1 et la Cox-2, bien qu'ils dérivent leurs propriétés

anti-inflammatoires de leur capacité a bloquer la Cox-2. L'administration topique du Diclofenac
empéche I'angiogénése chez les souris tumorigéniques (cancer du colon et cutanée) avec une
augmentation de la nécrose et de ’apoptose intratumorale.

L’utilisation des AINSs conventionnels dans toutes ces études in vivo et in vitro démontre
I'effet anti-angiogénique par diminution de la production des PGs. Ces études montrent que cette
inhibition de la synthése de PGs limite I’angiogénése, indiquant que les PGs sont des médiateurs
importants de ce processus (Leahy et al., 2000).

II1.2.1.b. Les inhibiteurs de la Cox-2

La bibliographie dans ce domaine rapporte que le traitement avec un inhibiteur sélectif de
la Cox-2 (SC-236) ou non sélectif de la Cox-1 et Cox-2 (indométhacine), conduit a la réduction
de la croissance de tumeurs primaires, par action anti-angiogénique (Connolly et al., 2002). Le
SC-236, utilisé a des doses n’inhibant pas significativement la Cox-1 plaquettaire, a empéché la
réponse angiogénique. Ces résultats sont également observés pour le Celecoxib utilisé aux doses
thérapeutiques. En revanche, L'inhibition de la Cox-1 plaquettaire avec le SC-560 n'a pas affecté
le processus angiogénique. L'indométhacine, un AINS traditionnel a empéché 1'angiogénése et
inhibé I’activité des Cox (Leahy et al., 2000).

Cox-2 a été clairement détectée dans le vaisseau sanguin angiogénique et les cellules
vasculaires associées, mais n'était pas exprimée dans les vaisseaux limbiques préexistants dans la
cornée. En revanche, on a observé Cox-1 dans la vascularisation limbique existante, mais pas
dans les cellules des nouveaux vaisseaux sanguins envahissant le stroma cornéen. Prises
ensembles, ces observations suggérent que Cox-1 est I’enzyme présente dans les cellules
endothéliales matures tandis que ’expression de la Cox-2 est associée a la génération de
nouveaux vaisseaux sanguins (Verheul et al., 1999).

L’étude de la localisation de Cox-2 dans les cellules néovasculaires de la cornée, et son
role dans la suppression efficace de I'angiogénése, a été réalisé par I’utilisation des inhibiteurs de
la Cox-2 aux doses qui n’inhibent pas la Cox-1. Les résultats suggérent la participation active de
la Cox-2 dans l'angiogénése induite par le bFGF. Un exemple en est I’étude in vitro, sur la
formation de tubes par les cellules HUVECs en Co-culture avec des cellules de cancer du colon
HCT-116, a été Cox-1 dépendante. Ce qui conclue que la Cox-2 est l'isoenzyme qui contribue &
la croissance de tumeur et la production de facteur de croissance dans certaines lignées
cellulaires cancéreuses, en plus de I’induction de I’activité Cox-, ces deux enzymes peuvent étre
nécessaires a la formation de nouveaux vaisseaux a partir des cellules endothéliales (Tsujii et al.,
1998).
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In vitro, le traitement par l'indométhacine et le SC-236 a eu comme conséquence
I'apoptose accrue dans la tumeur primaire et a diminué Pexpression du VEGF (figure 8 Annexe
1).

L’¢étude de Ieffet de cet AINS et de Pinhibiteur de Ia Cox -2 sur I’apoptose et sur la production
du VEGEF par les cellules 4T1 4 montré une diminution significative de ’expression de ce dernier
comparé aux cellules contrdles. Ce méme traitement induit une augmentation significative du

nombre de cellules apoptotiques comparées aux cellules contrdles (figure 9, Anexel) (Connolly
et al., 2002).

II1.2.2. Produits naturels inhibiteurs de la Cyclooxygénase-2 : Role dans Pangiogénése

Des produits naturels tels que la Curcumine, le resvératrol, les flavonoides,...,ont montré
des effets biologiques anticancéreux intéressants in vivo et in vitro s’agissant d’activités directes
ou indirectes en empéchant la prolifération des cellules tumorales et en inhibant ’angiogénése
tumorale (Chintana, 2008).

111.2.2.a. La Curcumine

Récemment, des études effectuées in vitro et in vivo, ont montré que la Curcumine
(petite molécule isolée du curcuma) posséde des activités biologiques intéressantes pour la santé
humaine incluant un effet anti-oxydant, anti-inflammatoire et anti-microbien (Maheshwari et al.,
2006). Ce produit naturel peut également inhiber la croissance de plusieurs lignées cellulaires
tumorales in vitro et empécher la tumorigénese in vivo (Duvoix et al., 2005).

Curcumin

Figurel0: Structures chimiques de curcumine (Perry et al., 2008).

La Curcumine utilis€ dans des études in vitro sur des lignées cellulaires
endothéliales conduit d’une part, & l'apoptose de cellules endothéliales, ce processus est
nécessaire pour réparer les vaisseaux sanguins endommagés et d’autre part a la formation de
néovaisseaux et des capillaires pendant l'angiogénése. Des expériences dans ce domaine ont
montré que la Curcumine pourrait réduire le nombre de cellules HUVECs sans avoir d'effet
cytotoxique cependant ce produit n'a pas affecté les cellules fibroblaste de la souris (NIH3T3).
Ceci indique la spécificité d'action du Curcumine.
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vans une autre étude, on a démontré que la Curcumine pourrait empécher la formation
de tube capillaire et la migration de cellules endothéliale, et ces effets peuvent étre augmentés
par MEK. Ces résultats ont pu expliquer en partie les effets inhibiteurs angiogéniques directs du
Curcumine (Chintana, 2008). L’effet anti-angiogénique indirect du Curcumine c’est a dire
n’ayant pas d’effets directs sur les cellules endothéliales mais pouvant réguler la production des
facteurs angiogéniques, tels que VEGF a été démontré (Arbiser et al., 1998). La Curcumine a
montré également des effets inhibiteurs de I'expression de plusieurs genes impliqués dans
l'angiogénése (Perry et al., 2008).

o Effets antiprolifératifs de la Curcumine sur des lignées cellulaires cancéreuses et
endothéliales

Pour déterminer I'impact du Curcumine sur la croissance des xénogreffes humaines de
gliome, l'analyse de la prolifération a été conduite sur la lignée de cellules du gliome U-87 et les
cellules endothéliales de cerveau RBE4. Cette expérience a indiqué que la Curcumine a exercé
un effet antiprolifératif significatif sur les deux lignées cellulaires d'une fagon concentration
dépendante par action sur la synthése de I’ADN, et un effet anti-angiogénique (figure 11,
Annexe 1) (Perry et al., 2008).

o Effet de la curcumine sur Ia production du VEGF

La Curcumine induit I’inhibition de la production du VEGF mais n’a pas d’effet sur
I’expression génique de ce dernier. Une €tude in vitro menée sur des kératinocytes (HaCaT) en
culture a montré que le traitement de ces cellules par le tétradecanoylphorbol ester (TPA) (inhibe
la synthése en présence et en absence de la Curcumine a conduit & I’inhibition de la production
des facteurs de I'angiogénése (VEGF) ce qui a directement inhibé les fonctions endothéliales ceci
par le contrdle de expression de I’ARNm du VEGF (Arbiser et al., 1998).

o Effet inhibiteur de I'activité des MMPs par la Curcumine

La sécrétion des métalloprotéinases matricielles (MMPs) par les cellules endothéliales
représente une importante étape dans la néovascularisation. Par ailleurs, des études ont montré
que linhibition de l'expression du géne codant pour la MMP-9 dans la lignée cellulaire de
glioblastome SNB19 entravait la formation de tumeurs chez les souris athymiques (Kondraganti
et al., 2000). Ces travaux démontrent I'importance de MMP-9 dans l'invasion et la croissance
tumorales. Ainsi, des agents capables d'inhiber I'expression ou l'activation de MMP-9 pourraient
faire partie d'une stratégie thérapeutique efficace dans la prévention et le traitement du cancer du
cerveau. Des études in vitro ont montré que la curcumine était capable d'inhiber l'activité
enzymatique de MMP-9 induite par I’ester de phorbol (phorbol 12-myristate 13-acetate) chez
trois lignées de gliomes humains, incluant les U87 (Woo et al., 2005). De plus, l'effet inhibiteur
de la curcumine sur MMP-9 a été observé sur d'autres lignées cancéreuses (Kim et al., 2002;
Shishodia et al., 2003). Ces données laissent supposer que 1'un des mécanismes d'action de la
curcumine expliquant son effet anti-tumoral in vivo pourrait étre reli€ a4 une inhihition de

Page 28



Chapitre TTT Forr £ Feienatnms Zaeoan

unvasion et de la néovascularisation des GBM. Pour cette raison, l'activité des MMP a été
mesurce dans les homogénats de tumeurs par zymography gélatinolytique.

Les activités gélatinolytiques des pro- MMP-9 et la MMP-9 ont diminué de 25%
comparés au groupe controle. En revanche, les taux ainsi que les activités enzymatiques des pro-
MMP-2 et 1a MMP-2 n’ont pas été affectées par le traitement & la curcumine (figure 12 annexe
I) la curcumine a montré des effets inhibiteurs dose dépendant de la migration des cellules
endothéliales (figure 13, Annexe II) ainsi qu’une inhibition de la formation d’un réseau de tubes
capillaires sanguins (figure 14, Annexe II) (Perry et al., 2008).

I11.2.2.b. Le Resvératrol

Le Resveratrol est un composé polyphénolique non flavonoidique (Hung et al., 2000).
Le trans-3,5,4'-trihydroxystilbéne (Figure 15) en plus de sa présence accrue dans le raisin, il est
abondant dans plus de 70 espéces de végétaux comprenant les baies, l'arachide et plusieurs
herbes (Lee et al., 2008 ; Harikumar et al., 2008). La bibliographie rapporte plusieurs effets
pharmacologiques, antioxydant notamment ce qui a value I’appellation de « french paradox » &
la consommation modérée du vin dans les habitudes nutritionnelles des frangais qui confére une
protection contre les maladie cardiovasculaires en plus des effets anti-tumoral et anti prolifératif

in vitro.(Kelkel et al., 2010)
O
OH
e

R,

Resveratrol: R4=R,=0H

Figure 15: Structure développée du Resveratrol (D’apreés Kimura et al., 2005)

¢ Effets anti-angiogénique du Resveratrol

Ces derniéres années, le Resveratrol a démontré des effets anti-angiogéniques (Chen &
Tseng, 2007). Plusieurs études in vitro et in vivo ont étudié les effets du Resveratrol sur les
cellules endothéliales et sur l'angiogénése (Aggarwal et al., 2004). Ces études ont démontré que
le resveratrol empéche plusieurs événements principaux du processus angiogénique, tel que la
prolifération et la migration des cellules endothéliale, inhibition d'expression de VEGF,
inhibition de Cox-2, MMP-2, MMP-9, et factor-1 hypoxie-induis (Chen et Tseng, 2007).

Des études rapportent que le Resveratrol utilisé a faibles doses (0.1-1 pg/ml) sur les
cellules endothéliales, augmente la prolifération des HUVEC, alors qu’a des doses plus €levées
(10-100 pg/ml), il induit I’apoptose et diminue 1’activité mitotique de ces cellules, Aggarwal et
al., 2004). Le Resveratrol utilisé a de fortes concentrations (de 1’ordre de 100uM) inhibe la
formation de tubes capillaires chez les cellules (HUVECSs) par inhibition de la voie de
signalisation du VEGF (Kimura et Okuda, 2001). In vivo, Une dose plus élevée de Resveratrol
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(4U mg/kg/day) supprime de maniére significative l'angiogénése tumorale du gliome (Chen &
Tseng, 2007).

e Effet du Resveratrol sur I'activité des MMPs

Le traitement de cellules cancéreuses par le Resveratrol induit une inhibition dose
dépendante de la sécrétion des MMP-2 et MMP-9. Utilisé a 50 pM, le Resveratrol conduit 4 une

diminution de I’expression de la MMP-9 ainsi que la MMP-2 (figure 16, Annexe 1) (Hu et al.,
2007).

® Le Resveratrol empéche la différentiation capillaire des HUVECs induite par
bFGF

La Stimulation des cellules HUVECs par les facteurs angiogéniques tels que VEGF et
bFGF favorise leur différentiation et la formation des nouveaux tubes capillaires. Ainsi le
traitement avec le Resveratrol conduit & I'inhibition de 50% sur la formation de bFGF-induite de
tube) (Lee et al., 2006).

e [Effet du Resveratrol sur I'expression protéique du VEGF et du bFGF

L’analyse biochimique par ELISA aprés traitement des cellules RPMI 8226 par le
Resveratrol a montré une diminution de I’expression des protéines VEGF et bFGF. Cette
derniére augmente dans les cellules non traitées intra et extracellulaire, ce qui témoigne de
l'accumulation du VEGF dans les conditions normales. En revanche, la quantité de VEGF dans
des les milieux extracellulaire des cellules de RPMI 8226 traitées par le Resveratrol n'a montré
aucune augmentation appréciable au-dessus de période expérimentale, suggérant le retard de
dans la synthése et la sécrétion du VEGF (figure 17, Annexe III) (Hu et al., 2007).

111.2.2.c. Les flavonoides

Les flavonoides : une famille de composés dérivés des plantes, ayant pour structure en
commun le squelette polycyclique (Figure 18), présent dans I’alimentation ou utilisés dans la
médecine traditionnelle ont connus ces derniéres années un grand intérét quand au large spectre
d’activités biologiques qu’ils présentent : antibactérien, antifongique, anti-inflammatoire, ...et
bien d’autres.
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Figure 18 : Structure de base des flavonoides (D ’aprés Weng & Yen 2012.)

Dans le domaine de la cancérologie plusieurs études ont été réalisées sur un panel de
structures différentes de cette grande famille de produits. Les essais expérimentaux sur les
flavonoides in vitro et in vivo ont montré des résultats intéressant, les flavonoides peuvent avoir
des effets antiprolifératif et anti-tumoral sur plusieurs lignées cellulaires cancéreuse in vitro et in
Vivo.

Les activités anticancéreuses des flavonoides sur des cellules tumorale a trouvé une
variété des effets anticancéreux tels que I’inhibition de la croissance de cellules par inhibition
des voies de signalisation impliquées dans la prolifération cellulaire, induction d'apoptose,
suppression de la sécrétion des métalloprotéinases matricielles, anti-métastase et effets et anti-
angiogénése (Kanadaswami et al., 2005) (Figure 19).
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UNIKB, CUX-2) dans un modéle animal de carcinogénése buccale chez le hamster induite par le
7,12-dimethylbenz[a]anthracene (DMBA) (Silvan & Manoharan, 2013).

La Quercétine, un flavonoide polyphénolique, posséde de multiples activités
pharmacologiques : anti-inflammatoire et anti-tumorale. Cependant le mécanisme d’action de la
quercétine demeure inconnu. Xiao et collaborateurs ont démontré 1’action régulatrice de la
quercetine sur les COX-2 ou ils ont observé une suppression significative des ARNm et de
I’expression protéique de la COX-2, une diminution de la production des prostaglandines ainsi
que I’inhibition de I’activation du promoteur de la COX-2 dans des cellules de cancer du sein.
D’autre part ce flavonoide inhibe sigpificativement I’angiogénése induite par COX-2 dans les

cellules endothéliales humaines d’une maniére dose dépendante (figure 20 AnnexeVI) (Xiao et
al., 2011)

e Effets des flavones sur la sécrétion des MMPs

L’¢étude de l’effet anti-invasif des flavonoides sur des lignées cellulaires humaines
(PASMC:s) incubées en présence de concentrations croissantes de flavones, a été réalisée par les
méthodes de zymographie gélatinolytique mesurant ’activité des MMPs secrétées. Cette étude a
montré que les flavones tels que I’apigénine n’influence pas la sécrétion de la proMMP-2 par les
PASMCs En revanche, la lutéoline, elle, réussit 4 inhiber cette sécrétion et ce, en fonction des
concentrations qui ont été utilisées (figure 21 Annexe IV) (Bédard V, 2008).

I1.2.3. Les anti-inflammatoires non stéroidiens : Effets Inhibiteurs des cyclooxygénases par
les anti- inflamatoires non stéroidiens

Les médicaments AINSs, telles que 1’Aspirine, 1’Ibuprofén et le Diclofénac..., ont été
proposés pour prévenir certains types de cancer, tel que le poumon, et le cancer du sein. Les
mécanismes moléculaires de l'action de ces substances suggérent un effet anti-angiogénique
(Cezar-de-Mello et al., 2006). L’utilisation de ces composés in vivo et in vitro a montré des
effets biologiques anticancéreux intéressants en plus de leur effet inhibiteur des cyclooxygénases
par inhibition de la synthése des prostaglandines (Husein-El ahmed et al., 2012).

I1.2.3.a. L’ Aspirine

Il y a grand intérét pour I’utilisation de 1’aspirine comme agent chimiopréventif a action
anti-angiogénique en tant que données épidémiologiques (Hurwitz & Kabbinavar, 2005).
L'effet protecteur de 'aspirine est souvent attribué a sa capacité a inhiber les enzymes Cox-1 et
Cox-2 et pour réguler plusieurs fonctions homéostatiques aussi bien la douleur que
I'inflammation. L’aspirine utilisé dans les études sur la prolifération de cellules endothéliale, la
viabilité et 'angiogénése (figure 22, Annexe IV) (Borthwick et al., 2006).
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o Effet de I’ Aspirine sur I'angiogénése

Des expériences au laboratoire ont été réalisées sur la lignée cellulaire microvasculaire
HMECI, bien-caractérisée représentant la cellule endothéliale qui développe de l'angiogénése
in vivo. Le traitement par I’aspirine de ces cellules in vitro a montré une inhibition de la
prolifération cellulaire et une diminution de viabilité cellulaire dose dépendante (figure 22
Annexe 1V) (Borthwick et al., 2006) en outre ces résultats, I’aspirine a démontré un effet pro
apoptotique détecté par TUNEL dose dépendant (Figure 23 annexe IV) (Baatout, 1997).

o Effet de I’Aspirine sur la migration de la cellule endothéliale

Des études récentes ont démontré que ’activation de la voie de signalisation FAK
stimulée par le VEGF est inhibée efficacement par Atl-1, ainsi que formation de fibre dans la
cellule endothéliale(CE). Pendant l'angiogénése, la migration de la CE exige I'activation
concertée de deux voies complémentaires menant 4 se soumettre 3 une contrainte, la formation
de fibre : la voie de SAPK2/p38 kinase est impliquée dans la polymérisation d'actine, et 'autre
implique I'activation de FAK et I'ensemble contrdle les adhérences focales. Cette conclusion a
¢ét€ déduite d’une étude in vitro sur des cellules HUVECs traitées ou non par 1’inhibiteur avant
d’étre soumise ou non au VEGF. Le traitement combiné conduit a I’inhibition de la
phosphorylation de p38 dans les HUVECs d’une fagon dose dépendante (figure 24 annexe IV)
(Cezar-de-Mello et al., 2006).

I1.2.3.b. Diclofénac
o Effet anti-angiogénique du Diclofénac

Parmi les AINs, le diclofenac est le plus ancien en service depuis 1976. C’est un
inhibiteur des COXs non sélectivement. Les études en clinique ont démontré qu'il réduit 94% de
I’activité de la Cox-2 et 49% de I'activité Cox-1. In vitro il inhibe la phospholipase A2 (PLA2)
qui est aussi inhibée in vivo.

A la lumiére de ces activités inhibitrices du Diclofénac , I’exploration de son potentiel
anticancéreux dans un modéle de souris du cancer pancréatique a montré une diminution de 60%
de la taille des tumeurs revenant a 1’apoptose des cellules tumoral, cet effet est indirect et
fonctionne essentiellement un effet anti-angiogénique significatif, comme démontré par une forte
réduction de I’expression du VEGF dans la tumeur, ainsi que la diminution de la densité
microvasculaire et des modifications morphologiques des vaisseaux sanguins de tumeur.
(Mayorek et al., 2010).

La détermination du réle du Diclofénac dans le processus angiogénique a ét€¢ mis en
évidence par la technique de CAM qui étudie les aspects morpho-fonctionnels du processus
d'angiogénése in vivo di a la vascularisation. Les tumeurs étendus restent avasculaire pour 72 h,
et aprés ils sont pénétrés par de nouveaux vaisseaux sanguins et commencent une phase de
croissance rapide. La CAM peut également étre utilis€ée pour vérifier la capacité d'empécher la
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croissance des capillaires en implantant des tumeurs sur la CAM et en comparant la croissance et
la vascularisation de tumeur avec ou sans I'administration d'une molécule anti-angiogénique.
Le Diclofénac (utilis€ a une concentration de 0,7%) induit une réduction du diameétre des
vaisseaux sanguins (Hussain et al., 2011).

Dans une autre étude, il étudié le rdle d’expression de Cox-2 dans la radiorésistance et
l'effet du Diclofénac sur la viabilité des cellules et la radiosensibilité in vifro (Inoue et al., 2013).

o Effet de diclofenac sur la viabilité de cellules du cancer de prostate

Le potentiel anti-tumoral du Diclofenac a été testé sur la viabilité des cellules et sur
Pimplication de l'expression Cox-2 dans la prolifération des cellules LNCaP-COX-2 et LNCaP-
Néo. Une diminution de la viabilité cellulaire dose dépendante par Diclofenac est observée dans
les deux cellules lignées cellulaires LNCaP-COX- 2 et LNCaP-Néo avec des concentrations
inhibitrice du Diclofenac de 50%(IC50) de 42.2 pM et 91.6 pM, respectivement.

Ces données suggérent que I’efficacité du Diclofenac puisse étre attribuée a I'expression de la
Cox-2(Figure 25 Annexe IV) (Inoue et al., 2013).

11.2.3.c. Ibuproféne

Les études épidémiologiques, cliniques, et au laboratoire ont suggéré que 1’Ibuprofene,
un médicament anti-inflammatoire non stéroidien généralement utilisée, inhibe la progression et
la prolifération de certaines tumeurs. Récemment, nous avons démontré ses effets anti-
prolifératifs sur des lignées MKN-45 (Bonelli et al., 2012).

o Effet antiprolifératif de ’Ibuproféne sur les lignées MKN-45

Cependant, les doses €levées d’Ibuprofene ont été exigées a afin d’obtenir ces effets
antiprolifératifs in vitro. La recherche actuelle a comparé les résultats de 1’effet antiprolifératif de
I’Tbuproféne libre et encapsulé dans des nanoparticules (NPs) de l'acide poly lactic-Co-
glycolique sur des cellules MKN-45. Des différences dans les profiles d'expression de géne aprés
le traitement par 1’Ibuproféne, Ibuprofénes utilisé a fortes doses a exercé ses actions
antiprolifératives a travers du cycle cellulaire et l'induction de I'apoptose. Donc, observé des
effets antiprolifératives de I’Ibuproféne sur les cellules MKN-45 (Bonelli et al., 2012).

o Effet d’ibuproféne sur les facteurs de croissance

Dans cette étude les différences entre 1’Ibuprofen et 1’ Indomethcine peuvent jaillir soit en
raison des différences dans leurs caractéristiques pharmacologiques dans le nouveau-né.
En dépit de leurs différences, La ol comme ont montré que I’Ibuproféene augmente
l'autorégulation rétinienne et choroide d'écoulement de sang dedans les nouveaux nés ont exposé
a I'hypertension et a I'hypotension.
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L'angiogénéseest la formation de nouveaux vaisseaux sanguins supportant la

croissance de tumeur. Elle est associée au plus grand risque d'invasion tumorale, de métastase
et de mortalité,

Le facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF), un régulateur principal de
l'angiogénese, stimule directement la proliférationet la migration de cellules endothéliales.
L'inhibition du VEGF constitue un traitement efficace de plusieurs types de cancers.
Beaucoup d'agents visant I’inhibition du VEGF ont été développés, mais la plupart ont
certains effets secondaires tels que I'hypertension, I’hémorragie, la perforation gastro-
intestinaleetc, lors d’utilisations a long terme. Le fonctionnement de Bevacizumab comme
anticorps monoclonal humanisé, qui a empéché la formation de nouveaux vaisseaux sanguins
en visant et en empéchant la fonction de VEGF.

La chimioprévention de I’angiogénése n’a pas pour but la destruction des cellules
tumorales, elle vise essentiellement les cellules endothéliales en empéchant leur division dont
le résultat est un état de quiescence vasculaire avec une involution des vaisseaux néoformés,
Plusieurs produits naturels ainsi que les AINS possédent un excellent potentiel d'inhibition
des processus d'angiogénese et de formation de métastases, puisqu'ils ont pour cible une
large gamme de récepteurs a activité tyrosine kinase. Bien que les mécanismes d'action
de ces molécules bioactives soient généralement mal connus

Enfin nous proposons la chimioprévention de ['angiogénése tumorale par la chimiothérapie
anti-inflammatoirecomme traitement adjuvant contre le développent et la progression du
cancer.
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