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Résumé

L’angiogenèse est le processus par lequel on assiste à la formation de

nouveaux vaisseaux sanguins à partir d’un lit vasculaire pré-existant. Elle

est retrouvée dans diverses situations physiologiques et pathologiques

notamment au cours du développement tumoral, d’où le grand intérêt

porté par les scientifiques à son égard.

Dans ce travail, on a opté pour l’essai sur aorte de rat pour étudier

certains aspects de l’angiogenèse et tester certaines molécules anti

angiogéniques à savoir: le 2 méthoxy-oestradiol, le paclitaxel et l’acide

rétinoïque libre et encapsulé. Ce qui nous a permis d’obtenir les résultats

suivants:

- la croissance vasculaire en fonction du temps suit une courbe avec

une croissance rapide au début et un plateau au-delà de la 3ème semaine,

- l’erreur relative due à l’expérimentateur varie de 1 à 3%.

- le 2 méthoxy-oestradiol permet une inhibition de 95% pour une

concentration de 2.106mo1/L et de 100% pour une concentration de

4.1 0mol/L.

- le paclitaxel a entraîné, une inhibition concentration dépendante de

la néoangiogénèse atteignant les 96 %:

- l’acide rétinoïque montre un effet antiangiogénique de l’ordre de

62% pour une concentration de 1 06mo1/L sans différence notable lors de

l’utilisation de concentrations plus importantes.

- les nanosphères donnent une meilleure inhibition que l’acide

rétinoïque libre dans la mesure ou elles sont accompagnées d’une dose de

charge.

Mots clés : Angiogenèse, test sur aorte de rat, anti-angiogenèse, 2-

méthoxy-oestradiol, pacl itaxel, acide rétinoïque.
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Summary

Angiogenesis, the process through which new blood vessels develop

from pre-existing vessels, is an integral part of both normal

developmental processes and numerous pathologies (inflammation, ocular

diseases, tumor growth and metastasis). The understanding that the

growth of tumor depends on the acquisition of a proportional blood

suppÏy has led to an extensive interest in studying angiogenesis and

antiangiogenesis.

In this work the rat aortic ring essay was used to study different aspects

of angiogenesis and test three antiangiogenic substances 2 Methoxy

estradiol, Paclitaxel and Retinoic acid (free and encapsulated).

The resuits show that:

- the vascular growth was rapid during the first two weeks and

become constant from the third week

- the relative error due to the manipulator was from one to three

percent

- the inhibition of vascular growth was of 95 % for 2.1 06mo1/L of

2 Methoxy-estradiol and 100% for a concentration of 4 1 06mo1/L

- the inhibition of vascular growth by Paclitaxel was dose

dependent

- with free Retinoic acid about 62% of inhibition was observed and

there were no differences with higher doses. Whereas encapsulated,

Retinoic Acid shows befter percentage of inhibition especially if it’s

supplemented with a loading dose.

Key word Angiogenesis, rat aortic ring assay, antiangiogenesis,

2 Methoxy-estradiol, Paclitaxel, Retinoic acid.
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I Introduction:

L’angiogenèse constitue le processus par lequel on assiste au développement

de nouveaux vaisseaux sanguins à partir d’un lit vasculaire préexistant. A l’état

normal, la vascularisation, en dehors de certaines situations physiologiques

telles que la cicatrisation, le cycle menstruel et l’embryogenèse, demeure à

l’état quiescent.

L’angiogenèse retrouvée chez l’adulte est donc souvent pathologique, elle

apparaît au cours des maladies chroniques comme le diabète, les rétinopathies,

le psoriasis et surtout au niveau des tumeurs. Les changements génétiques, les

facteurs de stress local incluant l’hypoxie, la déprivation glucosique ainsi que

le stress oxydatif sont à l’origine du déclenchement de l’angiogenèse qui est

nécessaire pour le développement tumoral.

L’étude de l’angiogenèse au cours de la croissance des tumeurs constitue un

secteur de recherche en pleine effervescence. Cet intérêt provient de résultats

importants, tant au niveau fondamental que clinique, montrant que la

progression tumorale est très étroitement liée au degré de néovascularisation

intratumorale. L’inhibition de cette néovascularisation par des composés

perturbant certaines étapes moléculaires et cellulaires associées au

développement des nouveaux vaisseaux est actctellement à l’étude dans

plusieurs essais clinfques, et pourrait permettre le développement de

traitements contrôlant la progression de métastases. C’est ainsi qu’ont été

développés des essais précliniques de substances anti-oncogéniques,

artificielles ou naturelles, et agissant à plusieurs niveaux : l’inhibition de

l’action des facteurs angiogéniques sur leurs récepteurs, l’inhibition du signal

angiogénique intracellulaire et l’altération de l’adhérence des cellules

endothéliales à la matrice extracellulaire.
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L’inhibition thérapeutique de langiogenèse a été proposée pour la première fois

en 1971 par Judah Folkman [1]. Plusieurs études ont démontré que la

croissance, l’invasion tissulaire et la métastatisation des cancers dépendent

toutes de la capacité des cellules tumorales à développer un réseau vasculaire.

Une tumeur peut en fait atteindre une taille de I mm3 sans atteinte ischémique

majeure [2]. Le développement d’un cancer suit plusieurs étapes distinctes : la

cellule tumorale accumule au cours du temps plusieurs mutations génétiques

qui lui permettent d’échapper à l’apoptose et de se répliquer anarchiquement

{3J. JJhypoxie est impliquée dans la sélection des cellules tumorales suivant

trois mécanismes : (1) la présence de mutation de p53, (2) de cassures

chromosomiques aux sites fragiles et (3) de la transcription de VEGf [4J.

L’équilibre entre les facteurs angiogéniques et anti-angiogéniques est perturbé

en faveur de l’angiogenèse [5] chez le patient cancéreux.

Cette approche pour le traitement du cancer présente plusieurs avantages par

rapport aux traitements conventionnels qui agissent contre la cellule tumorale,

à savoir [6]:

- Un agent toxique pour les cellules endothéliales arrive facilement à sa

cible par administration systémique. En revanche, un agent dirigé contre une

tumeur doit d’abord diffuser de longues distances et vaincre la pression

interstitielle élevée typique des tumeurs solides [7].

- Les cellules endothéliales activées expriment des intégrines spécifiques

qui peuvent être utilisés comme marqueurs angiogéniques [7] et pourraient

servir de site de ciblage thérapeutique.

- La cellule endothéliale est un type cellulaire non-malin, avec un

génotype stable. Il est peu probable qu’elle acquière une résistance

médicamenteuse par mutation ou évolution clonale [8].

- L’inhibition de l’angiogenèse ne demande pas une destruction totale des

vaisseaux. Une discontinuité dans l’alignement endothélial provoque la

formation d’un thrombus occlusif, qui bloque le flux sanguin vers la tumeur.
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Il a été estimé qu’une cellule endothéliale détruite induit la mort cellulaire

d’environ 100 cellules tumorales [7].

- L’angiogenèse est un processus dont l’inhibition ne semble pas avoir

d’effets secondaires trop dévastateurs chez les patients adultes [81.

Le processus angiogénique est étroitement contrôlé par un nombre important

de facteurs proangiogéniques et antiangiogéniques.

Plusieurs modèles in vivo et in vitro ont été développés dans le but de tester les

agonistes et antagonistes angiogéniques et d’étudier les mécanismes

moléculaires et cellulaires de l’angiogenèse.

L’essai sur aorte de rat, développé initialement par Nicosia et Oftinetti [9]

constitue un pont entre les modèles in vivo et ceux in vitro. Dans ce système,

les anneaux d’aorte de rat cultivés dans une matrice de collagène donnent lieu

à un réseau vasculaire bien développé. L’utilisation d’implant vasculaire intact

permet une reproduction plus exacte du microenvironnement dans lequel se

produit l’angiogenèse que lorsqu’il s’agit d’étude faite sur des cellules

endothéliales isolées. C’est pourquoi on a choisi ce modèle pour étudier

l’angiogenèse et tester des produits anti-angiogéniques suivants:

- le 2 méthoxy-œstradiol testé en tant que produit référence pour vérifier

que la méthode permet l’étude des produits anti-angiogéniques

- le paclitaxel

- et l’acide rétinoïque libre et encapsulé.

1.1 Angiogenèse : phénomène biologique:

L’angiogenèse est le processus par lequel de nouveaux capillaires sanguins sont

produits par sprouting à partir de vaisseaux pré-existants, de précurseurs

endothéliaux pendant la vie embryonnaire et postnatale [10, 11].

À l’inverse, la vasculogenèse est la formation de vaisseaux sanguins dans le

mésoderme embryonnaire à partir de précurseurs non-endothéliaux; elle est
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très étudiée dans le sac vitellin du poulet. En effet, les cellules

mésenchymateuses (hémangioblastes) forment des îlots sanguins (agrégats

cellulaires) qui vont donner les cellules endothéliales et les cellules sanguines

[11, 12].

1.1.1 Rappel histologique:

Histologiquement; les capillaires matures ont une paroi constituée de 3

couches:

- Endothélium, monocouche de cellules d’origine mésodermique qui

tapisse l’intégralité de l’appareil cardiovasculaire dont les ramifications

capillaires les plus fines sont constituées de la seule cellule endothéliale.

- Une couche de cellules appelées péricytes, entourées partiellement par

Ï’ endothélium

- Une membrane basale contenant les cellules endothéliales et les

péricytes.

Cellules eridothéh ales

Lumière

Péri cytes Membrane basale

Figure 1 . Schéma d’un vaisseau sanguin
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1.1.2 L’angiogenèse proprement dite:

L’angiogenèse a lieu suite à une stimulation par les facteurs de croissance

vasculaire qui vont se lier à leurs récepteurs au niveau des cellules

endothél iales.

Les cellules endothéliales ainsi stimulées vont secréter des protéases ayant

pour rôle de lyser localement la membrane basale entourant les vaisseaux.

Les jonctions entre les cellules endothéliales ainsi altérées, les cellules

endothéliales commencent à migrer et passent à travers l’espace créé par la

lyse de la membrane basale en direction de la source de stimulation [13].

Outre la multiplication des cellules endothéliales, d’autres phénomènes

indépendants interviennent pour créer la néo-vascularisation. Ainsi, la

migration des cellules endothéliales paraît indépendante du pouvoir de

multiplication des cellules endothéliales.

Figure 2 . Début de la migration des cellules endothéliales
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La forme des cellules endothéliales influence aussi leur prolifération

l’élongation des cellules, en réponse à un stimulus chimiotactique, provoque

l’apparition de mitoses. Quand la taille des cellules est réduite (par leur

multiplication et leur juxtaposition), le b-FGf devient un facteur de

différentiation cellulaire, et perd son pouvoir mitogène.

Les interactions cellulaires au niveau de l’endothélium sont très nombreuses.

Les péricytes régulent négativement la prolifération endothéliale.

Donc, on peut dire que la croissance vasculaire ainsi que le maintien de son

développement dépendent de divers processus:

- la stimulation de la croissance (facteurs de croissance vasculaire) doit

être maintenue

- les cellules endothéliales doivent secréter des protéases nécessaires

pour la lyse de la membrane basale

- les cellules doivent être capables de se déplacer, de migrer ainsi que la

division des cellules doit être possible afin d’assurer le nombre nécessaire de

cellules [13, 14].

MiQratiori
L-IVIDIOfldes cellules

des cellulesendothe1jaIe endothéliales

•44; .
À

1

Figure 3 . Angiogenèse proprement dite.
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1.1.3 Les médiateurs de l’angiogenèse:

L’angiogenèse est contrôlée par un équilibre subtil entre les facteurs

activateurs et les facteurs inhibiteurs de l’angiogenèse.

1.1.3.1 Médiateurs positifs

1.1.3.1.1 VEGF:

La famille des VEGfs comprend cinq membres, VEGF-A à D et Placental GF,

qui interagissent avec trois récepteurs, VEGfR- 1 à 3.

Le VEGF-A a quatre actions principales sur les cellules endothéliales:

1.11 augmente la perméabilité vasculaire (environ 50000 fois plus que

l’histamine).

2.11 est mitogène.

3.11 induit l’angiogenèse sur plusieurs modèles in vitro et in vivo.

4.11 induit l’expression de deux systèmes de protéases : le système

activateur du plasminogène/plasmine (uPA, tPA, uPAR et PAl- 1) et

celui des métalloprotéinases de la matrice.

Il existe quatre isoformes de VEGF-A, dont la principale, le VEGF165, se lie à

l’héparine.

L’expression de VEGf est modulée par plusieurs facteurs:

- la pression partielle d’oxygène, notamment via un site de liaison dans

le gène VEGF pour HIF- 1 (hypoxia inducibtefactor),

- des cytokines et des facteurs de croissance, dont TGF-b, IGf- 1, IL-l,

IL-6, PGE2, NO,

- la transformation cellulaire : des formes mutées de p53 et de ras

peuvent augmenter la transcription de VEGF. L’expression de VEGfR-l et

VEGFR-2 est également régulée par l’hypoxie [15, 161.
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Récepteurs à VEGF:

Les récepteurs à VEGF sont des récepteurs transmembranaires à activité

tyrosine-kinase, c’est-à-dire qu’ ils s’ autophosphorylent pendant l’interaction

avec le VEGf et traduisent ainsi le signal. Ces récepteurs possèdent 7

domaines extracellulaires (dont la structure est proche de celle des

immunoglobulines) contenant le site de liaison du ligand, une courte séquence

intramembranaire et une région intracellulaire comprenant un domaine

tyrosine-kinase (certains récepteurs de type 1 peuvent être solubles).

La liaison du VEGF à son récepteur entraîne une dimérisation puis une

oligomérisation du récepteur; ce qui active la tyrosine kinase donnant ainsi

une auto et transphosphorylation des résidus tyrosine spécifiques du domaine

cytoplasmique. Ceci démasque des sites de liaison de haute affinité pour des

protéines contenant des domaines d’homologie à Src (domaines SH2) [17].

D’une manière générale, on distingue 3 types de récepteurs

- le type 1 (fiti (Fms like tyrosine kinase-1)) joue un rôle

préférentiellement dans la migration

- le type 2 (flk (fetal liver kinase 1), KDR) intervient surtout dans la

prolifération

- le type 3 est encore mal connu

Une invalidation du récepteur type 2 chez la souris (non viable) conduit à une

absence totale de vaisseaux tandis que la suppression de l’expression des

récepteurs de type 1 mène à une désorganisation de l’endothélium.

Il existe aussi deux récepteurs dépourvus d’activité tyrosine kinase présents sur

les cellules endothéliales et les cellules neuronales, les neuropillines 1 et 2.
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1.1.3.1.2 b-FGF:

FGF: la famille des facteurs de croissance des fibroblastes. C’est une grande

famille (18 membres). On leurs attribue la fonction de cofacteur avec le VEGf

dans la régulation de l’angiogenèse. Ces deux facteurs in vitro sont

synergiques, c’est-à-dire que leur activité est augmentée quand ils sont

ensembles. Les FGf agissent sur des récepteurs de type Tyrosine Kinase. C’est

le récepteur de type 1 qui est la cible essentielle dans la cellule endothéliale.

Les FGf sont des facteurs redondants, c’est-à-dire qu’un facteur peut prendre

la place d’un autre, c’est pourquoi les expériences de KO de gène n’ont rien

donné. Le fGf est impliqué dans l’artériogenèse du coeur et des extrémités. Ce

fGF provient très probablement des monocytes [18, 191.

1.1.3.1.3 Angïopoïétines 1 et 2:

Ces facteurs n’interviennent pas directement dans la formation des vaisseaux.

Ils régulent la capacité de la cellule endothéliale d’interagir avec les cellules

accessoires (péricytes et CML). L’angiopoïétine 1 se fixe sur le récepteur Tie2

à tyrosine kinase ce qui induit le signal de recrutement des cellules accessoires.

L’angiopoïétine 2 bloque ce signal, ce qui forme une balance permettant la

stabilisation du vaisseau. Ainsi, les vaisseaux stables ne sont plus dépendants

du VEGf, contrairement aux vaisseaux immatures. L’angiopoïétine régule

donc la sensibilité des vaisseaux aux facteurs de survie [18, 19].

1.1.3.1.4 HIFa (Hypoxy Inducing factor,):

Le facteur HIFŒ est, en présence d’une quantité suffisante d’02, hydroxylé sur

une proline. Cette proline hydroxylée peut ensuite être reconnue par la protéine

VHL (von Hippel-Lindeau). Ce complexe recrute d’autres protéines, ce qui lui
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permet d’être reconnu et dégradé par un protéasome. La présence d’une

quantité suffisante dO2, en permettant l’hydroxylation de HIFŒ, permet donc

de maintenir un taux de HIFa faible. Or HIfŒ est un facteur de transcription de

VEGf, d’où le rôle de l’O2 dans la régulation de l’angiogenèse. En situation

d’hypoxie, l’FIIFa n’est pas dégradé et une quantité importante de VEGf est

ainsi synthétisée [1$].

1.1.3.1.5 L ‘héparine:

L’héparine et le sulfate d’héparine constituent des éléments régulateurs

majeurs de l’angiogénèse. Ainsi, vis-à-vis des facteurs de croissance

fibroblastiques, l’héparine potentialise l’effet mitogénique du fGf acide. Elle

stabilise et protège les facteurs fGf de l’inactivation, et fonctionne comme un

récepteur de faible affinité qui séquestre le facteur bfGF et facilite son

interaction avec les récepteurs cellulaires de haute affinité.

Du fait de leur séquestration, en grande abondance, dans l’espace péri-

cellulaire, par l’héparine et les autres protéoglycanes, les facteurs FGF sont le

plus souvent inactifs. Ils sont relargués et activés, grâce à des héparinases,

après un traumatisme local minime, une irradiation, une inflammation, un choc

thermique ou une nécrose tumorale, et entraînent la prolifération des cellules

endothéliales et fibroblastiques nécessaires pour la réparation, la cicatrisation

ou la poursuite de la prolifération tumorale.

Les cellules inflammatoires et les cellules tumorales possèdent des héparinases

qui entraînent la migration cellulaire, l’invasion et la réaction vasculaire.

D’autres héparinases peuvent agir: thrombine, plasmine [20].

1.1.3.2 Inhibiteurs de l’angiogenèse:

Dans des conditions physiologiques normales, de très nombreux facteurs

négatifs ne permettent l’expression des facteurs angiogéniques que dans des
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situations particulières (embiyogenèse, inflammation, cicatrisation,

menstruation).

1.1.3.2.1 L’ angiostatine:

L’angiostatine est la première molécule isolée comme inhibiteur potentiel de

l’angiogenèse tumorale. Il s’agit d’un produit de dégradation du plasminogène.

L’angiostatine est un inhibiteur endothélial spécifique non seulement de la

prolifération cellulaire mais également de la migration endothéliale [211.

1.1.3.2.2 L ‘endostatine:

L’endostatine est un fragment de dégradation du collagène XVIII. C’est un

inhibiteur endothélial spécifique très puissant qui inhibe la prolifération des

cellules endothéliales microvasculaires. L’endostatine inhibe la croissance de

la tumeur primaire ainsi que l’établissement et la croissance des métastases.

L’angiostatine et l’endostatine agissent de façon synergique et entraînent la

régression complète de la tumeur, sans rechute après l’arrêt du traitement [22,

23].

1.1.3.2.3 Les autres facteurs anti- angiogéniques natureÏs.

La thrombospondine est un inhibiteur de la prolifération cellulaire

endothéliale, de la mobilité et de la morphogénèse. Les interférons (a, I et )

peuvent inhiber la migration des cellules endothéliales capillaires, une étape

critique de l’angiogénèse.
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Les inhibiteurs des métalloprotéinases matricielles inhibent l’angiogenèse et

ainsi la croissance tumorale et l’invasion. Les métalloprotéinases matricielles,

en dégradant la matrice extracellulaire, jouent un rôle important dans la

progression tumorale [24].

1.2 Angiogenèse pathologique:

Dans des conditions physiologiques normales, cette néovascularisation est

finement contrôlée et joue un rôle fondamental dans les fonctions

reproductrices (régénération de l’utérus, formation du corps jaune (corpus

tuteum) et du placenta), la réparation tissulaire lors de blessures et d’ischémies

cardiaque et périphérique, ainsi que dans le développement embryonnaire [51.
L’angiogenèse peut cependant devenir pathologique lorsque la croissance des

nouveaux capillaires devient incontrôlée.

1.2.1 Angiogenèse et tumeur:

L’étude de l’angiogenèse au cours de la croissance des tumeurs constitue un

secteur de recherche en pleine effervescence. Cet intérêt provient de résultats

importants, tant au niveau fondamental que clinique, montrant que la

progression tumorale est très étroitement liée au degré de néovascularisation

intratumorale [25].

En effet, la perturbation de l’équilibre existant in vivo entre les niveaux

d’activateurs et d’inhibiteurs endogènes de l’angiogenèse entraînerait la

conversion au phénotype angiogénique. Les mécanismes responsables de ce

dérèglement demeurent encore largement incompris, mais la perturbation de

l’équilibre en faveur d’une stimulation doit faire intervenir, soit une production

accrue de composés angiogéniques, soit une baisse marquée des niveaux

d’inhibiteurs, leurs demi-vie dans la circulation étant beaucoup plus longues
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que celles des activateurs (2-3 jours pour l’angiostatine comparés à 3 minutes

pour le VEGF et 30 minutes pour le bFGf) [201.

Ainsi, dans les tumeurs, les cellules cancéreuses voient leur production de

facteurs angiogéniques (VEGf, bfGF) augmenter spectaculairement, soit à la

suite d’une stimulation par les conditions hypoxiques, soit encore par

l’activation de certains oncogènes; on observe alors une baisse concomitante

de la production d’inhibiteurs de l’angiogenèse comme la thrombospondine,

l’angiostatine ... Il en résulte une néovascularisation intensive qui permet à la

tumeur de croître dans le tissu hôte et, éventuellement, de coloniser des sites

secondaires.

Angiogenèse tumorale versus angiogenèse embryonnaire:

Durant le développement embryonnaire, le VEGF conduit à la différenciation

et à la prolifération endothéliale à partir de ses précurseurs (l’hémangioblaste

et l’angiobÏaste), et forme ainsi un plexus vasculaire primitif peu différencié

(étape vasculo-génétique). L’angiopoïétine-l (ang-1) induit le remodelage du

plexus vasculaire pour conduire à un système vasculaire hiérarchiquement

structuré et mature par division des cellules endothéliales, élagage sélectif et

par le recrutement des péricytes (angiogenèse). Durant l’angiogenèse tumorale,

l’angiopoïétine-2 (ang-2) déstabilise la paroi des vaisseaux sanguins matures.

Ceci permet aux cellules endothéliales quiescentes de proliférer et de migrer en

réponse au VEGF ou à d’autres facteurs angiogéniques pour former de

nouveaux vaisseaux. Des progéniteurs des cellules endothéliales, dérivés de la

moelle osseuse, peuvent être trouvés dans le sang périphérique et aux sites de

l’angiogenèse [26].
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Figure 4 Formation de vaisseaux sanguins chez l’embryon et

angiogenèse tumorale J26J

Rôle de l’angiogenèse dans la progression tumorale: données

expérimentales :

Plusieurs études indépendantes ont suggéré, par des voies directes ou indirectes

que l’angiogenèse est étroitement liée à la progression tumorale.

Cellules endothéiaIes
progénitrices

VEGF
Prolifération et Ang-2

bourgeonnements
des cellules f
endothéllales

Angiogenèse

VEGF
Ang-1

de la paroi
vasculaIre

Vaisseau
qulescent



16

a- Preuves indirectes:

- La croissance de tumeurs dans des organes isolés où les vaisseaux

sanguins ne grandissent pas est limitée à 1-2 mm3 mais augmente rapidement à

1-2 cm3 après vascularisation.

- Des tumeurs avasculaires suspendues dans l’humeur aqueuse de l’oeil,

dans la cornée, ou dans des chambres transparentes sous-cutanées chez la

souris sont limitées à 1 mm3 mais ce volume augmente de plusieurs fois à la

suite d’une induction de la vascularisation.

- Des métastases de rétinoblastomes présentes dans l’humeur aqueuse

demeurent avasculaires et ne croissent pas.

- L’intensité du marquage à la thymidine tritiée des cellules tumorales

est corrélée à celle des cellules vasculaires présentes dans la tumeur.

- L’implantation de tumeurs sur la membrane chorio-allantoïde de

l’embryon de poulet a montré que la croissance tumorale est induite par la

vascularisation de l’embryon. La réduction de cette vascularisation

embryonnaire, observée avec l’âge, est directement corrélée à un

ralentissement de la croissance tumorale.

- Les tumeurs de taille supérieure à 1 mm3 sont toujours vascularisées

(tumeurs hépatiques de lapin).

- Le carcinome ovarien produit des petites métastases avasculaires au

niveau de la membrane péritonéale qui demeurent bénignes si elles ne sont pas

vascularisées.

- L’apparition de la néovascularisation dans les mélanomes humains est

associée à leur croissance et à la formation de métastases.

- Chez une souris transgénique développant des carcinomes

pancréatiques, la néovascularisation est cruciale pour la transition de

l’hyperplasie à la néoplasie.
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- La transplantation sous-cutanée d’une tumeur chez la souris provoque

une accélération de la croissance tumorale associée à une augmentation

importante des vaisseaux sanguins.

- L’apparition du phénotype angiogénique durant la tumorigenèse des

fibrosarcomes est associée à la sécrétion d’un facteur de croissance des cellules

endothéliales (bFGF) [27].

b- Preuves directes:

- Un inhibiteur spécifique de l’angiogenèse (AGM 1470) inhibe la

croissance tumorale in vivo.

- Des anticorps monoclonaux neutralisant des mitogènes inducteurs de

l’angiogenèse, comme le bFGF, le VEGF et l’endogline induisent des

rémissions de tumeurs.

- Un anticorps monoclonal dirigé contre l’intégrine av133, protéine

impliquée dans la migration cellulaire, bloque l’angiogenèse et la croissance

tumorale.

- Un mutant négatif de la protéine Flk- 1, un récepteur du VEGF, inhibe

la croissance de glioblastomes.

- Une protéine sécrétée par une tumeur primaire, l’angiostatine, inhibe la

formation de métastases chez la souris [271.

• Lymphangiogenèse tumorale:

“En plus des vaisseaux sanguins, le stroma tumoral contient également des

vaisseaux lymphatiques. Les cellules tumorales peuvent utiliser ces vaisseaux

lymphatiques comme route préférentielle pour la métastatisation des ganglions

lymphatiques. Celle hypothèse a récemment été confirmée par des travaux

démontrant que la métastatisation au niveau des ganglions lymphatiques dans

des modèles de cancer chez la souris était favorisée après stimulation de la

lymphangiogenèse aux sites des tumeurs. Le rôle supposé de la
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lymphoangiogenèse, comme facteur favorisant la métastase des ganglions

lymphatiques dans les cancers humains, est suggéré par l’observation que bien

des tumeurs expriment des facteurs lymphangiogéniques (par exemple le

VEGf-C). L’importance clinique de la lymphangiogenèse comme facteur

favorisant la métastatisation des ganglions lymphatiques dans les cancers

humains n’est cependant pas connue pour le moment” [26].

1.2.2 Autres pathologies:

Quand la croissance des nouveaux capillaires est incontrôlée, il s’agit

d’angiogenèse pathologiques. Ainsi une néovascularisation excessive peut

concourir à la progression de diverses maladies comme les rétinopathies, les

hémangiomes infantiles, l’arthrite rhurnatoïde, le psoriasis, les ulcères

duodénaux.

1.3 Les méthodes d’études:

1.3.1 Les tests in vitro

1.3.1.1 Les tests sur cultures cellulaires

La formation de nouveaux vaisseaux est la résultante de plusieurs processus

simultanés dégradation protéolytique de la matrice sous endothéliale

vasculaire, migration et prolifération des cellules endothéliales puis

constitution d’une lumière vasculaire. Ces différentes étapes, à savoir la

prolifération, la migration et la formation de tube, constituent autant de cibles

potentielles d’intervention qui permettent de moduler l’angiogenèse et donc

peuvent être utilisées pour son étude [28].
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1.3.1.1.1 Test deproÏfération cellulaire:

Il existe plusieurs techniques bien établies permettant la mesure de la

prolifération cellulaire. La plus fréquemment utilisée est celle qui mesure le

taux d’incorporation de thymidine. Elle a permis de mettre en évidence

plusieurs problèmes limitant la validation de l’étude de l’angiogenèse in vitro.

En effet, il existe un problème subtil mais très important. Les cellules

endothéliales utilisées pour tester l’activité antiangiogénique proviennent de

deux sources principales, à savoir l’aorte bovine et la veine ombilicale

humaine. Cependant, toutes les cellules endothéliales ne sont pas identiques.

Comme l’indique la littérature, il y a non seulement des différences entre les

cellules issues de vaisseaux de grand calibre et celles issues de microvaisseaux,

mais aussi entre les vaisseaux de différentes espèces. En effet, les cellules

endothéliales d’origine humaine se lient à l’agglutinine Ulex europeus alors

que les cellules d’origine murine et porcine ne réagissent pas.

De plus, ce qui est probablement le détail le plus important, les cellules

endothéliales utilisées sont dans un état prolifératif et donc différent des

cellules endothéliales de la vascularisation humaine qui sont à l’état quiescent.

Par ailleurs, il est bien connu que les cellules cultivées in vitro peuvent aussi

bien gagner ou perdre certaines de leurs propriétés connues in vivo, et il est

généralement difficile d’utiliser des cellules endothéliales primaires pour

l’étude de l’angiogenèse [6, 29-31].

1.3.1.1.2 Test de migration cellulaire:

Plusieurs tests peuvent être utilisés pour déterminer la migration des cellules

endothéliales en réponse à des inducteurs ou des inhibiteurs angiogéniques

[32].

La plus fréquemment utilisée est la chambre chimiotactique «blind-well ». Il

s’agit d’une chambre de Boyden modifiée comme celle utilisée pour la



20

migration neutrophile classique. Dans ce cas, les cellules endothéliales sont

placées sur la partie supérieure d’un filtre perméable aux cellules permettant

ainsi leur migration en réponse au produit à tester qui est placé sous le filtre.

La méthode de mesure la plus précise nécessite une énumération des cellules

après séparation des celles qui ont été retenues de celles qui ont migré à travers

le filtre. Ce système se prête au test des gradients de concentrations qui peut

refléter les conditions présentes in vivo.

Cependant, les cellules endothéliales des microvaisseaux sont délicates. De

plus, l’énumération des cellules qui ont migré est fastidieuse, et les efforts pour

adapter la chambre de migration à des plaques de 96 puits ont eu un résultat

mitigé.

Certains laboratoires ont développé un test de migration cellulaire

bidimensionnel dans des plaques de 96 puits qui mesure et quantifie la mobilité

cellulaire [33]. Comme le montre la figure 5, une monocouche de ltm de

perles (beads) est déposée au fond des puits. Les cellules endothéliales (100

cellules/puits) sont par la suite placées avec le produit à tester et le milieu de

culture. Le mouvement des cellules est quantifié 24h après la mise en culture,

et le test se prête à une quantification automatisée [34] [32].

La technique est très utile pour tester aussi bien des inhibiteurs telle que

l’endostatine ou le TNP 470 que des inducteurs comme le FGF-2 ou le VEGF.

Compte tenu de sa simplicité, cette méthode permet l’utilisation de différents

types de cellules endothéliales et non endothéliales afin de contrôler la

spécificité des réponses observées [35].
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34]

La photo A de la figure montre des cellules Eoma à faible concentration dans

du sérum bovin foetal (10 ml/l) 24h après la mise en culture alors que la photo

B montre une culture des mêmes cellules dans du sérum à 50 ml/l. Ce qui

montre qu’une concentration plus importante de sérum permet une meilleure

migration des cellules Eoma.

1.3.1.1.3 La formation tubulaire (Fig n°6):

Un des tests les plus spécifiques pour l’étude de l’angiogenèse est celui

mesurant l’aptitude des cellules endothéliales à former des structures

tridimensionnelles (formation tubulaire). Les cellules endothéliales, quelle que

soit leur origine, semblent être capables de former spontanément des tubules

[36].

Figure 5: Test de migration cellulaire (traçage phagocinétique )128,
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La formation tubulaire peut être stimulée par l’utilisation de caillot de

collagène ou de fibrine pour couvrir les plaques de culture. Dans ces

conditions, la formation tubulaire reflète fidèlement la situation in vivo, et la

formation de jonctions étroites peut être confirmée par microscopie

électronique. Avec la découverte du fait que le matrigel permet une formation

tubulaire dans les 24h suivant la mise en culture; ce test constitue une avancée

des techniques permettant de mesurer l’angiogenèse. Cependant, les cellules

d’origine non endothéliales, comme les fibroblastes, peuvent réagir avec le

matrigel. Il est aussi indispensable de vérifier la concentration en protéines du

matrigel utilisé, vu que la stimulation de la formation tubulaire n’est pas

retrouvée avec toutes les préparations commerciales du matrigel [34].

figure 6: Formation tubulaire à partir des cellules endothéliales de

myocarde murin dans du matrigel 24h après la mise en culture [37]
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1.3.1.2 Les tests sur cultures d’organes

1.3.1.2.1 Test sur anneau d’aorte de rat:

La reconnaissance que l’angiogenèse in vivo implique non seulement les

cellules endothéliales mais aussi les cellules environnantes a orienté l’étude de

l’angiogenèse vers les méthodes de culture d’organe.

Le test sur anneau d’aorte de rat (fig n° 7) est la technique la plus utilisée [9]. Il

consiste à découper l’aorte abdominale de rat en anneaux de 1 millimètre

d’épaisseur qui sont mis en culture dans une matrice contenant un milieu tel

que le matrigel. Sept à quatorze jours après, la croissance de nouveaux

vaisseaux est étudiée permettant de déterminer à quel point elle est affectée par

l’ajout de substances inhibitrices ou inductrices.

Celle quantification est complétée par la mesure de longueur et de la densité

des extensions vasculaires à partir de l’anneau [38].

L- B

Figure 7: Croissance vasculaire à partir d’anneau d’aorte de rat [28J.

L’utilisation de marqueurs spécifiques de l’endothélium, comme la BSL-I

fluorescéine marquée, permet une quantification par comptage de pixel [2$].

Antérieurement, les conditions de culture nécessitaient un milieu complexe et

le monitorage de la croissance durait au minimum une semaine, mais les
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modifications récentes ont permis l’utilisation d’un milieu de culture bien

défini et de raccourcir la durée de culture.

Ce test in vitro est considéré comme celui qui reflète le mieux la situation in

vivo, non seulement parce qu’elle implique les cellules non endothéliales

environnantes mais aussi parce que les cellules endothéliales utilisées ne sont

pas présélectionnées et ne sont pas dans un état prolifératif au moment de la

mise en culture. Cependant l’angiogenèse est un événement principalement

micro-vasculaire, et donc l’aorte ne représente pas le meilleur choix [28].

1.3.1.2.2 Test sur aorte de poulet:

Ce test constitue une modification majeure du test sur anneau d’aorte de rat.

Développé initialement dans le but spécifique de tester la thalidomide, connue

pour avoir une action limitée chez les rongeurs et des effets plus importants

chez les embryons de poulets, le test évite l’utilisation des animaux de

laboratoire; II est rapide avec un temps d’expérience de 1 à 3 jours et peut être

pratiqué dans un milieu de culture sans sérum [39].

La crosse d’aorte est prélevée à partir d’embryon de poulet de 12 à 14 jours,

l’aorte sera par la suite découpée en anneaux qui seront placés dans du

matrigel. La croissance des cellules avec apparition de structures vasculaires

survient dans les 48 heures qui suivent la mise en culture.

Des facteurs inducteurs ou inhibiteurs de croissance vasculaire peuvent être

ajoutés au milieu de culture, où leurs effets peuvent être facilement mesurés.

Comme pour les anneaux d’aorte de rat, la quantification de la croissance des

cellules endothéliales peut être complétée par l’utilisation de lectines marquées

à la fluorescéine comme BSL-I ou BSL-B4 ou par l’utilisation d’anticorps

marqués.

Les techniques d’imagerie standard sont utiles pour compter les cellules

endothéliales ainsi que pour délimiter la surface de croissance vasculaire.



25

Contrairement à l’aorte adulte, les cellules endothéliales d’aorte d’embryon

partagent plusieurs propriétés avec celles des cellules endothéliales des

microvaisseaux. Cependant, elles sont prélevées à partir d’embryons en

croissance et donc vont subir la division cellulaire avant la mise en culture et

l’exposition aux médiateurs angiogéniques {39J.

1.3.2 Les tests in vivo:

Il semblerait que l’évaluation des facteurs influençant l’angiogenèse est

meilleure dans les tests pratiqués in vivo. Un des premiers tests in vivo

implique la préparation de chambres de diffusion faites de filtres millipores,

ainsi que les techniques conçues de façon à permettre le monitorage visuel de

la progression des néovascularisations de tumeurs greffées.

Les observations histologiques fournissent des informations très détaillées

concernant l’angiogenèse in vivo. Ces informations peuvent être quantifiées

par l’utilisation de techniques de monitorage du flux sanguin par Doppler ou

approches radiologiques [40].

Plusieurs techniques ont été développées pour étudier l’angiogenèse in vivo, à

savoir le test sur membrane chono-allantoïque de poulet, le test sur bouchon de

matrigel ainsi qu’un groupe de tests utilisant des implants d’éponges contenant

des cellules ou des substances à tester.

1.3.2.1 Test sur embryon de poulet:

Le test original sur membrane chorio-allantoïque (CAM) de poulet a été décrit

par les embryologistes il y a déjà une cinquantaine années et il a longtemps

constitué la technique de base pour l’étude des organes en cours de

développement.
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L’expérience originale consistait à découvrir la CAM d’embryon de poulet de

7 à 9 jours en faisant une ouverture dans la coquille, sur laquelle les greffons

de tissus ou d’organes étaient placés directement. La fenêtre était scellée et

l’oeuf re-incubé.

Après un temps d’incubation approprié, les greffons étaient récupérés afin de

pouvoir mesurer leurs croissances et leurs néo-vascularisations.

Initialement, l’évaluation de la réaction angiogénique est limitée à un

classement en stades allant de O à 4. Plus récemment, les techniques de

traitement d’images permettant par exemple le comptage des points de

bifurcation des vaisseaux dans une surface bien déterminée, ont contribué à

améliorer la quantification de ce test [41].

Une modification de celle méthode in ovo, consiste à transférer le contenu de

l’oeuf dans une boîte de pétri après 72 heures d’incubation (culture d’embryon

entier) (fig n°8 photo A) [28]. Même si techniquement, ce test peut être

considéré comme une méthode in vitro, il s’agit d’une technique pratiquée

entièrement chez l’animal et donc in vivo.

La photo A représente un embryon de poulet placé dans une boîte de pétri

après 72h d’incubation, la photo B représente un embryon de poulet après une

semaine de croissance.

figure 8: Test sur membrane chorio-aÏÏantokjue 1421
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Après 3 à 6 jours additionnels d’incubation durant lesquels la CAM se

développe, les greffons peuvent être placés plus facilement que lorsque le test

est pratiqué dans l’oeuf et ils sont suivis durant toute la durée de leur

développement.

Les substances à tester sont déposées directement sur la CAM ou sous le

couvercle de la boîte de pétri. Les inhibiteurs peuvent être évalués en étudiant

leurs effets sur le développement normal de la vascularisation de la CAM ou

également sur l’angiogenèse induite par des facteurs de croissance tel le bFGF

(fig n° 9) [41].

figure 9 effet du bfGFplacé sous te couvercle de la boîte de pétri

(photo de gauche à Oh, photo de droite à 72h) [41J

Cette technique présente plusieurs avantages:

- Disponibilité du matériel expérimental

- Possibilité de pratiquer plusieurs tests sur une même membrane et de

surveiller la réaction angiogénique tout au long de l’expérience.

Cependant, le test est pratiqué sur des cellules de poulet ce qui limite fortement

son utilité ; de plus, la CAM elle-même subit aussi bien des changements

rapides sur le plan morphologique qu’en terme de changements graduels dans
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le taux de prolifération des cellules endothéliales au cours du développement

embryonnaire.

L3.2.2 Test sur cornée:

Ce test est toujours considéré comme l’un des meilleurs tests in vivo. Puisque

la cornée est normalement avasculaire, chaque vaisseau observé suite à une

stimulation angiogénique ne peut être qu’un nouveau vaisseau.

La technique a été initialement développée sur des yeux de lapins, elle a par la

suite été adaptée à la cornée de souris, animal le plus fréquemment utilisé en

expérimentation [43, 44].

En résumé, la technique consiste à faire une poche dans la rétine de l’animal.

Quand les tissus ou tumeurs tests sont introduites dans cette poche, on assiste à

une croissance de nouveaux vaisseaux à partir de la vascularisation limbale

périphérique.

Les substances inhibitrices à tester peuvent être administrées par voie orale ou

systémique (par injection bolus ou implant de pompe osmotique) [45, 46).

La réponse vasculaire sera évaluée par observation directe tout au long de

l’expérience. Ceci nécessite une lampe «slit» pour le lapin mais seulement

une stéréo-microscopie pour la souris. La visualisation définitive de la

vascularisation de la cornée de souris sera complétée par l’injection d’encre

d’inde. Plus récemment, l’utilisation de dextran de haut poids moléculaire

marqué avec un fluorochrome est devenue une méthode de choix. Les

méthodes de quantification incluent la mesure de surface de pénétration

vasculaire, la progression des vaisseaux vers le stimulus angiogénique, ou, en

cas d’utilisation de fluorescence, un comptage de pixels (fig n°10) [47].
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[47J

L’étude de Ï’angiogenèse sur la cornée présente plusieurs avantages:

- Possibilité d’évaluer la progression de l’angiogenèse

- Absence de vascularisation préexistante dans la cornée

- Possibilité de faire les expériences sur les souris.

Cependant, étant donnée la délicatesse de la procédure chirurgicale, peu de

greffes peuvent être pratiquées en une seule expérience. De plus, l’espace

disponible pour introduire les produits à tester est limitant, la réaction

inflammatoire est difficile à éviter et le site, bien qu’idéal pour la visualisation,

est atypique précisément parce que la cornée est avasculaire.

1.3.2.3 Test sur bouchon de matrigel:

Contrairement au test sur cornée de souris qui nécessite une habileté

considérable, ce test n’est pas difficile à réaliser.

Le matrigel contenant des substances ou cellules à tester est injecté en sous

cutané à des souris, il forme ainsi un bouchon qui sera récupéré 7 à 21 jours

après afin d’être analysé. Une analyse histologique permet de déterminer

l’extension avec laquelle les vaisseaux sanguins s’y sont développés.

figure 10 . Angiogenèse induite par bFGf dans la cornée de souris



30

La quantification peut se faire par une mesure de fluorescence notamment en

utilisant le dextran marqué à l’isothiocyanate de fluorescéine (fITC). Elle peut

être complétée par la mesure du taux d’hémoglobine contenu dans le bouchon

de matrigel. Cependant, ceci peut être trompeur vu que le taux sanguin des

constituants varie avec la taille des vaisseaux sanguins [4$].

Certains laboratoires ont modifié ce test afin de permettre un meilleur traçage

de la néovascularisation. Cette modification consiste à introduire le matrigel

seul en premier chez la souris, puis l’éponge ou le fragment de tissu est placé

dans le bouchon. Les nouveaux vaisseaux peuvent donc être quantifiés en

utilisant le dextran-fITC.

Mais ce modèle présente le désavantage de nécessiter plus de temps d’étude

que le modèle standard [46].

1.4 Les méthodes d’inhibition:

La compréhension que la croissance tumorale est dépendante de l’angiogenèse,

a entraîné le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques visant la

vascularisation tumorale.

Les inhibiteurs de l’angiogenèse exercent une activité anti-néoplasique dans les

modèles expérimentaux. En se basant sur ces résultats précliniques

prometteurs, plusieurs composés anti-angiogéniques ont été développés.

L’angiogenèse est un processus se déroulant en plusieurs étapes, il pourrait

donc, être bloqué en intervenant sur l’une de ces étapes. Ainsi, la production et

l’activité des produits angiogéniques, leur interaction avec les récepteurs à la

surface des cellules endothéliales, les voies de signalisation et l’activation des

cellules endothéliales suite à ces stimuli, constitueraient des cibles potentielles

de thérapie antiangiogénique [49].
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En effet, les vaisseaux normaux et intra-tumoraux sont phénotypiquement

différents et leur formation est caractérisée par une augmentation des nombres

de fenestration, une architecture anormale avec des shunts artério-veineux. Les

cellules endothéliales tumorales peuvent se diviser 50 fois plus fréquemment

que les cellules endothéliales normales et expriment excessivement des

molécules spécifiques telles I’intégrine Œvf33, la sélectine-E, l’endogline,

l’endosialine et les récepteurs du VEGF. Les cellules endothéliales tumorales

peuvent secréter certains facteurs ayant pour rôle de soutenir aussi bien leur

propre croissance (par voie autocrme) que celle du parenchyme tumoral (par

voie paracrine). Cependant, il existe une stimulation mutuelle entre le stroma et

le parenchyme tumoral qui soutient la croissance et la progression tumorale

ainsi que la formation de métastases.

Dans les structures tissulaires, la diffusion limite de l’oxygène correspond à

une distance de 100 à 200 im et dans les tumeurs solides cet espace

constituerait 3 à 5 lignes de cellules entourant un seul vaisseau. Donc, le

système cellule-capillaire tumoral devrait être considéré comme une unité

fonctioimelle pour la croissance tumorale.

Les cellules endothéliales activées constituent une cible primaire pour les

inhibiteurs de l’angiogenèse. Il s’agit d’agents modificateurs de la réponse

biologique qui affectent la croissance tumorale indirectement.

Plusieurs alternatives ont été proposées pour classer les agents

antiangiogéniques. En effet, on peut les diviser en agents directs comme ceux

bloquant l’aptitude des cellules endothéliales à proliférer, migrer ou former de

nouveaux vaisseaux, et des agents indirects qui inhibent la production de

facteurs pro-angiogéniques ou leurs récepteurs. Une deuxième classification

proposée par folkman [501, présente les agents antiangiogéniques en 3

catégories:
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- les produits de l génération qui ralentissent la croissance tumorale

chez le modèle animal mais sans réponse majeure comme les interférons, le

thalidomide et les inhibiteurs de matrice métalloprotéinase,

- les produits de 2 génération qui induisent la stabilisation de la maladie

et fréquemment la régression de la tumeur comme les anti VEGF et les

anticorps anti-intégrine Œv133,
- les produits de 3 génération qui sont probablement curatifs comme

1’ angiostatine, Ï’ endostatine et TSP- 1.

En se basant sur le mécanisme d’action de ces inhibiteurs de

l’angiogenèse, on peut les classer en:

- inhibiteurs des cellules endothéliales,

- inhibiteurs des facteurs de croissance endothéliaux

- inhibiteurs de la matrice métallo protéinase.

La classification adoptée dans ce qui va suivre correspond à cette dernière

alternative.

1.4.1 Les différents mécanismes d’action:

1.4.1.1 Agents inhibiteurs des cellules endothéliales:

Plusieurs inhibiteurs angiogéniques endogènes ou inhibant directement la

prolifération des cellules endothéliales sont sous évaluation clinique phase I ou

II, que ce soit seuls ou en association à la chimiothérapie.

Ces inhibiteurs peuvent avoir différents mécanismes d’action à savoir:

- l’inhibition de l’Ets (les analogues synthétiques de fumagelline),

- la modulation des intégrines,

- l’inhibition de la pompe Na7Ff

- l’induction de l’apoptose des cellules endothéliales en prolifération,

- la déstabilisation tubulaire,
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- le blocage de l’intégrine u.433 présente à la surface des cellules

endothéliales

- l’inhibition de la prolifération des cellules endothéliales [51].

Ces composés sont généralement de bas poids moléculaire sauf pour les

peptides naturels qui sont des fragments de protéines; or les protéines mères

n’ont aucune activité anti-angiogénique. On cite principalement,

l’angïostatine et l’endostatine.

L’angiostatine est un fragment interne du plasminogène humain. Ce composé

inhibe la croissance endothéliale in vitro, la néovascularisation chez l’embryon

de poulet et la croissance des métastases ainsi que les différents types de

tumeurs primaires chez la souris.

L’endostatine est un fragment C-terminal du collagène XVIII, elle a un poids

moléculaire de 2OkDa. Il s’agit d’un produit isolé d’hérnangio-endothélium de

souris qui inhibe spécifiquement la prolifération endothéliale, l’angiogenèse et

la croissance tumorale in vivo.

Enfin, les deux peptides induisent l’apoptose des cellules endothéliales

activées, mais l’endostatine s’avère plus efficace.

Plusieurs autres molécules synthétiques sont en phase II d’essai clinique,

notamment: le TNP74O, la squalamine, la combretastatine, la vitaxine,

l’EMD121974...

Même si ces composés inhibent tous directement les cellules endothéliales, ils

ont des cibles moléculaires différentes. En particulier, la combretastatme

puisqu’elle induit l’apoptose des cellules endothéliales prolifératives entraînant

un blocage du flux sanguin vers les cellules tumorales [52].
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1.4.1.2 Agents inhibiteurs des facteurs de croissance

endothéliaux:

Le VEGf étant un mitogène spécifique des cellules endothéliales produit

normalement au cours de l’embiyogenèse et de la vie adulte, il s’agit d’un

médiateur de l’angiogenèse impliquée dans divers processus physiologiques et

pathologiques notamment le développement tumoral.

Eppenberger et al. rapportent que le taux de VEGf tumoral constitue le

paramètre pronostic le plus important [53J.

L’intervention au niveau des voies du VEGF peut être considérée l’une des

cibles primaires puisque les inhibiteurs du VEGf ont montré une activité

antitumorale potentielle chez des modèles animaux

Plusieurs stratégies d’inhibition sont possibles.

On distingue:

- l’utilisation d’anticorps monoclonaux dirigés contre le VEGF protéine ou

récepteur,

- l’inhibition du VEGF-R tyrosine kinase,

- l’inhibition du VEGF-R par les ribosymes ciblés [52].

1.4.1.2.1 L ‘utilisation d’anticorps monoclonaux:

Bevacizumab est un anticorps monoclonal anti VEGf soluble. Il se lie au

VEGf et prévient son interaction avec ses récepteurs (fit-l et KDR) à la

surface des cellules endothéliales. Par ailleurs, l’administration du

Bevacizumab à des souris «nude» portant une xénogreffe de cancer de colon

entraîne une réduction de la croissance microvasculaire ainsi qu’une inhibition

de la progression métastatique de la maladie.
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Les essais cliniques de phase I ont montré que son utilisation en combinaison

avec la chimiothérapie est sans danger. Au cours des études de phase II

pratiquées sur des patients atteints de cancer de colon métastasé et de cancer

pulmonaire à un stade avancé, on a noté que cette combinaison permet un

ralentissement de la progression tumorale et l’obtention d’un meilleur taux de

réponse que celui obtenu par la chimiothérapie seule. Actuellement ce produit

est en cours d’essai de phase III.

Un autre anticorps le DCYO1 anti fiki (fetal liver kinase 1) est en cours de

développement [54].

1.4.1.2.2 L’inhibition du VEGf-R tyrosine kinase:

Il s’agit d’une autre approche pour bloquer l’activité du VEGf.

Le Semaxanib: SU5416 est une petite molécule synthétique inhibitrice

spécifique du VEGF R2 (ftk, KDR) tyrosine kinase. En effet, les études

biochimiques montrent une inhibition compétitive de l’activité tyrosine kinase

flkl/KDR avec un Ki de 0,16.1W3 mol/L. De plus, SU5416 est aussi un

puissant inhibiteur du récepteur du fGF [55].

Cette molécule est actuellement en cours d’essai clinique. In vitro, cette

molécule inhibe la prolifération des cellules endothéliales humaines stimulées

par le VEGf, alors qu’in vivo elle inhibe la croissance et les métastases de

différents types de cancers (poumons, colon, prostate...). Un essai de phase I

portant sur 69 cas a montré qu’elle est bien tolérée chez les patients atteints de

maladie stable (sarcome de Kaposi, cancer pulmonaires, cancer colorectal,

cancer du rein). Récemment, on a démontré que le SU5416 induit I’apoptose

des cellules endothéliales et tumorales dans un modèle avec xénogreffe de
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cancer de colon métastasé au niveau du foie. Son aptitude à induire l’apoptose

des cellules cancéreuses et le manque de vascularisation adéquate pourraient

contribuer aux réponses partielles observées.

Cependant, l’étude de R. Longo et al. comparant l’association de 5U5416 à la

5fU/Leucovorin à l’utilisation de 5FU/Leucovorin chez 737 cas ne montre pas

d’amélioration du taux de réponse ni de ralentissement de la progression

tumorale. De plus, la combinaison du SU5416 avec la CispÏatme et

Gemcitabine s’associe à une toxicité surprenante, entraînant un taux important

d’accidents thrombo-emboliques [52].

Un nouveau produit antiangiogénique, le SU6668 a plusieurs cible. En effet, il

inhibe les récepteurs tyrosine kinase du VEGF, bFGf, PDGF et c-kit.

L’évaluation clinique est encore à des stades précoces, mais une étude de phase

I a montré une stabilisation de la maladie pendant au moins 4 semaines.

D’autres molécules inhibitrices du VEGF-R tyrosine kinase ont été

développées, à savoir

- le ZD6474, produit utilisé par voie orale, il est actuellement en cours

d’investigation clinique de phase I chez des patients atteints de cancer

réfractaire aux traitements conventionnels;

- le PTK787/ZK222584 molécule avec une bonne biodisponibilité orale, elle

s’est avérée particulièrement active sur les cellules myélomateuses [52].

1.4.1.2.3 L’inhibition du VEGf-Rpar tes ribosymes ciblés:

Il s’agit de ribosymes, enzymes qui agissent en se liant et coupant à des sites

spécifiques de l’ARN codant pour les deux récepteurs majeurs du VEGF: Fiti et

KDR, entraînant ainsi une inactivation de ces derniers et une abolition du signal

normalement induit par le VEGH
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Récemment des efforts considérables se sont dirigés vers l’application de ces

technologies à l’inhibition spécifique de l’expression de gènes. Des

stabilisations chimiques ont été développées afin de permettre l’obtention de

molécules hautement résistantes aux nucléases sériques et donc utilisables pour

des applications in vivo [56].

L’activité antitumorale a été montrée in vivo contre le modèle Lewis de

carcinome pulmonaire murm. En effet, leur utilisation permet une inhibition de

la croissance des tumeurs primaires et des métastases. De plus, une étude

clinique de phase I montre une stabilisation de la maladie pendant une durée

variable selon les patients allant de 1 à 6 mois et la seule toxicité observée

consiste en une petite réaction au niveau du site d’injection [51].

1.4.1.3 Agents inhibiteurs des métalloprotéhiases matricielles

MMP:

Il s’agit d’une famille d’endopeptidases zinc dépendantes qui dégradent les

composantes de la matrice extracellulaire. La famille des gènes humains MMP

se divise en 5 classes selon leurs structures primaires et la spécificité de leurs

substrats [52].

Plusieurs études sur différents types de tumeurs ont noté un accroissement

significatif de l’expression des MIVWs au niveau du tissu tumoral

comparativement au tissu normal adjacent [57].

Plusieurs produits sont en cours d’essai clinique. On distingue:

- les inhibiteurs naturels de MMP (Neovastat),

- les inhibiteurs synthétiques de MMP (AG3340, COL-3, MM1270,

BMS27529 1)

- les inhibiteurs synthétiques bloquant le TNFŒ convertase (Marimastat).
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Parmi les inhibiteurs de MMP, le premier composé actif testé en clinique après

une administration orale est le Marimastat, une MMP synthétique de bas poids

moléculaire est un inhibiteur relativement non spécifique de MMP- 1-2-3-7 et 9

[52]. Étudié chez de volontaires sains au cours d’essai clinique de phase I, il

montre une bonne tolérance. Les douleurs articulaires et musculaires sévères

observées chez certains patients sont réversibles à l’arrêt du traitement. Une

analyse de 6 études effectuées sur des patients atteints de cancer colorectal,

ovarien et de prostate a montré une réponse pharmacologique dose-

dépendante. Ces études montrent également que la combinaison du Marimastat

avec la chimiothérapie cytotoxique est sans danger. Actuellement, des essais

cliniques de phase III investiguent plus amplement l’utilité de cette

combinaison dans le traitement du cancer des petites cellules pulmonaires, du

carcinome gastrique et pancréatique [511.

Divers autres produits sont en cours d’investigation clinique à savoir:

Neovastat, COL-3, MM1270, BMS275291

1.4.1.4 Agents inhibiteurs avec un mécanisme d’action mal

connu:

D’autres molécules montrent une activité anti-angiogénique mais leurs

mécanismes d’action demeurent mal connus.

On distingue la thalidomide qui est un dérivé de l’acide glutarnique ayant une

activité hypnotique sédative en dehors de ses propriétés anti-angiogéniques et

immuno-modulatrices. Jusqu’à l’heure, son mécanisme d’action n’est que

partiellement connu, on suppose qu’il bloque l’activité du TNFŒ,

l’angiogenèse induite par le bFGF et inhibe l’induction de la COX-2 ainsi que

la synthèse des prostaglandines E2.
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Après avoir été retirée du marché en 1961 pour avoir causé des effets

tératogènes majeurs, la thalidomide connaît aujourd’hui un regain d’intérêt

pour son activité anti-angiogénique. La thalidomide est utilisée pour le

traitement de gliomes périodiques de haut grade après intervention chirurgicale

ou radiothérapie standard externe, avec ou sans chimiothérapie. Trois

différentes études [5$-60] montrent une activité anti-tumorale en terme de

contrôle de la maladie (stabilisation de la maladie ou rémission partielle.

D’autres études ont montré que les résultats les plus prometteurs sont obtenus

chez des patients atteints de myélome multiple, ce qui explique l’incorporation

de la thalidomide dans le traitement standard des rechutes de myélome [611.

Des analogues de la thalidomide avec une meilleure activité anti-tumorale ont

été synthétisés et sont actuellement en cours d’évaluation clinique [52].

1.4.1.5 Nouvelles approches interférant avec le debit sanguin

tumoral:

1.4.1.5.1 Les stratégies visant à induire ta coagulation sanguine infra-

tumorale:

L’étude de Huang et al. a montré que suite à l’inoculation sous cutané de

cellules tumorales à une souris, on assiste à la production de grande quantité

d’interféron ce qui entraîne l’expression spécifique au niveau de l’endothélium

vasculaire du CMH classe II. Il s’en suit un développement d’anticorps

bispécifiques anti CMH-II et une forme tronquée des activateurs de la voie de

coagulation extrinsèque tIF [62].

L’administration intraveineuse de ces produits appelés aussi ligand coagulant à

la souris entraîne une réduction dramatique de la tumeur sans toxicité au
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niveau des autres organes. Cette coagulation sanguine spécifique au niveau des

vaisseaux sanguins tumoraux entraîne un blocage instantané et persistant du

débit sanguin tumoral.

L’avantage de cette approche employant le coagulo-ligand est l’utilisation

d’une forme tronquée de TF qui est complètement dénuée d’activité

coagulatrice tant qu’il est maintenu loin du facteur X. Quand le tTF se lie au

facteur X et en présence du facteur VIINIIa, on assiste à l’induction de la

cascade de coagulation sanguine.

Cependant, il semble probable qu’il existe un seuil du nombre de facteur tTF

lié au facteur X à partir duquel la cascade de coagulation sera initiée. Cette

approche semble intéressante seulement si le sang dans la majorité des

vaisseaux est coagulé. En effet, on n’assiste à l’apparition d’effets anti-

tumoraux que lorsqu’un nombre assez important de cellules tumorales sera

privé de nutriments.

La recherche dans ce secteur de thérapie par coagulo-ligant est encore à ses

débuts, il serait important pour son futur de définir des cibles appropriées au

niveau de l’endothélium tumoral humain [63].

1.4.1.5.2 Les stratégies ciblant les cellules endothétiates tumorales:

La majorité des approches thérapeutiques ont pour but de cibler les molécules

effectrices des cellules tumorales, ce qui augmente l’efficacité et diminue la

toxicité par ailleurs dans le corps.

Cependant, le traitement des tumeurs solides a été sans succès, ce qui laisse à

croire que les drogues ciblées ont une faible pénétration dans les tumeurs

solides.

Dans ce contexte, les cellules endothéliales tumorales sont actuellement

considérées comme le meilleur candidat ciblé pour la thérapie cancéreuse.
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De plus, les centaines de cellules tumorales dépendent du fonctionnement d’un

seul vaisseau sanguin formé par quelques cellules endothéliales. Le nombre

des cellules nécessaires à détruire est donc significativement moindre que

lorsque les cellules tumorales elles-mêmes sont ciblées.

Plusieurs étapes majeures ont suivi, permettant le développement de nouvelles

approches ayant pour but de détruire sélectivement les cellules endothéliales

tumoraies, notamment celle utilisant l’immunotoxine développée par frankel

et al. [64].

1.4.1.5.3 Quête de nouvelles cibles au niveau de t’endothétium tumoral:

Le phénotype angiogénique de la vascularisation tumorale apporte les

marqueurs les plus proéminents pour la différenciation entre les cellules

endothéliales normales et celles tumorales.

L’une des premières études s’intéressant au développement de molécules

reconnaissant spécifiquement Ï’endothélium tumoral a été publiée en 1986 par

Hagemeier et al. [65]. Cette équipe a développé un anticorps reconnaissant un

antigène de 3OkDa présent au niveau du point de bourgeonnement capillaire

dans les tissus prolifératifs ainsi qu’au niveau des réactions inflammatoires

aigues et tumorales. Cette étude a été suivie par plusieurs autres, toutes

décrivant des marqueurs moléculaires plus ou moins sélectivement exprimés

au niveau des cellules endothéliales tumorales.

Récemment, plusieurs cibles ont été développées, à savoir l’intégrine Œvf33 ainsi

que le récepteur VEGFR. Cependant, au niveau des tumeurs humaines, la

vascularisation existe à des différents stades d’activation; en effet, à certains

endroits, l’endothélium peut être à l’état quiescent, alors que dans d’autre, on

assiste à la maturation de néovaisseaux. Donc l’utilisation de molécules

dirigées contre un seul épitope, ne serait pas efficace pour bloquer une grande

partie du flux sanguin tumoral [63].
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1.4.2 Mécanismes potentiels d’acquisition aux drogues anfi-angiogéniques:

Bien que la cible de la thérapie anti-angiogénique soit la cellule endothéliale

normale et donc génétiquement stable et l’acquisition de résistance n’a pas été

clairement démontrée au cours des études précliniques ni au cours de

traitement de certaines tumeurs malignes, récemment une perte graduelle de

l’activité anti-angiogénique apparaît évidente surtout quand ces drogues sont

utilisées en monothérapie.

Les mécanismes potentiels permettant l’acquisition de résistance aux

inhibiteurs angiogéniques sont:

- la surabondance de cellules tumorales secrétant des facteurs de

croissance vasculaires,

- les propriétés anti-apoptotiques/prosurvie des cellules endothéliales

activées,

- les changements génétiques transitoires des cellules endothéliales,

- la dépendance vasculaire hétérogène des cellules tumorales

- et les altérations génétiques tels que l’inactivation du p53, les

changements au niveau du HIF-la ou des voies de survie [52).

Enfin, les inhibiteurs de l’angiogenèse sont des drogues cytostatiques qui, pour

&re utilisées de façon rationnelle, nécessitent une évaluation clinique adéquate

ainsi que le développement de biornarqueurs jouant le rôle de substituts pour

leurs activités biologiques. Il est aussi important que ces agents atteignent les

cellules endothéliales cibles ainsi que leur microenvironnement avec une

concentration adéquate.
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1.4.2.1 Le projet:

1.4.3 Hypothèse:

De nombreuses données cliniques et expérimentales suggèrent que la

croissance tumorale et le processus métastatique dans son ensemble soient

grandement influencés par les interactions entre les cellules tumorales et le

microenvironnement de l’organe hôte, en particulier les cellules endothéliales

de nouveaux vaisseaux sanguins composant le stroma de la tumeur. La

formation de ces nouveaux vaisseaux sanguins, ou angiogenèse, soutient la

croissance tumorale en fournissant l’oxygène et les nutriments nécessaires à

l’expansion des néoplasmes (effet de perfusion), en éliminant les déchets

métaboliques et en produisant différentes cytokines et facteurs de croissance

qui stimulent directement la croissance des cellules cancéreuses (effet

paracrine).

L’angiogenèse tumorale peut donc apparaître comme une cible de choix dans

le développement des thérapies anticancéreuses. Cette démarche présente des

avantages. D’abord, on vise le contrôle de croissance de cellules normales et

non tumorales. L’hypervariabilité de ces dernières leur permet de maîtriser le

développement de résistances aux thérapies, ce qui ne devrait pas être le cas

des cellules endothéliales mobilisées pour la vascularisation. De plus,

l’angiogenèse étant essentiellement de même nature pour la plupart des

tumeurs, une thérapie anti-angiogénique pourrait être efficace contre un large

spectre de cancers. Enfin, l’angiogenèse étant peu active dans les processus

normaux chez l’adulte sain, il devrait y avoir peu d’effets secondaires [27].

L’inhibition de cette néovascularisation par des composés perturbant certaines

étapes moléculaires et cellulaires associées au développement des nouveaux

vaisseaux est actuellement à l’étude dans plusieurs essais cliniques, et pourrait

permettre le développement de traitements contrôlant la progression de

métastases.
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1.4.4 Objectif:

La croissance des néo-vaisseaux peut être reproduite sur différents modèles

expérimentaux afin d’étudier les fondements de ce processus et éventuellement

de tester des produits anti-angiogéniques. La principale limite est cependant

représentée par la quantification du phénomène afin de refléter la modification

géométrique du réseau vasculaire de base.

L’objectif du travail proposé consiste à développer un modèle expérimental

nous permettant de tester des substances inhibitrices de l’angiogenèse.

En effet, le test sur anneaux d’aorte de rat a été mis au point dans le but de

nous permettre de tester:

- le 2 méthoxy-œstradiol en tant que produit de référence pour vérifier

l’efficacité de la technique,

- le paclitaxel connu pour avoir des propriétés à la fois anticancéreuses et

anti-angiogéniques,

- l’acide rétinoïque sous forme libre et encapsulée afin d’évaluer l’apport

de l’encapsulation.

Les anneaux d’aorte de rat sont mis en culture avec la solution du produit à

tester entre deux couches de collagène. Après un temps d’incubation approprié,

les cultures sont suivies et des photos sont prises tous les 3 jours afin de

quantifier l’angiogenèse et le taux d’inhibition.

La quantification se fait après une numérisation et binarisation des photos

prises et un calcul de densité des vaisseaux.

1.4.5 Méthode choisie:

Plusieurs modèles in vitro ainsi qu’in vivo ont été développés dans le but

d’évaluer les effets des agonistes et des antagonistes angiogéniques et d’étudier

les mécanismes moléculaires et cellulaires.



45

Les tests in vivo sont considérés comme ceux permettant une meilleure

évaluation des facteurs influençant l’angiogenèse, mais peuvent cependant se

compliquer par des réactions inflammatoires entraînant la libération des

cytokines angiogéniques à partir des cellules inflammatoires. D’autre part, les

modèles in vitro, sur cellules endothéliales isolées, sont limités par le fait que

la majorité des facteurs angiogéniques stimulent la mobilité et la prolifération

des cellules sans induire de bourgeoimement, ni branchement ou formation

tubulaire. Ces systèmes représentent seulement une reconstitution partielle du

mur vasculaire et des interactions paracrines entre les cellules endothéliales et

les cellules périvasculaires comme les cellules musculaires lisses ou les

fibroblastes.

faisant le pont entre les modèles in vitro et ceux in vivo, le test sur anneau

d’aorte de rat [9], utilisant des implants vasculaires intacts, reproduit plus

exactement l’environnement dans lequel l’angiogenèse prend place. La

quantification dans ce modèle se fait par digitalisation des photos, celle-ci

permet le calcul de la densité des vaisseaux par rapport à la totalité de la

surface, ainsi que l’appréciation de la longueur des vaisseaux à partir de

l’anneau mis en culture [66].

La facilité de mise en pratique de ce test, ainsi que la disponibilité du matériel

nécessaire à la culture des vaisseaux et leur quantification justifient son choix

pour étudier l’angiogenèse et évaluer les substances anti-angiogéniques que

nous voulions tester.
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2 Matériel et méthodes:

2.1 Matériels et produits utilisés:

HBSS (Hank’s Balanced Sait Soiution) sans calcium, magnésium et rouge de

phénol, de Gibco.

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagie’s Medium) sans pyruvate, avec 4500 mg/i

de glucose et pyroxidme HCÏ, de Sigma.

HAM F12 (Nutrient Mixture Ham’s F-12) avec L-glutamine, de Gibco.

Fetal bovine serum (Sérum de Veau Foetal)

Péniciiiine/Streptomycine (1 0000U/ml), de Gibco.

Fungizone,

ECGs (Endotheliai Ccli Growth Suppiement) from bovine pituitary, de Sigma.

EGf (Endotheliai Growth Factor), de Sigma.

Insuline (100U/mi) — Liiiy Humilin

Milieu minimum (à conserver à 4°C):

• DMEM: 32.5 mi

HAMF-12: llml

• SVF 10% : 5 mi

• Pénicilline-Streptomycine (100U/mi): 500pi

• Fungizone: 50d

Milieu maximum (à conserver à 4°C):

• DMEM: 32.5 mi

HAMf-12: llml



47

• SVF 10%: 5 ml

• Pénicilline-Streptomycine (100U/ml): 500d

• Fungizone: 50d

• EGF: 500 .d

• Insuline: 25 d

• ECGs: 250 d

Solution de collagène:

• 1.5 ml de milieu minimum

• 1.2 ml de collagène de rat (3mgIml)

200 .d deNaOH 0.1N.

Substances à tester:

• 2 méthoxy-oestradiol de Sigma

• Paclitaxel

• Acide rétinoïque de Sigma

2.2 Méthodes:

La méthode choisie est celle qui constitue un pont entre les modèles in vitro et

ceux in vivo, développée initialement par Nicosia et Ollinetti en 1990 [9]. En

effet, dans ce système, les anneaux d’aorte de rat sont mis en culture dans une

matrice de collagène, donnant lieu ainsi au développement d’un réseau

vasculaire.
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2.2.1 Préparation du collagène:

2.2.1.1 Recueil des queues:

Le collagène est extrait à partir de tendons de queues de rats mâles (type

Wistar) selon la méthode de Elsdale et Bard [67).

Les queues sont récupérées au fur et à mesure qu’il y a eu sacrifice de rats pour

d’autres expériences au laboratoire, ces queues sont lavées et congelées

jusqu’au moment de leur utilisation; en effet, on ne procède à l’extraction du

collagène que lorsqu’on a recueilli un nombre assez important de queues.

Avant de commencer, on procède à la stérilisation de tout le matériel

nécessaire à l’autoclave afin d’éviter tout risque de contamination, on prépare

également les solutions d’éthanol à 70% et d’acide acétique à 0,1%. Toutes les

manipulations se font stérilement sous une hoUe à flux laminaire.

2.2.1.2 Dissection et solubilisation des tendons:

Les queues sont lavées à l’eau savonneuse, rincées soigneusement puis

trempées dans l’éthanol à 70% pendant 15 minutes. Après quoi, on commence

la dissection, en coupant l’extrémité distale de la queue et en dégageant la

peau. Puis, avec des pinces fines, on tire sur les tendons qu’on recueille dans

une petite boîte de pétri contenant de l’eau stérile. Quand il n’est plus possible

de tirer sur cette section, on la coupe, on met à nu une autre section s’étalant

sur quelques centimètres et on recommence. On procède ainsi sur toute la

longueur de la queue. Par la suite, on coupe les tendons en petits morceaux afin

de faciliter leur solubilisation et on les place dans une solution d’acide acétique

0,1% (6Oml d’acide acétique pour chaque gramme de tendons). Le choix du

solvant est justifié par son aptitude à conserver l’intégrité de la molécule, en
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particulier les télopeptides nécessaires au réarrangement des molécules en

fibres.

Le mélange ainsi obtenu est placé sous agitation à 4°C pendant au minimum

48h. Il sera par la suite centrifugé à 10000 RPM pendant 1h30 (centrifugeuse

Beckmann 12/21, Rotor lA 10) et le surnageant sera recueilli stérilement.

2.2.1.3 Dosage du collagène:

Le dosage est réalisé en utilisant le kit pour le dosage des protéines: Micro

BCA Protein Reagent Kit de Pierce pour déterminer l’absorbance des

échantillons dans le spectre visible. On effectue une courbe standard avec du

BSA (Bovine Serum Albumine) (0, 1, 2, 4, 6, $ et 10 ig/jil).

Chacun des I Ojil des différents échantillons est mélangé avec 1 ml d’eau et 1 ml

de réactif BCA (Biscinchonic Acid) puis le tout est placé dans un bain-marie à

37°c pendant 1h, au bout de laquelle apparaît une coloration violette dont

Ï’absorbance est mesurée à 562nm.

À partir de la concentration de la solution stock, une dilution suffisante est

réalisée pour obtenir une solution finale ayant une concentration de 3mg/ml

Le collagène est conservé à 4°C.

2.2.2 Préparation des puits:

La préparation des puits a lieu la veille de la manipulation. Il s’agit d’un pré-

enduit fait par un mélange de milieu minimum, de solution de collagène

(3mgIml) et de solution de NaOH (0,IN). Ce mélange doit être réalisé

extemporanément dans un tube stérile préalablement refroidi et la manipulation

se fait dans un bain de glace.

Afin de recouvrir le fond des puits, on dépose 0,5 ml du mélange préparé dans

chaque puits et on place la plaque dans l’incubateur à 37°C et à 5% de C02.



50

2.2.3 Prélèvement du tissu:

Il se déroule en plusieurs étapes:

- on anesthésie le rat au pentobarbital sodique (0,lml/lOOg de poids),

- une fois endormi, on le fixe à la planche de dissection,

- on désinfecte l’abdomen du rat,

- on ouvre la cavité abdominale sur la ligne médiane au-dessus du pénis

jusqu’au foie,

- on dégage les intestins, qu’on recouvre d’une gaze imbibée de sérum

physiologique, sur la droite de l’animal,

- on prépare 2 ligatures qu’on place sur l’aorte abdominale, l’une entre les

deux artères mésentériques et l’autre le plus bas possible du côté des artères

iliaques,

- on injecte une dose létale de pentobarbital dans la veine cave inférieure,

- et on procède rapidement à la dissection de l’aorte qu’on récupère dans une

solution de HBSS.

2.2.4 Préparation des anneaux:

La préparation des anneaux se fait sous la loupe binoculaire. En effet, le

tronçon d’aorte est placé dans une boîte de pétri en verre dont le fond a été

recouvert de résine. Il sera fixé avec deux minuties afin de faciliter son

nettoyage. Avec des pinces fines à micro-vaisseaux, on procède au nettoyage

des tissus graisseux et des autres débris accolés à l’aorte. Par la suite, on

déplace l’aorte délicatement dans le fond d’une boîte de pétri contenant de

l’HBSS. On maintient l’extrémité de l’aorte à l’aide d’une pince et on élimine

les deux bouts du tronçon puis on coupe des anneaux d’environ lmm tout en

tâchant à ne pas abîmer l’aorte.
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2.2.5 Mise en culture:

La mise en culture est réalisée sous une hoUe stérile. En effet, les anneaux sont

placés dans le support pré-enduit de collagène (1 anneau/puits). Puis on

prépare rapidement une solution de collagène à froid qu’on fait couler dans

chaque puits (environ 0,5ml) afin de couvrir l’anneau. Par la suite on place le

support dans l’incubateur à 37°C pendant environ 30 minutes, temps

nécessaire à la solidification du collagène. Enfin, on ajoute le milieu de culture

(milieu maximum), 500ii1 dans chaque puits, qu’on change à tous les 2 jours.

Les plaques sont placées dans l’incubateur tout au long de l’expérience.

2.2.6 Produits antiangiogéniques à tester:

Selon la solubilité des molécules à tester, on a procédé différemment pour la

préparation des solutions. En effet, le 2-méthoxy-oestradiol, le paclitaxel et

l’acide rétinoïque aussi bien libre qu’encapsulé sont peu solubles dans l’eau,

on les a donc solubilisés dans l’éthanol absolu, obtenant ainsi des solution

mères 100 fois plus concentrées qu’on a diluées au centième avec de l’eau

distillée avant de les tester.

2.2.6.1 Le 2 méthoxy-oestradiol (2ME):

r3
HO

Figure 11 Formule chimique du 2 méthoxy-oestradioÏ
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Il s’agit d’un métabolite naturel de l’œstradiol muni d’une activité antitumorale

et antiangiogénique. Le 2ME est fabriqué par les cellules du granulosa ayant

une activité cathécol-O-méthyl transférase, il est présent en haute

concentration dans les follicules normaux [6$].

Certaines études ont montré que cet oestrogène a un effet cytotoxique sur

plusieurs cellules prolifératives in vitro [69-7 1] et supprime certaines tumeurs

murines in vivo [72, 73].

Le 2ME est aussi bien connu pour être un inhibiteur de la dynamique des

microtubules entraînant un arrêt mitotique suivi d’une apoptose. Le mécanisme

exact par lequel le 2ME inhibe les cellules en prolifération est encore

pratiquement inconnu.

L’un des mécanismes proposés pour expliquer l’activité cytotoxique du 2 ME

est son interférence avec la stabilité tubulaire et l’arrêt qui s’en suit au niveau

de la phase G2/M du cycle cellulaire [74].

2.2.6.2 Le paclitaxel:

figure 12 formule chimique dupacÏitaxel
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Le paclitaxel est un taxoïde extrait de l’écorce de l’if du Pacifique. Il s’agit

d’un produit anti-néoplasique ayant une activité stabilisatrice des microtubules,

il est utilisé pour le traitement de plusieurs cancers (cancer de l’ovaire, du sein,

certains cancers cutanés et pulmonaires.

Récemment, il a été démontré que le paclitaxel présente une activité anti-

vasculaire puisqu’il endommage sélectivement les cellules endothéliales de la

vascularisation tumorale entraînant ainsi un blocage vasculaire et une nécrose

tumorale importante.

Cette activité antiangiogénique est observée à des doses inférieures aux doses

cytotoxiques, elle est apparemment attribuée aux effets du paclitaxel sur la

mobilité des cellules endothéliales qui est inhibée dans des conditions ou leur

prolifération n’est pas modifiée {49J.

2.2.6.3 L’acide rétinoïque:

CH3 CH3 O
H3C CH3

CH3

Fïgure 13 : formules chimiques des acides rétinojues tout trans et

9-cis
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L’acide rétinoïque est actuellement largement utilisé dans plusieurs essais

cliniques. Il existe sous deux formes biologiquement actives l’acide rétinoïque

tout-trans et l’acide 9-cis-rétinoïque.

Ces molécules pénètrent dans le noyau, agissent sur des récepteurs de type

RAR (retinoic acid receptor) et RXR (retinoic X receptor). Ces récepteurs

activés se dimérisent, formant des homodimères ou des hétérodimères, se lient

aux éléments de réponse de l’acide rétmoïque (ou RARE) et modulent la

transcription de certains gènes. Ils modulent ainsi la synthèse de diverses

protéines encore insuffisamment identifiées [75, 76].

Par ailleurs les rétinoïdes inhibent le facteur AP-l et réduisent ainsi la synthèse

de métalloprotéases (par exemple les collagénases), ce qui explique leur

activité antiangiogénique [77] [7$].

Cependant, l’acide rétinoïque est sensible, il est facilement altéré par l’oxygène

de l’air, la lumière et la chaleur.

2.2.7 Acquisition et analyse des images:

Après la mise en culture, les plaques sont observées au microscope chaque

deux jours jusqu’à apparition de nouveaux tubes, à partir de ce moment, des

photos sont prises à tous les quatre jours par ce même microscope muni d’une

caméra. En effet, le début de croissance tubulaire a lieu quatre à huit jours

après la mise en culture et ceci en fonction du poids du rat, plus le rat a un

poids important, plus le déclenchement de la croissance tubulaire sera lent.

Afin d’éviter tout risque d’erreur dû à l’hétérogénéité des rats, chaque culture

présente des puits témoins fait dans les mêmes conditions et avec le même rat.

Les photos sont prises à un agrandissement X40. Elles représentent divers

endroits du puits afin d’apprécier la qualité du réseau tubulaire développé,

mais seules les photos contenant un petit bout de l’anneau mis en culture ont

été traitées pour être sûr que l’on soit toujours à même distance de l’anneau.
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Les photos sélectionnées pour le traitement ont été traitées grâce au logiciel

Paint Shop Pro©. Ce dernier nous a permis de binariser les photos. En effet,

les nouveaux tubes sont transformés en noir et tout le reste en blanc y compris

le bout de l’anneau mis en culture qui apparaît sur la photo (f ig n°14).

Figure 14 . Les dy7érentes étapes de traitement des photos

Par la suite, on a utilisé le logiciel Optimas© pour pouvoir calculer la densité

vasculaire. Ce logiciel nous permet d’obtenir la densité des nouveaux

vaisseaux en pourcentage par rapport à la surface totale de l’image. La

comparaison des résultats a été réalisée grâce au logiciel SigmaStat©. Étant
donné que le nombre d’échantillons est réduit et que la distribution ne suit pas

une loi normale, un test non paramétrique de rang (Mann-Withney) a été

utilisé. Quand la normalité était respectée un test t de Student a été pratiqué.

Les résultats ont alors été indiqués quand ils diffèrent du test de rang.
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3 Résultats et discussion:

3.1 Culture témoin:

Deux cultures témoins ont été pratiquées au début du projet afin de mettre au

point la technique, elles ont été suivies tous les 4 jours, des photos ont été

prises et quantifiées. La quantification consiste à calculer la densité vasculaire

grâce au logiciel Optimas©, nous permettant d’obtenir le pourcentage de

surface occupé par les néo-vaisseaux par rapport à la surface totale de la photo.

3.1.1 Première culture:

Elle a été pratiquée sur un rat Witsar mâle de 450 g.

3a .
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Figure 15 . Photos d’anneau en culture . A à J7, B à J]], C à J15
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Tableau I Densité vasculaire en fonction du temps

.Temps J7 Jil J15 J19 J23

Densitè-

Puits 1 3,1 21,5 30,7 35,9 37,3

Puits 2 2,5 17,8 25,3 30,1 33,4

Puits 3 4,3 24,3 33,2 37,2 37,8

Puits 4 2,7 14,1 22,5 28,7 30,3

Puits5 0 0 0 0 0

Puits 6 1,4 15,8 21,9 25,8 26,5

Puits 7 7,5 26,2 36,1 38,3 40,2

Puits 8 3,4 20,5 32,7 36,1 37,9

Puits 9 2,9 18,9 33,1 35,8 37,1

Puits 10 5,1 22,6 35,7 39,2 43,1

Moyenne 3,3 18,2 27,1 30,7 32,2
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Figure 16: Courbe représentant la croissance vasculaire enJonction

du temps

On note que la variation de la densité vasculaire en fonction du temps suit une

fonction croissante, en effet, on assiste à un développement vasculaire rapide

pendant les deux premières semaines qui suivent la mise en culture de l’anneau

pour atteindre un plateau à partir du 2O jour. Une fonction logistique

obtenue par régression non linéaire décrit correctement la courbe:

0 5 10 15 20 25
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— 36,77
y

— avec un R2 de 0,9230. En fait, la fonction de
1+

10,62

régression utilisée par Sigmaplot est log-logistique. Il serait aisé en faisant un

changement de variable de passer d’une fonction logistique traditionnelle à

celle utilisée pour lefitting. Néanmoins cette démonstration mathématique

n’est pas justifiable dans ce projet puisqu’en aucun cas le résultat dufitting ne

doit être pris comme une modélisation exacte et que le propos du travail est

autre.

L’équation est de la forme:

k
—r

t
1+

—

Yo représente la valeur de départ ; elle vaut avec les paramètres defitting

3,1887 i0 Comme on peut s’y attendre, elle tend vers zéro . En effet, il n’y a

pas en principe de croissance qui a eu lieu au temps zéro. La valeur de k est la

valeur asymptotique quand t augmente; cela représente concrètement le

plateau de croissance. Cette valeur intéressante est de 36,77 dans ce cas.
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3.1.2 Deuxième culture

Elle a été pratiquée sur des anneaux d’aorte d’un rat Wistar mâle de 300 g.

Tableau II: Densité vasculaire en fonction du temps

Temps J4 J$ 112 J16 J20 J24

Puits 1 3,5 12,1 25,1 34,8 36,1 40,3

Puits 2 5,2 15,4 25,9 33,9 38,4 39,9

Puits 3 2,9 13,2 26,3 35,1 39,3 41,1

Puits 4 4,3 14,9 25,4 37,3 37,5 39,1

Puits 5 3,9 15,2 23,1 35,2 38,6 42,7

Puits 6 4,7 16,4 22,7 33,9 37,2 39,4

Puits 7 11,3 21,4 37,7 41,7 42,9 42,9

Puits 8 3,2 11,9 23,8 30,7 35,1 37,3

Puits 9 5,1 12,3 24,2 35,1 39,3 40,9

Puits 10 1,2 6,2 13,1 25,3 31,9 35,5

Moyenne 4,5 13,9 24,7 34,3 37,6 39,9
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figure 17: Courbe représentant la croissance vasculaire en fonction

du temps

Les résultats de celle deuxième expérience rejoignent ceux de la première,

mais il existe une petite différence au niveau du délai d’apparition des premiers

néo-vaisseaux qui se fait 4 jours après la mise en culture pour celle expérience

alors que pour la première, il a fallu attendre 7 jours pour voir apparaître de

nouveaux vaisseaux. L’équation logistique de régression qui décrit la courbe

0 5 10 15 20 25
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46,68 2est de la forme:
= avec un R de 0,8902. On notera que la

1+
11,15

surface maximale occupée par le réseau vasculaire en croissance est supérieure

au cas précédent.

3.1.3 Conclusion:

Ces deux cultures nous ont permis de mettre au point la technique, et de

s’assurer de sa faisabilité avec le matériel disponible dans notre laboratoire.

On a également pu conclure que:

- La croissance vasculaire en fonction du temps suit une fonction logistique qui

débute pendant la 1ère semaine suivant la mise en culture pour atteindre un

plateau au-delà de la 3ême semaine, ce qui rejoint les résultats de Janet Stiffey

Wilusz et al. qui ont montré au cours d’une étude faite sur l’artère carotidienne

porcine que l’apparition des nouveaux vaisseaux a lieu à partir du 8ême jour

pour atteindre un plateau à partir du 16ème jour[79J, de même; l’étude de Wen

Hui Zhu et al. montre que la croissance des microvaisseaux à partir de l’aorte

de souris débute à J4 pour devenir stationnaire à partir de J1O[80J.

- Le délai d’apparition de nouveaux vaisseaux dépend de la corpulence du rat,

en effet, on a noté que plus le rat est gras, plus ce délai augmente. Ce délai

pourrait aussi être expliqué par le fait que les rats les plus gras sont ceux qu’on

a gardés plus longtemps au laboratoire et ils étaient probablement les plus

âgés ; cette constatation rejoint celle de Wen-Hui Zhu et al. qui ont noté que la

réponse angiogénique des anneaux d’aorte de souris est significativement

influencée par l’age de l’animal, plus l’animal est vieux, plus le développement

de néo-vaisseaux est retardé [801. On peut noter que la valeur de la surface

occupée au plateau semble également lié à l’age ou la corpulence des rats.
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Dans un travail futur, des études de modélisation plus approfondies seraient

intéressantes

3.2 Appréciation de l’erreur due à l’expérimentateur:

La quantification de la densité vasculaire nécessite au préalable un traitement

manuel des photos permettant leur binarisation, ce qui est complètement

dépendant de l’appréciation de l’expérimentateur. Afin d’évaluer l’erreur qui

pourrait en découler, on a décidé de pratiquer une expérience qui consiste à

prendre deux photos de culture vasculaire (Photos D et E), qu’on a traité à

plusieurs reprises: une première fois, puis 3 jours et enfin 15 jours après le

premier traitement; et à chaque fois on a procédé à la binarisation des photos à

2 moments différents: matin et soir. Les résultats sont rapportés dans le

tableau suivant. L’erreur relative est calculée en rapportant l’écart type à la

densité moyenne.

On a choisit 2 photos différentes: la première contient très peu de nouveaux

vaisseaux alors que la seconde présente un réseau vasculaire bien développé,

ceci nous a permis de constater que l’erreur relative varie de 1 à 3%. Ce qui est

.‘ f _ø; ,•‘

... f./d

Figure 18: Photos d ‘un réseau vasculaire D à J5 et E à J20
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justifiable puisque quand il s’agit de traiter une photo contenant quelques néo

vaisseaux, le moindre dépassement fera une différence notable, alors que dans

le cas contraire, un débordement ne constituera pas une grande erreur relative.

Cependant, une erreur relative allant de Ï à 3% reste une erreur négligeable et

ne risque pas de faire des changements au moment de l’interprétation des

résultats des expériences qui vont suivre.

Tableau III : Densité de la vascularisation en fonction du moment d’analyse

Photo D Photo E

1er jour matin 5,6 58,9

jour soir 5,3 58,5

3ème jour matin 5,8 60,0

3èmc jour soir 5,7 59,3

15ème jour matin 5,6 58,5

15ênte jour soir 57 59,2

Moyenne 5,6 59,1

Ecart type 0,17 0,57

Erreur en 3% 1%
pourcentage
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3.3 Culture en présence du 2 méthoxy-oestradiol:

(2. 1O6mol/L)

‘Iv7 J

Culture témoin

Culture en présence du 2ME Culture en présence du 2ME
(4. J6mol/J)

Figure 19 Photos des différentes cultures en présence du 2 ME à J21
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Tableau IV Densité vasculaire des cultures en présence du 2MB

J2 1 Culture témoin En présence du 2 En présence du 2

ME (2.106mo1!L) ME (4.106mo1/L)

Puits 1 16,7 6,2 0

Puits 2 54,8 0 0

Puits 3 40,9 0 0

Puits4 13,6 0 0

Puits5 15 0 0

Médiane 16,7 0 0

Moyenne 28,2 1,2 0

Ecart type 18,6 2,7 0

Pourcentage 0% 95% 100%
d’ inhibition

La présence du 2-méthoxy-œstradiol a entraîné une inhibition importante de la

néoangiogenèse. En effet, on a une inhibition de 95% pour une concentration

de 2. lO6molIL et de 100% pour une concentration de 4. 10mol!L. Cette

inhibition est statistiquement significative pour les deux concentrations

comparées à la culture témoin: p=O,O08 pour 2ME (2.lOE6mol/L) et p=O,OO8

pour 2MB (4. 10mol/L); cependant la différence entre les deux

concentrations utilisées n’est pas statistiquement significative : pO,69O.
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Ces résultats confirment les résultats déjà publiés et appuient l’hypothèse que

le 2ME pourrait être utilisé en tant que produit anti-angiogénique.

Helena Pavlakovic et al. dans leur étude sur le rhabdomyosarcome

embryonnaire humain, ont montré que le 2ME entraîne une inhibition dose

dépendante de la prolifération des cellules endothéliale: à une dose de

0,1.10mol/L, l’inhibition est de 20%, à une dose de 1. 10mol/L, elle est de

60% et à 10. lOE6mol/L, elle est de 80% [1$].

L’étude de Fotsis et al. montre que le 2MB est un inhibiteur potentiel de

l’angiogenêse et de la croissance tumorale et que son aptitude à supprimer la

tumorigenèse est due à son action inhibitrice de la prolifération des cellules

endothéliales [811.

3.4 Culture en présence du paclitaxel:

3.4.1 Culture à J7:

Sept jours après la mise en culture, on a remarqué que la présence du paclitaxel

a entraîné une inhibition dose dépendante de la néoangiogénèse atteignant les

96 %. En effet, en utilisant des concentrations de l’ordre de l0.lOE9mol/L, on

n’a pas noté de différence avec le groupe témoin, le pourcentage d’inhibition

est de 0% (p=0,937). A des doses de 100.lO9mol/L, le pourcentage

d’inhibition est de 32%(pO,O93). Enfin, à des doses plus importantes de

l’ordre de l000.lOE9mol/L le pourcentage d’inhibition atteint 96% avec une

différence statistiquement significative par rapport au groupe témoin

(p0,O26).
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Pactitaxet
10. ur9moui.

Pactitaxet
100. 109moL/L

figure 20 . Photos des dfférentes cultures en présence du paclitaxeÏ

àJ7

Culture témoin

- k.

Paclitaxel
1000.ltï9moUL
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Tableau V: Densité vasculaire des cultures en présence paclitaxel à J7

J7 Culture En présence En présence En présence du
témoin du paclitaxel du paclitaxel paclitaxel

10.1 09mo1/L 100.1 09mo1/L 1000.1 09mo1/L

Puits 1 37,2 41,2 38,8 7,1

Puits 2 57,2 39,3 33,6 0

Puits 3 61,2 51,3 32,2 0

Puits 4 50,2 49,7 42,3 0

Puits 5 49,5 52,3 26,5 0

Puits 6 0 43,5 0 2,6

Médiane 49,9 46,6 32,9 0

Moyenne 42,6 46,2 28,9 1,6

Ecarttype 22,4 5,6 15,2 2,8

Pourcentage 0% 0% 32% 96%
d’ inhibition



3.4.2 Culture àJl5
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:.

figure 21 . Photos des différentes cultures en présence du

PacÏitaxel à J15

Culture témoin

Pactitaxel
10. l09moUL

Pactitaxet
100.1o9moui.

Pactitaxet
1000.1 moliL
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Tableau VI: Densité vasculaire des cultures en présence du paclitaxel à JI 5

J 15 Culture En présence En présence En présence du
témoin du paclitaxel du paclitaxel paclitaxel

10. lO9mol /L 100. lOE9mol/L 1000. 109mo1/L

Puits 1 45,1 42,3 42,0 7,5

Puits 2 57,1 45,1 31,6 0

Puits 3 63,2 56,1 33,6 0

Puits 4 51,2 49,5 43,5 0

Puits 5 45,9 58,7 45,7 0

Puits 6 29,8 48,7 0 3,2

Médiane 48,6 49,1 37,8 0

Moyenne 48,7 50,1 32,7 1,8

Ecarttype 11,5 6,3 17 3,1

Pourcentage 0% 0% 32% 96%
d’ inhibition

Quinze jours après la mise en culture on n’a noté qu’une légère augmentation

de la moyenne pour les annaux ayant reçu une concentration de 100. lO9mol/L

avec un pourcentage d’inhibition qui est resté inchangé pour les différentes

concentrations.

Ces résultats rejoignent ceux qui ont déjà été publiés. En effet, l’étude de

Belotti et al. montre que l’activité antiangiogénique du paclitaxel est attribuée

à son action au niveau de la mobilité des cellules endothéliales plutôt qu’au
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niveau de la prolifération cellulaire le palitaxel inhibe la mobilité cellulaire

dans des conditions ou la prolifération n’est pas modifiée, c’est-à-dire à faible

dose faible et à courte durée d’exposition [$2].

De plus, l’étude de Lau D.H. et al. faite sur un modèle de cancer du sein

métastatique montre que le paclitaxel est doté d’une activité anti-angiogénique

indépendante de son action anti-proliférative; en effet, l’étude montre une

diminution de l’index de tortuosité intra-tumorale de microcirculation ainsi

qu’une réduction dose dépendante de la densité vasculaire intra-tumorale [$3].

3.5 Culture en présence d’acide rétinoïque libre et encapsulé:

3.5.1 Acide rétinoïque libre:

3.5.1.1 Culture à J7:

• :
I.e.

. bc
c

j.. I,

‘‘
...•

Culture téinoiii
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AR libre HT’mol/L

figure 22 Photos des chfférentes cultures en présence d 4R libre à

J7

La culture des tissus en présence de l’acide rétinoïque nous a montré l’effet

antiangiogénique de celle molécule à des doses de 106 mol/L avec un

pourcentage d’inhibition de 62% avec une différence statistiquement

significative par rapport à la culture témoin (p=O,O04). On n’a pas noté de

différence lors de l’utilisation de concentrations plus importantes de l’ordre de

10 moli (voir tableau VII).

4,•

AR libre 1O6mol/L

•0
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Tableau VII Densité vasculaire des cultures en présence d’AR libre à J7

J7 Culture témoin En présence d’AR En présence d’AR
libre 1O mol/L libre 1O mol/L

Puits 1 11,2 8,7 3,7

Puits 2 8,5 2,8 8,6

Puits 3 8,9 6,2 1,3

Puits4 13,6 0 0

Puits 5 12,8 3,7 5,1

Puits 6 15,3 5,1 6,6

Médiane 12 4,4 4,4

Moyenne 11,7 4,4 4,2

Ecart type 2,7 2,9 3,2

Pourcentage 0% 62% 64%
d’ inhibition
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3.5.1.2 Culture à J15:

Culture témoin

-

, .i

I. •1

f’

AR libre 1O6mol/L AR libre 1O4mol/L

Figure 23 . Photos des dfférentes cultures en présence d AR libre à

J15
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Tableau VIII : Densité vasculaire des cultures en présence d’AR libre à Ji 5

J 15 Culture témoin Acide rétinoïque Acide rétinoïque
libre 106mo1/L libre 104mo1/L

Puits 1 41,2 16,9 7,8

Puits 2 35,4 8,7 17,2

Puits 3 28,2 10,3 9,1

Puits 4 47,5 6,6 6,7

Puits 5 22,4 12,3 12,7

Puits 6 30,7 15,2 13

Médiane 33,1 11,3 10,9

Moyenne 34,2 11,7 11,1

Ecart type 9,1 3,9 3,9

Pourcentage 0% 65% 67%
d’ inhibition

Quinze jours après la mise en culture, on n’a pas noté de modification

importante, en effet, le pourcentage d’inhibition est passé de 62% à 65% pour

la concentration de 1 OE6mol/L et de 64% à 67% pour 1 04mo1/L avec une

différence toujours significative par rapport au témoin (p=O,OO2). Cependant la

différence entre les groupes ayant reçu des concentrations différentes, n’est pas

statistiquement significative.
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En effet, ces résultats rejoignent ceux constatés par Soumitro Pal et al. qui ont

noté au cours d’une expérience sur le modèle de CAM modifié que l’acide

rétinoïque tout trans inhibe le développement normal des vaisseaux sanguins,

cette inhibition atteint les 50% pour une concentration de 10. lOE6mol/L [781.

De plus, l’étude de Lingen et al. a montré que l’administration systémique

d’acide rétinoïque à une dose de lmg/kg/jour inhibe l’angiogenèse induite par

un stroma tumoral conditionné sur un modèle de cornée de souris [84]. Par

ailleurs, l’étude de Barbara Vega Diaz et al. utilisant des kératinocytes

normales humaines dans des cultures conventionnelles ainsi que des souris

nude ayant une greffe de peau in vivo, ont montré que les rétinoïdes peuvent

inhiber l’induction du gène VEGf au niveau de la transcription et de ce fait

inhibent l’angiogenèse [$51.
Cependant, les études portant sur l’acide rétinoïque présentent plusieurs

controverses. En effet, l’étude de Toshitaka Maeno et al. montre que

l’utilisation de l’acide rétinoïque tout trans accroît significativement la

production du VEGF [$6]. De plus, l’étude de Carlo Gaetano montre que

l’acide rétmoïque tout trans stimule la sécrétion de fGf-2 et qu’il augmente la

prolifération des cellules endothéliales d’origine bovine ainsi que leur

différenciation[$7], ceci conduit à des structures tubulaires. Il stimule

l’angiogenèse sur un modèle de CAM et la co-injection sous-cutanée à des

souris de cellules endothéliales bovines prétraitées par l’ATRA avec du

matrigel induit la néovascularisation au niveau du bouchon de matrigel.
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3.5.2 Acide rétinoïque encapsulé:

3.5.2.1 Première culture àJ7:

Culture témoin

A

• e.
S...

• ‘-6•54

,-

:

t

En présence d’AR encapsulé
(1 O4molIL)

figure 24 Photos des dy7érentes cultures en présence d AR

S.

•‘.

.-•.,S.S,.S

••.,,,a. ••_

—

a • 0
j!

En présence d’AR encapsulé
(2.1O5molJL)

encapsulé à J7
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Tableau DC Densité vasculaire des cultures en présence d’AR encapsulé à 17

J7 Culture En En En En
témoin présence présence présence présence

d’AR d’AR d’AR d’AR
encapsulé encapsulé encapsulé encapsulé
(2. 105M) (4. 105M) (1 04M) (2. 104M)

Puits 1 5,6 1,4 2,5 0 0

Puits 2 6,1 3,6 4,6 0 0

Puits 3 4,5 2,7 0,4 0 0

Puits4 - 2,3 0 0 0

Médiane 5,6 2,5 1,4 0 0

Moyenne 5,4 2,5 1,9 0 0

Ecart type 0,8 0,9 2,1 0 0

Pourcentage 0% 55% 75% 100% 100%

d’ inhibition

culture perdue, car l’anneau mis en culture contenait du sang.)

En exposant les anneaux d’aorte à l’acide rétinoïque encapsulé dans des

nanosphères, on a noté une inhibition dose dépendante de la néoangiogenèse,

cette inhibition est statistiquement significative pour les différentes

concentrations utilisées en les rapportant à la culture témoin faite dans les

mêmes conditions. En effet, à une concentration de 2. lOE5mol/L on assiste à

une inhibition de 55% (p=0,O57), elle est de 75% pour une concentration de

4.lOE5mol/L (p=O,l 14) et atteint les 100% à partir de 104mo1/L (p=0,057). Ces

résultats ne sont pas différents selon le test de Mann-Withney mais ils le sont

selon le t de Student.
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Cette culture n’a pu être gardée au-delà de 7 jours, car les suspensions de

nanosphères n’étaient pas stériles et donc on a eu un développement de

colonies bactériennes à la surface du collagène.

On a donc procédé à la stérilisation des suspensions de nanosphères; en effet,

on a étalé les nanosphéres sèches dans une boîte de pétri qu’on a placé sous

une lampe 13V pendant 15 minutes, puis on les a dispersées dans une solution

aqueuse de cyclodextrine préalablement autoclavée, et on a de nouveau placé

la suspension sous la lampe UV pendant 15 minutes.

Toutes ces opérations ont été effectuées sous une hotte stérile.

3.5.2.2 Deuxième culture à J7:

.4
‘4.

—

.

Nanosphères d’AR
1 Œ4moUL

figure 25 : Photos des différentes cultures en présence d ‘AR

encapsuÏé àJ7

-“-. •1_
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\1 - Ç

r

Culture témoin

Nanosphères d’Ai? Nanosphères d’Ai?
iŒ5moUL 5.llÏ5moVL

)
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Celle deuxième expérience montre une inhibition importante de

l’angiogenèse: elle est de l’ordre de 89% pour une concentration de 105mo1/L,

de 63% pour 5. 105mo1/L et de 73% pour lOtmol/L. On remarque que cette

inhibition est indépendante de la dose et ne rejoint pas les résultats de la

première expérience. De plus, l’inhibition obtenue, bien qu’elle soit importante

pour les trois concentrations, elle n’est pas statistiquement significative par

rapport aux cultures témoins.

Tableau X: Densité vasculaire des cultures en présence d’AR encapsulé à J7

17 Culture En présence En présence En présence
témoin d’AR encapsulé d’AR encapsulé d’AR

105mo1/L 5. 1Omo1/L encapsulé
lO4mol/L

Puits 1 26,9 7,1 17,6 7,1

Puits 2 2,1 13,5 1,1 19,7

Puits3 0 0 9,9 0

Puits 4 31,1 2,3 28,7 2,3

Puits 5 32,2 2,7 6,9 15,7

Médiane 26,9 2,7 9,9 7,1

Moyenne 18,5 5,1 12,8 8,9

Ecart type 16 5,3 10,6 8,4

Pourcentage 0% 89% 63% 73%
d’ inhibition
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3.5.2.3 Deuxième culture à J15:

t \

I L -

Nanosphères d’Ai?
1 t7nwt/L

Figure 26. Photos des c4fférentes cultures en présence d ‘AR

encapsulé àJl5
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Nanosphères d’Ai? Nanosphères d’Ai?
s. UF5moUi.
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Tableau Xl: Densité vasculaire des cultures en présence d’AR encapsulé à Ji 5

J15 Culture En présence En présence En présence
témoin d’AR encapsulé d’AR d’AR

1 OEmol/L encapsulé 5. encapsulé
lO5mol/L 104mol/L

Puits 1 60,5 19,7 0 3,9

Puits 2 39,5 21,3 37,3 45,3

Puits 3 36,8 4,1 10,3 5,2

Puits 4 51,6 8,5 21,3 0

Puits 5 58,1 9,2 37,5 13,5

Médiane 51,6 9,2 21,3 5,2

Moyenne 49,3 12,5 21,2 13,5

Ecart type 10,7 7,5 16,5 18,4

Pourcentage 0% 82% 58% 89%
d’ inhibition

Quinze jours après la mise en culture, les pourcentages d’inhibitions sont

légèrement modifiés cependant ils sont devenus statistiquement significatifs.

En effet, à lOE5mol/L, l’inhibition est de 82% avec pO,0O8, à 5. lOE5mol/L,

elle est de 58% avec p=O,O32 et à lO4mol/L, elle est de 89% avec p=0,O32 (par

comparaison au témoin).

La différence notée entre les 2 expériences pourrait être expliquée par le fait

que pour la première expérience les nanosphères pouvaient contenir de l’acide
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rétinoïque libre à la surface des particules ce qui aurait agit comme dose de

charge dès le premier jour, alors que pour la deuxième expérience, l’exposition

des nanosphères à la lumière UV aurait détruit l’acide rétinoïque libre ce qui

explique le délai d’action.

4 Conclusion:

L’angiogenèse est un processus survenant aussi bien au cours de situations

physiologiques qu’au cours de situations pathologiques telles que les maladies

ischémiques, les maladies inflammatoires chroniques ainsi que la croissance

tumorale.

La compréhension que la croissance tumorale est dépendante de l’angiogenèse

a entraîné le développement de nouvelles stratégies pour le traitement direct au

niveau de la vascularisation de la tumeur.

Des avances importantes ont été réalisées au niveau de la compréhension des

différentes voies de régulation impliquées dans les différentes étapes de

1 ‘angiogenèse.

En effet, l’angiogenèse tumorale peut être schématiquement divisée en 5

étapes:

• Production de facteurs angiogéniques par les différentes cellules

ischémiques: signal angiogénique.

• Production de protéinases par les cellules vasculaires endothéliales

permettant la destruction de la membrane basale les entourant.

• Migration des cellules endothéliales vers le signal angiogénique.

• Prolifération pour former des néovaisseaux.

e Formation de structures tubulaires avec une lumière et une nouvelle

lame basale.
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Figure 27 : Angiogenèse tumorale

Le concept que la croissance tumorale et sa métastatisation puissent être

inhibées en supprimant l’angiogenèse tumorale a été largement confirmé dans

des modèles tumoraux expérimentaux. Ces résultats ont fait naître l’idée que la

suppression de l’angiogenèse tumorale puisse être utilisée pour traiter le cancer

humain.

Plusieurs études in vitro et in vivo ont été développées pour pouvoir comparer

l’efficacité des composés anti-angiogéniques. Afin de caractériser les effets

potentiels de ces molécules, qui peuvent constituer une nouvelle approche pour

traiter les maladies angiogéniques et les tumeurs solides, le modèle sur aorte de

rat nous semble être le plus commode. De plus, ce modèle permet l’étude de la

réponse angiogénique spontanée ainsi que le maintien du processus

angiogénique.

Pour la quantification de la réponse aux facteurs anti-angiogéniques on s’est

limité au calcul de la densité vasculaire suite à un traitement manuel des

photos. Ceci constitue une limite pour cette étude qui devrait être complétée

par le calcul du nombre, de la longueur et des embranchements

des microvaisseaux.
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Le but du projet consistait à mettre au point le test sur anneaux d’aorte de rat

dans le but de nous permettre de tester:

- le 2-méthoxy-œstradiol en tant que produit de référence pour vérifier

l’efficacité de la technique,

- le paclitaxel connu pour avoir des propriétés à la fois anticancéreuses et

anti-angiogéniques,

- l’acide rétinoïque sous forme libre et encapsulée afin d’évaluer l’apport de

l’encapsulation.

Les premières expériences réalisées dans le but de mettre au point la technique

nous ont permis de noter que:

- la croissance vasculaire en fonction du temps suit une fonction exponentielle

qui débute pendant la semaine suivant la mise en culture pour atteindre un

plateau au-delà de la 3ème semaine,

- le délai d’apparition de nouveaux vaisseaux dépend de la corpulence du rat,

en effet, on a noté que plus le rat est engraissé, plus ce délai augmente,

- l’erreur relative due à l’expérimentateur varie de 1 à 3%.

Les expériences testant les produits anti-angiogéniques ont les résultats

suivants:

- le 2-méthoxy-œstradiol permet une inhibition de 95% pour une concentration

de 2. 1OEmol/L et de 100% pour une concentration de 4. 10mol/L. Cette

inhibition est statistiquement significative pour les deux concentrations

comparées à la culture témoin: p=0,0i3 pour 2ME (2.lOE6mol/L) et

p=0,011 pour 2ME (4.106mo1/L); cependant la différence entre les deux

concentrations utilisées n’est pas statistiquement significative : p=O,69,

- le paclitaxel a entraîné, une inhibition de la néoangiogénèse atteignant les

96 % et concentration dépendante. En effet, en utilisant des concentrations de
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l’ordre de lOnM on n’a pas noté de différence avec le groupe témoin, le

pourcentage d’inhibition est de 0% (p=O,9). A des doses de i00.i09rnoi/L le

pourcentage d’inhibition est de 32%(p=0,245). Enfin, à des doses plus

importantes de l’ordre de 1000. i09rnobt le pourcentage d’inhibition atteint

96% avec une différence statistiquement significative par rapport au groupe

témoin (p=O,O26),

- l’acide rétinoïque montre un effet antiangiogénique à des doses de

106mo1/L avec un pourcentage d’inhibition de 62% avec une différence

statistiquement significative par rapport à la culture témoin (p=O,OO1) sans

différence notable lors de l’utilisation de concentrations plus importantes de

l’ordre de 10 mo1/L

- les nanosphères donnent une meilleure inhibition que l’acide rétinoïque

libre dans la mesure ou ils sont accompagnés d’une dose de charge.

Ces résultats obtenus confortent l’hypothèse qui stipule que l’acide rétinoïque

a une activité anti-angiogénique, cette hypothèse qui d’après les données de la

littérature semble être vérifiée in vivo [8$-90]. Cependant, les études in vitro

montrent des résultats très variables notamment en ce qui concerne la

production du VEGF qui selon le type de cellules utilisées, peut être stimulée

ou inhibée [$6]. Les raisons pour lesquelles l’acide rétinoïque présente des

effets controversés ne sont pas claires pour le moment, c’est pourquoi, il

faudrait approfondir cette recherche afin de confirmer les résultats obtenus et

d’essayer de trouver des explications concernant la variabilité de l’action de

cette molécule.

Par ailleurs, l’utilisation de nanoparticules contribue non seulement à la

protection d’un agent actif sensible, mais aussi à la vectorisation du

médicament, en d’autres termes ces nanoparticules permettent le transport des

molécules biologiquement actives jusqu’à leur cible biologique. Ceci est

d’autant plus intéressant, que dans le cas d’utilisation d’agents
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antiangiogéniques, il serait important de n’agir qu’au niveau du site de la

pathologie.

Des essais d’encapsulation du paclitaxel sont en cours dans le laboratoire.

Étant donné que cette molécule est connue pour avoir une activité

antinéoplasique en plus de son activité antiangiogénique, il serait intéressant de

pouvoir la vectoriser et cibler ainsi le site tumoral. Des études in vivo,

notamment sur un modèle de tumeur, seraient souhaitables pour compléter ce

projet.

Enfin, je dirai que ce travail ne constitue qu’une infime partie et que les

inhibiteurs de l’angiogenèse sont des drogues cytostatiques qui nécessitent de

plus amples investigations expérimentales ainsi qu’une évaluation clinique

adéquate. Il est aussi important que ces agents gagnent les cellules

endothéliales cibles ainsi que le microenvironnement avec des concentrations

optimales afin de pouvoir affecter correctement le compartiment stromal de la

tumeur.
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