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L’angiogenèse est définie comme étant le résultat de la formation de nouveaux 

vaisseaux sanguins provenant de la vasculature déjà présente et d’un processus multiple 

comprenant la prolifération des cellules endothéliales (CEs), leur migration et la formation 

d’un plexus vasculaire supporté par les péricytes et les constituants de la membrane basale. 

Ces processus sont cruciaux pour la croissance et l’invasion tumorales (Carmeliet et al., 

2011). 

 Dès les années 1900, les chercheurs ont mis en évidence que les cellules tumorales 

communiquent avec les cellules de l’organisme hôte, elles sont capables de stimuler la 

prolifération de nouveaux capillaires (10 à 40% des cellules de la tumeur sont des cellules 

endothéliales). Ce phénomène est commun à un grand nombre de tumeurs et il est 

indispensable pour la croissance tumorale (Algire et al.,1945).  

En 1968, deux équipes ont mis en évidence dans deux modèles différents, que les 

tumeurs sont capables d’induire la croissance de nouveaux capillaires à distance (Greenblatt 

et al., 1968 ; Ehrmann et al., 1968). Mais l’essor de l’angiogenèse tumorale a commencé en 

1971 avec le travail de Judah Folkman. Il émet l’hypothèse qu’une tumeur au-delà de 

quelques millimètres cubes a besoin d'induire la formation de nouveaux vaisseaux sanguins 

qui lui apporteront l'oxygène et les éléments nutritifs indispensables à son développement. 

Elle reste dans un état de dormance tant qu’elle sera a-vasculaire(Folkman 1971). Cette idée a 

marqué le début de la recherche dans le développement des traitements anti-angiogéniques et 

Folkman fut le premier à parler du concept de thérapie ciblée.  

A partir de là, un nombre croissant d’équipes de recherche s’intéresse à ce concept et 

les travaux valident l’importance de ce mécanisme dans la croissance tumorale avec la 

découverte du facteur de croissance de l’endothélium vasculaire (VEGF : Vascular 

endothelial growth factor) ; l’élément clé du processus angiogénique. Dans les années 2000, 

la découverte de molécules inhibitrices explosent et en 2004 le rêve de Folkman devient 

réalité avec la mise sur le marché de la première thérapie anti-angiogénique pour le traitement 

du cancer colorectal : le bévacizumab ; un anticorps monoclonal humanisé ciblant le VEGF 

(Hurwitz et al., 2004).  

 Cependant, le traitement par les anti-VEGF n’était pas toujours bénéfique et ne 

montrait pas d’amélioration de la survie globale des patients (Goel et al., 2011), d’où la 

nécessité de chercher ou de développer d’autres molécules angio-inhibitrices capables de 

répondre correctement au concept de la thérapie ciblée.  

http://fr.wikipedia.org/wiki/Endoth%C3%A9lium
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Selon Folkmann, La cible ici est la CE, d’autant plus intéressante qu’elle est 

considérée comme génétiquement très stable et donc moins susceptible de mettre en place des 

mutations lui permettant d’acquérir des résistances. 

D’après la littérature, l’homocystéine (Hcy) est définie comme étant une molécule 

angiotoxique dont les effets cytotoxiques et apoptotiques sur les CEs ont été analysés dans des 

études in vivo et in vitro (Matthias 1996 ; Tyagi et al.,2006). Cette idée a annoncé le début de 

la recherche dans le développement de l’angiogenèse pathologique le cas des maladies 

inflammatoires, la rétinopathie et le cancerqui constitue actuellement une cible de choix pour 

les chercheurs. 

 En effet, les premières approches visant à étudier le rôle de l’Hcy dans l’angiogenèse 

ont procédé par évaluer son implication dans la régulation des taux du VEGFet cela à des 

concentrations dites cytotoxiques hautement élevées par rapport aux niveaux cliniques. Les 

rapports qui se découlent sont contradictoires ; pour certains l’Hcy stimule l’expression du 

VEGF (Meada et al., 2003 ; Lee et al.,2007) et pour d’autres il l’inhibe (Bosch-Marcé et 

al.,2005 ; Zhang et al.,2012).  

Actuellement, les études tentent toujours à définir cette corrélation et à expliquer ses 

mécanismes moléculaires en s’intéressant non seulement au gène du VEGF-A et à ses 

récepteurs, mais aussi aux diffèrent signaux du microenvironnement tumoral capables 

d’affecter le phénotype des CEs et de là les niveaux d’expression du VEGF-A, tels que les 

oncogènes, les métalloprotéases(MMP), les cellules endothéliales progénitrices (CEP) et 

l’hypoxie. 

L’objectif de ce travail de thèse a été d’étudier d’une part, l’effet de 

l’hyperhomocystéinémie sur le processus angiogénique dont les différentes étapes ont été 

modélisées in vitro, suivant des concentrations définies par la littérature comme étant 

cytotoxiques et physiopathologiques.  

Et d’autre part, son implication dans l’invasion tumorale (in vivo et in vitro) en visant 

le VEGF en tant que premier coupable de l’établissement et la propagation d’un réseau 

vasculaire tumoral, ainsi que deux principaux effecteurs de ses voies de signalisations et du 

microenvironnement tumoral : le facteur induit par l’hypoxie (HIF-1α ; Hypoxia inducible 

factor-1 alpha) et l’ostéopontine (OPN). Cette dernière est récemment incriminée dans la 

tumorogenèse(Chakraborty et al., 2008 ; Wu et al., 2013)mais la littérature n’évoque aucun 

lien avec l’Hcy. 
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C’est ainsi qu’on a envisagé de présenter dans ce manuscrit une synthèse 

bibliographique sur le processus angiogénique et le rôle essentiel qu’y jouent le VEGF-A et 

ses récepteurs. L’accent y est également mis sur l’HIF-1α et l’OPN en tant que   principaux 

facteurs d’induction de l’angiogenèse tumorale consécutives à l’expression du VEGF-A et 

aussi en tant que futures cibles thérapeutiques et en fin un état de connaissance sur la relation 

entre l’homocystéine et l’angiogenèse.  
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1-L’Angiogenèse 

1.1-Définition 

L’angiogenèse est un processus dynamique grâce auquel de nouveaux capillaires sanguins 

sont formés par excroissance ou bourgeonnement de vaisseaux préexistants. Ce phénomène 

diffère de la vasculogenèse, résultant de la différenciation des angioblastes pendant 

l’embryogenèse pour former les vaisseaux sanguins primitifs. Le terme néovascularisation 

s’applique aux deux processus (Carmeliet et al., 2011). 

Le terme angiogenèse a été utilisé pour la première fois en 1787 par le Dr John Hunter. Il 

provient du Grec « angio » pour vaisseaux et « genèse » pour création. L’angiogenèse 

intervient non seulement lors du développement embryonnaire, mais aussi chez l’adulte dans 

des processus physiologiques (la cicatrisation, lavascularisation mammaire et fœto-

placentaire) et dans de nombreuses pathologies, notamment lors de la croissance tumorale et 

de la dissémination de métastases. 

1.2-Formation d'un nouveau capillaire 

Chez l’homme et les mammifères, les capillaires sont les vaisseaux les plus fins du 

système artériel (le diamètre de leur lumière est de 5 à 8 µm et celui des couches cellulaires de 

1 µm). Ils sont constitués uniquement d’une couche de cellules endothéliales (CEs) 

recouverte de quelques péricytes associés à la membrane basale vasculaire elle-même 

composée essentiellement de collagène type IV. 

1.2.1- L’endothélium : Les CEs  

● Structure et propriétés des CEs 

Les CEs sont polarisées, leur paroi basale est ancrée sur la matrice extracellulaire 

composée de macromolécules de nature collagènique et de protéines adhésives (collagène, 

fibronectine, facteur von Willebrand). Leur face vasculaire est en contact avec le sang 

circulant. Physiologiquement elle représente une surface non thrombogène du fait de son 

organisation et de la production par les cellules des substances anticoagulantes et 

antiagrégantes plaquettaires.  

Elles ont une forme aplatie (0,1-1 µm) polygonale de quelques micromètres 

d’épaisseur, 10-15µm de largeur et 20-50µm de longueur orientées dans la direction du flux 

sanguin (Chappey et al., 1997). L’intégrité endothéliale est assurée par des systèmes 

d’adhérence cellule/cellule et cellule/matrice. Les protéines de la matrice extracellulaire 
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interagissent avec des récepteurs de la famille des intégrines présents sur la surface 

endothéliale. L’adhérence entre cellules est contrôlée par des molécules d’adhésion 

(intégrines, cadhérines, PECAM-1-Platelet endothelial cell adhesive molecule-1). (figure 1) 

 

 

Figure 1 : Représentation schématique de la cellule endothéliale. (D’après Legrand et al., 1987). 
Abréviations : m : mitochondrie ; n : noyau ; MB : membrane basale ; RE : réticulum 

endoplasmique ; WP : corps de Weibel Palade.  

 

● Fonctions : 

Véritable interface entre le sang et les cellules musculaires lisses de la média, 

l’endothélium occupe une position anatomique stratégique dans la paroi vasculaire. Ces 

cellules exercent un rôle essentiel dans plusieurs fonctions physiologiques fondamentales. 

Chez l’homme, l’endothélium forme une surface d’échange considérable (5000m2) qui 

module l’homéostasiedes vaisseaux en intervenant, notamment, sur la perméabilité, le tonus 

vasculaire, le système de coagulation et l’angiogenèse (Pries et al., 2006).  

Les cellules endothéliales saines maintiennent une balance très fine entre :  

- Vasoconstriction et vasodilatation. La régulation de la vasotonicité se fait via la sécrétion de 

substances vasoconstrictrices comme l’endothéline, et via la sécrétion de substances 

vasorelaxantes comme le monoxyde d’azote (NO).  

- Hémostase et thrombose, c'est-à-dire entre l’anti-coagulation et la procoagulation. 
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- Adhésion et libre circulation des cellules sanguines, c'est-à-dire dans l’équilibre de la 

réponse immunitaire, par son implication dans la réponse inflammatoire (Sahni, 2007).   

1.2.2- L’angiogenèse et l’expansion du réseau primaire 

L'initiation du phénomène d'angiogenèse nécessite une modification du phénotype des 

cellules endothéliales sous l'effet d'une stimulation. Celle-ci peut être physiologique, comme 

l'hypoxie qui entraîne la sécrétion d'un facteur mitogénique puissant appelé VEGF (vascular 

endothelial growth factor), ou inflammatoire après une lésion ou une infection, ou encore 

associée à la présence d'une tumeur invasive (Djonov et al., 2003).  

La croissance, l’expansion et le remodelage du plexus vasculaire primaire en un réseau 

vasculaire mature se produisent lors de deux types de processus d'angiogenèse : 

bourgeonnement et intussusception (Carmeliet et al.,  2011).  

●Angiogenèse bourgeonnante 

C’est le phénomène le plus courant et le mieux caractérisé. Elle se réalise grâce à la 

succession de plusieurs étapes qui sont sous la dépendance de facteurs pro-angiogéniques et 

anti-angiogéniques.Les cellules endothéliales sont les principaux acteurs de ce processus mais 

d’autres types cellulaires y participent également comme les cellules musculaires lisses, les 

péricytes, les cellules inflammatoires et les fibroblastes (Coussens et al., 2000).  

Les étapes initiales comprennent la vasodilatation du vaisseau parental ce qui réduit la 

cohésion entre cellules endothéliales adjacentes, la dégradation de la membrane basale et du 

conjonctif adjacent par des protéases de type métalloprotéinases MMP-2 et MMP-9 ainsi que 

par les activateurs du plasminogène. Ces enzymes permettent de créer un espace de migration 

pour les cellules endothéliales et de libérer des facteurs de croissance (FGF-2, VEGF-A) 

séquestrés dans la matrice extracellulaire (Benjamin et al.,1998), (figure 2A). Les vaisseaux 

sont ensuite déstabilisés sous l'action de l'angiopoiétine-2 (Ang-2), ligand du récepteur Tie-2 

et ainsi antagoniste naturel de l'angiopoiétine-1 (Chang et al., 2001). 

Vient ensuite une phase de migration des cellules endothéliales, de prolifération, 

d'élongation et de mitose puis celle d'assemblage en tubules pour parvenir au bourgeonnement 

du capillaire (Gerhardt et al.,2003), (figure 2B). La dernière étape consiste en la stabilisation 

des vaisseaux pendant ce qu'on appelle la phase de maturation : il s'agit du recrutement de  

péricytes et de cellules musculaires lisses, ainsi que la formation d'une nouvelle 

membrane basale (Darland et al., 2001). (figure 2C) 
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Certains vaisseaux, vont encore évoluer en augmentant leur diamètre et l'épaisseur de 

leur paroi. A ce stade, le réseau peut encore régresser complètement en absence du VEGF, 

sinon il s'implante définitivement et la machinerie de l'angiogenèse s'éteint (Suri et al., 1998). 

 
Figure 2 : Les étapes de l’angiogenèse par bourgeonnement. (D’après Carmeliet  et al.,2011) 

Abréviations :NRP-1 ou -2 :neuropiline-1 ou -2 ;Dll4 : delta-like ligand-4 (ligand de 
notch) ;FGF 2 :Fibroblast Growth Factor 2; CXCL12 : Stromal cell-Derived Factor 1 ; 

PDFGR :Platelet Derived Growth Factor Receptor . 
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●Angiogenèse par intussusception 

A la différence de l’angiogenèse bourgeonnante, l’angiogenèse par intussusception ne 

nécessite pas une prolifération importante des cellules endot ;héliales mais plutôt un 

réarrangement des structures préformées. L’intussusception est un processus angiogénique au 

cours duquel un vaisseau quiescent peut se scinder en deux vaisseaux par compartimentation. 

(Patan et al., 1996), (figure 3A). Ce processus est initié par une invagination de la paroi du 

capillaire à l’intérieur de la lumière et aboutit à la création d’une zone de contact entre les 

deux parois opposées du capillaire (figure 3B). Ce contact entraîne une réorganisation des 

jonctions entre les cellules endothéliales et la formation d’une séparation interstitielle qui est 

rapidement envahie par des péricytes ou des myofibroblastes (figure 3C). Ces cellules péri-

capillaires vont alors synthétiser une matrice extracellulaire permettant d’augmenter la 

séparation entre les deux vaisseaux néoformés (Djonov et al., 2003). (figure 3D)  

Figure 3 : Les étapes de l’angiogenèse par « intussusception ». (D’après Djonov et al., 2003) 

 

1.3-L’angiogenèse tumorale 

La progression et la propagation tumorales nécessitent l’induction d’une angiogenèse 

appelée « switch angiogenic » ou commutation angiogénique qui sépare deux phases de ce 

développement tumoral.  

Dans la première phase dite pré invasive, une tumeur maligne ne peut dépasser 1 à 2 

millimètres de diamètre si elle n’est pas en mesure d’induire la formation de nouveaux 

vaisseaux sanguins susceptibles de lui apporter l’oxygène et les éléments nutritifs nécessaires 

à sa croissance et d’éliminer ses déchets. Ces masses tumorales oscillent entre prolifération et 

apoptose. Dans la deuxième phase, une vascularisation massive des tumeurs permet à celles-ci 

de devenir invasives et métastasiques (Papetti et al., 2002). (figure 4) 
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Figure 4 : Les principaux acteurs de l’angiogenèse tumorale.(D’après Folkman, 2007) 
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1.3.1-Notion de commutation ou « switch »angiogénique  

 En 1945, Algire propose que l’acquisition par les cellules tumorales de la capacité à 

induire la croissance de nouveaux vaisseaux est une étape significative de la tumorigenèse 

(Algire et al,1945). En 1971, Folkman émet l’idée que la grande majorité des cellules 

tumorales doivent initier une angiogenèse tumorale en produisant des substances diffusibles 

proangiogéniques ou TAFs (Tumor Angiogenic Factors ) pour former des tumeurs décelables 

(Folkman 1971; Folkman 1974). Il émet alors l’hypothèse qu’en bloquant l’action des 

substances pro-angiogéniques on peut stopper la croissance tumorale                                

(Folkman et al., 1987).   

A l’état physiologique, il existe un équilibre naturel entre les agents pro et 

antiangiogéniques au cours de la vie adulte ainsi maintenant le réseau vasculaire dans un état 

de quiescence. Le « switch » angiogénique est alors en position « Off ». Au sein de la tumeur, 

cet équilibre est perpétuellement perturbé du fait de la sécrétion de facteurs pro-

angiogéniques. La rupture de cet équilibre initie l’angiogenèse, le « switch » est alors en 

position « On » (Bergers et al., 2003). (figure 5) 

 

Figure 5 : Concept de commutation « switch » angiogénique et normalisation de la 

vascularisation tumorale. (D’après Jain et al., 2005) 
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1.3.2-Régulation moléculaire de l’angiogenèse tumorale 

L’angiogenèse tumorale aboutit à une architecture vasculaire immature et plastique 

(capillaires fenestrés sans ou avec peu de cellules murales) permettant une perfusion sanguine 

irrégulière, voir chaotique de la tumeur. Ceci a pour conséquence de créer un cercle vicieux 

d’angiogenèse en maintenant une hypoxie et une acidification de certaines zones. Celles-ci 

n’ont pas accès aux nutriments et à l’oxygène sécrètent par conséquent des facteurs pro-

angiogéniques en continue(Hashizume et al.,2000).(figure 6) 

●Les signaux environnementaux :  

L’activation d’oncogènes et/ou l’inactivation d’anti-oncogènes : l’oncogène Bcl2 qui 

est une protéine anti-apoptotique, transfectée dans des cellules tumorales induit une 

augmentation de l’expression du VEGF-A (Fernandez et al., 2001). Le gène suppresseur de 

tumeur p53 influence indirectement la commutation angiogénique en augmentant en 

modulant les effets du facteur HIF-1α, inhibant ainsi la transcription du VEGF-A              

(Zhang et al.,2000). A ces modifications génétiques s’ajoute des stress métaboliques 

(hypoxie, hypoglycémie, acidification du milieu, etc.), des stress mécaniques, ou encore une 

réponse immune et inflammatoire (Carmeliet et al., 2000). 

●Les facteurs angiogéniques : 

Si depuis longtemps les cellules tumorales ont été considérées comme les principales 

initiatrices du « switch » angiogénique via la sécrétion de facteurs pro-angiogéniques, 

d’autres types cellulaires tels que les cellules hématopoïétiques, les cellules endothéliales, les 

cellules murales, ou les protéines de la matrice extracellulaire y participent. Ces facteurs 

endogènes pro- et anti-angiogéniques sont de différentes natures : facteurs de croissance, 

cytokines, protéases, ou dérivés du clivage de la matrice extracellulaire.  

Parmi les régulateurs clés de l'angiogenèse figurent le VEGF-A et ses récepteurs           

les FGFs et leurs récepteurs, les angiopoïétines / Tie2, les métalloprotéases et les activateurs 

du plasminogène. Des régulateurs négatifs endogènes comme la thrombospondine, 

l'angiostatine, l'endostatine, et le facteur plaquettaire-4 ont également été décrits.Certaines 

cytokines TGF-β (Transforming Growth Factor-β) et TNF-α (Tumor Necrosis Factor-α) ainsi 

que des métalloprotéinases matricielles, sont connues pour leurs rôles pro- et anti-

angiogéniques (Carmeliet 2003). (figure 6) 
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Figure 6 : Régulation moléculaire de l’angiogenèse tumorale. (D’après Bikfalvi, 2003)  

Abréviations : TSP1 (thrombospondine 1) ; PF4 (facteur plaquettaire 4) ;                                          

VHL (facteur Von Hippel Linau) 

 
●Ostéopontine (OPN) :  

 

Actuellement, les études sur l’OPN, connaissent un regain d’intérêt, surtout après la 

mise en évidence de sa localisation ectopique en dehors des tissus osseux. L'OPN joue un rôle 

dans l'angiogenèse et la tumorogenèse en inhibant l’apoptose des cellules endothéliales                     

(Khan et al., 2002), en leur conférant une cytoprotection via l’activation de la voie 

PI3K/AKT, ce qui induit l’augmentation de Bcl-xL (B-cell lymphoma-extra large) et 

l’activation de la voie NF-κB (Nuclear Factor-kappa B). L’OPN augmente également 

l’expression du VEGF et l’activation du récepteur KDR (Kinase insert Domain containing 

Receptor) par la phosphorylation de AKT (protéine kinase B )et ERK (Extracellular signal-

Regulated Kinase) (Dai et al., 2009). (figure 7) 
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Figure 7 : Implication de l’OPN dans la physiopathologie tumorale.                   
(D’aprés Shevde et al.,2014) 

 

2-VEGF-A et induction de l’angiogenèse  

2.1- Le VEGF-A 

 Le VEGF a été initialement caractérisé comme un facteur capable d’accroître la 

perméabilité vasculaire (Senger et al., 1983). Cette protéine associée à la formation d’œdèmes 

cérébraux dans les gliomes a été nommée vascular permeability factor (VPF). En 1989, Plouët 

et Ferrara rapportent indépendamment la purification d’un facteur mitogène pour les CEs 

qu’ils ont nommé respectivement vasculotropine (Plouet et al., 1989) et vascular endothelial 

growth factor (Ferrara et al.,1989). L’attribution des mêmes activités physiologiques ou 

pathologiques vis-à-vis de la croissance des vaisseaux a conduit à définir un seul et même 

facteur appelé VEGF (Leung et al., 1989). Ce facteur est considéré comme le médiateur 

majeur des processus de vasculogenèse et d’angiogenèse lors de nombreuses conditions 

physiologiques ou pathologiques (Ferrara et al. 2003).  

 
2.1.1-Gène du VEGF-A   

Chez l’Homme, le gène codant pour le VEGFA est situé sur la deuxième bande de la 

région 1 des bras courts du chromosome 6 (6p12), il mesure 16 272 paires de bases (pb) et se 

compose de 8 exons séparés par 7 introns (Harper et al.,2008). (figure 8) 
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Sa transcription se fait dans un premier temps sous forme de pré-ARNm qui subit 

différents épissages alternatifs des exons 6 et 7 codants pour le domaine de liaison à 

l’héparine afin de donner 14 isoformes d’ARNm connues à ce jour codant chacun pour une 

isoforme protéique du VEGFA . La dénomination des isoformes du VEGF reflète le nombre 

d’acides aminés contenus dans la protéine. Les principales isoformes sont le VEGF121, le 

VEGF165 et le VEGF189 (Woolard et al.,2009). 

 

 
Figure 8 : Structure du gène du VEGFA. (D’après Harper et al.,2008) 

 

2.1.2-Structure protéique et isoformes  

Les monomères de VEGF-A sont associés par des ponts disulfures entre les résidus 

Cys51 d’une chaîne et Cys61 de l’autre. Un site potentiel de N-glycosylation au niveau du 

résidu Asn74 semble être nécessaire pour l’efficacité de la sécrétion des dimères de VEGF-A 

mais n’intervient pas dans leurs activités biologiques (Claffey et al., 1995).  

L’épissage alternatif des 8 exons composant le pré-ARNm du VEGFA permet de 

générer l’ensemble des 14 isoformes de ce dernier, découvertes à ce jour. Ce mécanisme 

permet la synthèse des isoformes majeures pro-angiogéniques du VEGFA (VEGFA165, 

VEGFA189 et VEGFA121), mais aussi des isoformes mineures (VEGFA206, VEGFA183, 

VEGFA145, VEGFA148 et VEGFA111) dont la fonction reste indéterminée, ainsi que 

d’isoformes anti-angiogéniques (VEGFA189b, VEGFA183b, VEGFA165b, VEGFA145b et 

VEGFA121b) (Hilmi et al., 2012). (figure 9)  

Certaines de ces isoformes peuvent être libérées de la matrice extracellulaire par 

protéolyse de leur partie C terminale. La partie biologiquement active du VEGFA 

correspondant aux 110 acides aminés terminaux, cela suggère que les isoformes courtes du 

VEGFA (VEGFA121 et VEGFA165) seraient sécrétées tandis que les isoformes longues 

(VEGFA189 et VEGFA206) seraient associées à la matrice extracellulaire.  
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Figure 9 : Les différentes isoformes de pré-ARNm du VEGFA. (D’après Hilmi et al., 2012) 

 

 

2.1.3-Régulation transcriptionnelle  

De nombreuses études ont montré que la régulation de l’expression du VEGF-A est 

principalement transcriptionnelle mais elle se fait également par la stabilisation de ses ARNm. 

La région du promoteur du VEGF-A fait 2,4 kb chez l’Homme et ne contient pas de boite          

« TATA » consensus servant à son activation (Chang et al., 2004). 

 Le promoteur du VEGF-A est très conservé entre les espèces, il contient de nombreux 

sites consensus de fixation pour des facteurs de transcription comme : Sp1/Sp3(Specificity 

Protein), Ap-1, Ap-2(Activator Protein), Egr-1 (early gene response protein ), STAT3 (Signal 

Transducer and Activator of Transcription) et HIFs, ainsi que des sites de fixation des 

récepteurs d’hormones comme les œstrogènes (ERE), la progestérone (PRE) ou le récepteur X 

du foie (LRX) ( Pages et al.,2005). (figure 10)  
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Plusieurs paramètres de l’ischémie tumorale comme l’hypoxie ou la carence de glucose 

peuvent également induire la transcription du VEGF-A. De plus, le promoteur de ce gène peut 

être activé par de nombreux récepteurs à activité tyrosine kinase incluant ceux de l’EGF 

(Epidermal Growth Factor), de l’insuline ou des FGFs. Des dénominateurs communs entre 

tous ces signaux sont les voies de signalisation des Mitogen-Activated Protein-Kinases 

(MAP-Kinases) ainsi que de la Phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/Akt. Enfin de nombreux 

oncogènes et gènes suppresseurs de tumeur peuvent également moduler la transcription du 

VEGF-A (Pages et al., 2005). (tableau 1) 

 

Figure 10: Le promoteur du VEGF-A : éléments de réponse et facteurs de transcription. 

(D’après Pages et al., 2005) 

 

Tableau 1 : Les différents facteurs influençant la transcription du VEGF.                                            

(Pages etal., 2005) 

Facteurs de 

transcription 

HIF-1α, HIF-2α, Ap-1, Ap-2, Sp1, Sp3, STAT3, oestrogène, 

progestérone, NF-κB 

Facteurs 

influençant  

les facteurs de 

transcription 

  Il-1β, Il-6, TGFα/β, TNFα, EGF, AMPc, Ca2+, NO, 

Insuline/IGF, HGF, JNK, AMPK, p42/44, PKA, PKC, Akt, 

PI3K, sérum, ischémie, etc 

 

 
 Site d’initiation classique de la transcription  

 Promoteur cryptique  

 Relation entre séquences consensus en  cis et facteurs d’activation en  trans  
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2.1.4- Fonctions biologiques duVEGF-A 

●Activités biologiques 

►Le VEGF-A est connu sous le nom de VPF ou facteur de perméabilité vasculaire.il 

accroît la perméabilité des micro-vaisseaux et induit l’extravasation de liquides et de protéines 

plasmatiques à partir de ces vaisseaux sanguins. Il induit également la vasodilatation de 

capillaires sanguins de manière dose-dépendante en provoquant la synthèse endothéliale de 

NO (Dvorak et al., 1995). 

►Le VEGF-A a la capacité d’activer la prolifération et la migration de cellules 

endothéliales dérivées d’artères, de veines et de vaisseaux lymphatiques in vitro, via 

l’activation des protéases telles que la collagénase interstitielle (MMP-1), l’u-PA et t-PA 

(activateur du plasminogène tissulaire) qui libèrent les cellules de leur ancrage et leur 

permettent ainsi de migrer (Unemori et al., 1992) .  

►Le VEGF-A induit également une forte réponse angiogénique dans un large éventail 

de modèles in vivo (Plouet et al., 1989). C’est aussi un inducteur de lymphangiogenèse, 

processus qui permet la synthèse des vaisseaux lymphatiques (Nagy et al., 2002). 

►Le VEGF-A agit in vitro et in vivo comme facteur de survie pour les cellules 

endothéliales. In vitro, il empêche la mort cellulaire par apoptose lors de la privation de sérum 

dans le milieu de culture (Gerber et al., 1998). In vivo, on constate qu’une inhibition du 

VEGF-A entraîne d’importants changements apoptotiques chez la souris nouveau-né alors 

qu’elle n’a pas d’effet chez la souris adulte (Gerber et al., 1999). Cette fonction protectrice du 

VEGF-A existe aussi pour les cellules endothéliales constituant les vaisseaux sanguins 

nouvellement formés au sein d’une tumeur alors qu’elle disparaît dans des vaisseaux déjà 

établis (Benjamin et al., 1999).  

 ►Le VEGF-A possède un rôle d’interleukine et agit sur les cellules dérivées de la 

moelle osseuse : il induit la chémotaxie des monocytes et la formation de granulocytes et de 

macrophages. Les monocytes, les macrophages et certains lymphocytes T induisent le   

VEGF-A et contribuent ainsi à l’angiogenèse et à la maturation des vaisseaux néoformés lors 

des réactions inflammatoires. Le VEGF-A est également responsable d’une mobilisation 

rapide et accrue de cellules souches hématopoïétiques et stimule la production de 

lymphocytes B et de cellules myéloïdes immatures (Hattori et al., 2001).   
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●Fonctions physiologiques 

Au niveau du développement embryonnaire, le VEGF-A joue un rôle crucial dans les 

processus de vasculogenèse et d’angiogenèse embryonnaires (Ferrara et al., 1996). Il joue 

également un rôle important lors de la vie post-natale précoce et plus particulièrement dans le 

développement d’organes comme le cœur, le rein, le foie, la rétine (Ferrara 2004). Chez 

l’adulte le VEGF-A est essentiellement associé au phénomène d’angiogenèse ovarienne et de 

cicatrisation (Carmeliet 2003).   

●Fonctions pathologiques 

 Dans la majorité des tumeurs humaines, un accroissement de la quantité d’ARNm du 

VEGF-A est observé (Dvorak et al.,1995). De même, la quantité de protéines du VEGF-A 

(sérique, plasmatique, urinaire ou mesurée dans les tumeurs) est globalement augmentée dans 

de nombreux types de cancers tels que les cancers gastriques ou mammaires (Yoshiji et al., 

1996), les ostéosarcomes (Kaya et al., 2000) et les cancers des reins (Takahashi et al., 1994).  

De plus l’expression du VEGF-A est associée au développement de métastases (Rini 

2005).  L’ischémie se développant au sein des tumeurs est un des facteurs inducteurs de la 

vascularisation des tumeurs solides et plusieurs études ont montré que le VEGF-A est exprimé 

dans les régions tumorales hypoxiques et carencées en glucose (Satake et al., 1998).   

Le VEGF-A est également impliqué dans les processus d’inflammation et d’oedèmes 

cérébraux ainsi que dans les maladies cardio-vasculaires, oculaires, inflammatoires et les 

pathologies de l’appareil reproducteur féminin (Dvorak et al., 1995; Carmeliet 2003). 

2.2- les récepteurs VEGF-A et signalisation  

Le VEGF-A est capable de se lier via deux domaines distincts (figure 11) et d’activer 

deux de ses récepteurs à activité tyrosine kinase (RTK) : le VEGFR1 et le VEGFR2. Ces 

RTK sont composés d’un domaine extracellulaire formé de sept domaines de type 

immunoglobuline, une région transmembranaire et un domaine intracellulaire conservé 

comportant deux domaines d’activité enzymatique tyrosine kinase (Terman et al., 1991).  

La fixation d’un homo ou d’un hétérodimère de VEGFs entraîne successivement une 

dimérisation homologue ou hétérologue des RTK puis l’activation de leur activité tyrosine 

kinase intracellulaire. Ces RTK activés phosphorylent de manière croisée des résidus 

tyrosines de leur domaine intracellulaire qui vont servir de point d’ancrage à des protéines 
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possédant des domaines SH2 (ou domaine d’homologie avec Src). Après phosphorylation, 

ces protéines activent alors en cascade d’autres effecteurs cellulaires.  

Le VEGFR-1 intervient dans la vasculogenèse et dans la régulation négative de la 

fixation du VEGF-A sur le VEGFR-2. Le VEGFR-2 induit les effets physiologiques et 

pathologiques majeurs du VEGF-A sur les cellules endothéliales en phosphorylant de 

nombreuses protéines cellulaires. Il contrôle, en effet, la prolifération, la migration et la 

survie des cellules endothéliales ainsi que la perméabilité des vaisseaux sanguins                  

(Cross etal., 2003). (figure 11), (tableau 2) 

 

 

Figure 11 : Les récepteurs et les voies de signalisations impliqués dans 

l’angiogenèse.(D’après Jain et al., 2007) 
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●Les autres VEGFs et leurs récepteurs 

Les autres membres de la famille des VEGFs : VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, et 

VEGF-E, présentent des profils d’expression et des spécificités de fixation aux récepteurs 

(VEGFR-1 à 3) différents. Ils se distinguent également par leur fonction. Les VEGF-C et 

VEGF-D sont majoritairement des facteurs lymphangiogéniques et interviennent dans le 

développement du réseau vasculaire sanguin. Le VEGF-E identifié chez le parapoxvirus 

semble avoir la même activité que le VEGF-A. La fonction du VEGF-B est peu connue mais 

il pourrait contribuer à l’angiogenèse dans les tissus musculaires. 

Le VEGFR-3 fixe les VEGF-C et VEGF-D mais pas le VEGF-A, il joue un rôle dans 

le développement du système cardiovasculaire et lymphatique dans l’embryon et dans la 

régulation de la formation des vaisseaux lymphatiques chez l’adulte                                           

(Jussila et al., 2002). (figure 11)  

En plus de ces récepteurs, les cellules endothéliales expriment la neuropiline-1 

(NRP1) et la neuropiline-2 (NRP2), récepteurs cellulaires transmembranaires simples, qui 

agissent comme des co-récepteurs entre les VEGFs et leurs récepteurs (tableau 2). 
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Tableau 2 : Les récepteurs des VEGFs 



34 
 

2.3- Angiogenèse et contrôle hypoxique du VEGF-A 

2.3.1-Hypoxie tissulaire 

 En condition normale (normoxie), la quantité d’O2 délivrée aux tissus est suffisante 

pour les besoins cellulaires. Ainsi, la pression en dioxygène (PiO2) dans le sang artériel et 

dans les tissus est respectivement de 150 et 40 mmHg. Au contraire, en cas d’hypoxie, la 

quantité d’O2 délivrée est insuffisante par rapport aux besoins cellulaires. En fait, les régions 

tissulaires sont considérées comme hypoxiques lorsque les valeurs de PiO2 sont proches ou 

inférieures à 10 mm Hg. Ceci est ressenti dans l'ensemble des tissus et des cellules qui 

réagissent en activant un nsemble d’effecteurs spécifiques appelés facteurs induits par 

l’hypoxie (HIFs) (Faller et al., 1999). 

2.3.2-Le système HIF 

Les facteurs de transcription HIFs sont des hétérodimères formés d’une sous-unité 

nucléaire exprimée de manière constitutive et ubiquitaire, HIF-1β, et d’une sous-unité 

inductible α. Il existe trois isoformes α (a) : HIF-1α, HIF-2α et HIF-3α .HIF-1 alpha est le plus 

actif de la famille des HIFs. 

● Définition 

HIF-1α ; Le facteur induit par l’hypoxie (ou Hypoxia Inducible Factor) et une protéine 

découverte en 1992 par Gregg Semenza qui étudiait l'érythropoïétine (EPO). En fait, c'est une 

séquence située en position 3’ non-codante dans le promoteur de l’EPO, qui porte le nom 

d’élément réponse à l'hypoxie, hypoxia response element (HRE) et qui fixe la protéine HIF-1 

en situation d’hypoxie (Semenza et al,1992). Par la suite, la séquence HRE a aussi été 

localisée sur plus de 70 autres gènes, tels le VEGF.  

●Structure 

HIF-1 est un hétérodimère obligatoire qui comprend unecomposante alpha de 826 

acides aminés. On la retrouve constituée de 15 exons, sur le chromosome 14 (14q21-q24). De 

son côté, la composante bêta contient 789 acides aminés et est située sur le chromosome 1 

(1q21). Ces deux unités font partie de la grande famille des facteurs de transcription bHLH-

PAS (basic-Helix Loop Helix / Per-ARNT-SIM). Le domaine HLH de la protéine agit sur la 

dimérisation des deux sous-unités alors que la partie basique intervient dans la fixation et la 

spécificité de la liaison de la protéine sur l’ADN. La composante bêta est aussi appelée 

ARNT1 (Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator) et est exprimée de façon 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Acides_amin%C3%A9s
http://fr.wikipedia.org/wiki/Chromosome_14_humain
http://fr.wikipedia.org/wiki/Acides_amin%C3%A9s
http://fr.wikipedia.org/wiki/Chromosome
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=BHLH-PAS&action=edit&redlink=1
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=BHLH-PAS&action=edit&redlink=1
http://fr.wikipedia.org/wiki/Liaison_%C3%A0_l%27ADN
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constitutive dans le noyau de la cellule pour la détoxification de celle-ci. Par contre, on 

retrouve HIF-1α de façon stable, principalement en situation d’hypoxie. (figure 12) 

HIF-1α ne possède une demie-vie que de seulement 5 minutes dans le cytoplasme. 

Lors d’un retour aux conditions normales d’oxygène, les protéines HIF-1α se trouvant dans le 

noyau seront dégradées par le protéasome nucléaire (Dery et al., 2005).  

 

  

Figure 12 : Structure moléculaire des différentes sous unités HIFs. (D’après Dery et al., 

2005).Abréviations : ODD (domaine de dégradation dépendant de l’oxygène) ;bHLH (domaine hélice 

boucle hélice basique) ; TAD-N et TAD-C (domaines de transactivation N- et C-terminaux) ; NLS 

(signal de localisation nucléaire) et PAS (PerARNT-Sim). 

 

●Régulation 

En présence d’oxygène (normoxie), HIF-1α est hydroxylée sur les résidus proline 402 

et 564 par trois prolyl hydroxylases (PHD1 à PHD3). L’activité de ces enzymes est 

dépendante de l’oxygène (substrat), du fer (cofacteur) et du 2-oxoglutarate. L’hydroxylation   

(-OH) des résidus Proline ainsi que l’acétylation (AOc) du résidu Lysine 532 (Lys532) par 

l’acétyltransférase ARD1 permettent à la protéine von Hippel-Lindau (VHL), composant du 

complexe E3-ubiquitine ligase du protéasome, de reconnaitre et d’ubiquitinyler HIF-1α. Ce 

dernier est alors reconnu par la sous-unité 26S du protéasome et est dégradé. 

L’inactivation de la PHD-2 est suffisante à la stabilisation de HIF-1α. De plus, les 

PHD-2 et PHD-3 sont induites en hypoxie sous la dépendance de HIF, ce qui constitue un 

rétrocontrôle négatif de ce système (Gothié et al., 2002 ; Berra et al. 2003).  

En condition d’hypoxie, l’absence du substrat (O2) des prolyl hydroxylases inhibe leur 

capacité d’hydroxylation. La sous-unité HIF-1α se stabilise et s’accumule dans le cytosol. Elle 

est ensuite transloquée vers le noyau où elle s’associe avec la sous-unité β de HIF-1. Le 

complexe HIF-1αβ se lie aux facteurs de transcription (tels que CBP/p300), et reconnait les 
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séquences HRE présents sur les promoteurs des gènes cibles, augmentant ainsi leur 

transcription. 

La stabilisation de HIF-1 est détectable pour des teneurs en oxygène inférieures à 5 % 

et allant jusqu’à l’anoxie. Dans ces conditions, l’activité des PHDs diminue en fonction de la 

concentration en oxygène. En dessous de 1,5 % d’oxygène, ces enzymes sont inhibées 

réversiblement par des radicaux libres oxygénés (ROS) de type H2O2, ce qui contribue au 

blocage efficace de leurs activités (Mansfield et al., 2005). 

La régulation du HIF-1 est principalement dépendante de l’oxygène, mais il existe 

d’autres voies influençant son activité. Elles sont toutes représentées dans la figure 13. 

Figure 13 :Régulation de HIF-1. (D’après Powis et al., 2004) 

Il éxiste quatre mécanismes qui régulent l'activité de HIF-1α. 1) Les proline hydroxylases 

hydroxylent le domaine de dégradation dépendant de l'oxygène de HIF-1α, 2) L'activité 

transactivatrice de HIF-1 est diminuée par hydroxylation d’un résidu asparagine par l’asparagine 

hydroxylase (FIH). 3) L'activation d'Akt et de mTOR par la phosphatidyl-inositol 3-kinase (PI3K) 

augmente la traduction de HIF-1α.. 4) La phosphorylation de p300/CBP par la voie de signalisation 

MAPK augmente la formation de complexes HIF-1/p300/CBP.  L'hypoxie empêche les processus 1 et 

2, stimule 3, et n'a aucun effet sur 4.  
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2.3.3-Interaction VEGF-A et HIF-1α 

Il est bien démontré que le phénomène d’hypoxie provoque une néovascularisation par 

l’intermédiaire de l’expression de facteurs angiogéniques. L’expression de l’ARN messager 

du VEGF est rapidement augmentée, de façon réversible, par de faibles pressions partielles 

d’oxygène dans des cultures cellulaires. De plus, cette expression est fortement stimulée dans 

les zones tumorales en hypoxie, proches de zones nécrotiques. 

L'augmentation de l'expression du VEGF par l'hypoxie provient à la fois d'une 

activation de la transcription et d'une forte stabilisation de l'ARN messager du VEGF qui est 

habituellement labile (Dor et al.,2001).  

En hypoxie, une induction de l’expression des récepteurs VEGFR-1 et VEGFR-2 (via 

HIF-2α principalement) ainsi que de celle de l’Ang-2, de la MMP-2 et de l’uPAR (Récepteur 

de l'activateur de l'u-PA) est également observée (Elvert et al., 2003). De plus, l’adénosine 

libérée par les cellules hypoxiques en se liant aux récepteurs A2 stimule la voie dépendante de 

la PKA qui active la production de VEGF-A (Takagi et al.,1996).   

 

3-Modulation thérapeutique de l’angiogenèse  

3.1- Les modèles d’étude 

Le développement de molécules inhibitrices de l’angiogenèse tumorale nécessite 

l’utilisation de tests précliniques (in vitro et in vivo). Les tests in vitro constituent une 

première étape, évaluant l’impact d’une molécule donnée sur la croissance, la prolifération 

des cellules endothéliales, leur capacité à migrer et la formation de tubes capillaires. Les 

études in vivo sont nécessaires pour confirmer ces résultats.Idéalement, les tests doivent être 

faciles à réaliser, reproductibles, quantitatifs, peu coûteux et permettre une analyse rapide 

3.1.1-Modéles In vitro 

Chacune des étapes de l’angiogenèse peut être recréée in vitro pour le screening de  

nouvelles molécules. Des cellules endothéliales sont le plus souvent utilisées, du fait du rôle 

central qu’elles occupent lors du processus angiogénique.   

●Choix des cellules endothéliales 

D’après la littérature, de nombreux types de cellules endothéliales sont utilisés, parmi 

lesquelles les plus couramment citées sont les HUVECs, dont la source (le cordon ombilical) 

est d’accès facile. Pour des raisons similaires, l’utilisation de cellules endothéliales d’aorte 
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bovine (BAE) ou murine (MAE) est également souvent décrite. Cependant, ces cellules 

proviennent de larges vaisseaux, et présentent donc des caractéristiques phénotypiques 

différentes de celles des capillaires sanguins, principaux acteurs de l’angiogenèse. Les sources 

les plus courantes de cellules endothéliales microvasculaires sont la peau, le cerveau, le tissu 

adipeux et la glande surrénale. 

●Les tests de migration des cellules endothéliales 

 La mobilité cellulaire a un intérêt particulier car la migration cellulaire est nécessaire 

à la fois pour l'invasion tumorale et l'angiogenèse tumorale. 2 principaux essais permettent la 

mesure de la motilité cellulaire en réponse aux facteurs.  

-Dans le test de blessure, appelé aussi test ou decicatrice (Wound-healing assay), les 

cellules endothéliales sont cultivées jusqu'à confluence et une blessure est réalisée au milieu 

de la monocouche. Le remplissage de l'espace par les cellules endothéliales est initié par la 

migration. Sa quantification implique la mesure de la distance parcourue par les cellules 

endothéliales, la zone recouverte par les cellules endothéliales, ou le temps nécessaire pour 

fermer la zone de la blessure (Staton et al., 2004).  

-L'essai "transwell" est connu sous le nom de l'essai de la chambre Boyden. Les 

cellules endothéliales sont cultivées sur un côté d'une membrane poreuse, et une solution 

contenant le facteur potentiel migratoire est placé sur le côté opposé de la membrane. Après 

un période d'incubation de 3 à 18 h, les cellules ayant migré sont colorées et comptées 

(Goodwin 2007). 

●Les tests de prolifération des cellules endothéliales  

Cette migration des cellules est accompagnée de leur prolifération. Les effets des 

facteurs angiogéniques sur la prolifération peuvent être évalués par le comptage direct des 

cellules, la quantification de la synthèse de l'ADN ou l'évaluation de l'activité métabolique.               

Les tests les plus simples consistent à compter les cellules viables avec un 

hémocytomètre et un colorant vital (e.g. bleu de trypan), ou un compteur électronique type 

Coulter. Il est également possible d’utiliser un test de prolifération type MTT, dans lequel  un 

sel de tétrazolium (jaune) est clivé par les enzymes mitochondriales (succinate 

déshydrogénases) en cristaux de formazan (bleus). Par ailleurs, la synthèse d’ADN peut aussi 

être utilisée comme indice de prolifération en évaluant par exemple l’incorporation de 

thymidine tritiée. D’autres méthodes permettent d’étudier la répartition dans le cycle 
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cellulaire, en utilisant des molécules s’incorporant dans l’ADN, comme le 5-

bromodéoxyuridine (BrdU) (Staton et al., 2004).   

●Les tests de différentiation (formation de tubes capillaires)   

Les dernières étapes de l'angiogenèse impliquent la morphogenèse capillaire. La 

différentiation des cellules endothéliales pour former des vaisseaux peut être induite in vitro 

en cultivant les cellules endothéliales en présence de différents composants de la MEC, par 

exemple des gels bi- ou tri-dimensionnels de collagène I ou de fibrine, ou du Matrigel®. Les 

cellules endothéliales cultivées sur Matrigel® peuvent former des structures capillaires en à 

peine 6 heures, ce qui rend ce test adapté au screening de molécules anti-angiogéniques. La 

réponse est quantifiée par des techniques d’analyses d’images, permettant notamment de 

mesurer le nombre et la longueur des tubes ou l’aire couverte par le réseau de capillaires 

(Benelliet al., 1998). (figure 14)  

 

Figure 14 : Formation de tubes sur Matrigel®. (D’Après Auerbach et al., 2003) 

 

●L’anneau aortique    

L’angiogenèse n’implique pas uniquement les cellules endothéliales, ce qui a conduit 

à l’utilisation de tests plus sophistiqués que ceux décrits précédemment, sur organes ex vivo, 

tels que le test de l’anneau aortique. Dans ce test, une aorte de rat est isolée et coupée en 

segments qui sont placés en culture, dans une matrice (collagène I, fibrine ou Matrigel®). 

Après 7-14j, une quantification est faite en mesurant le nombre et la longueur des vaisseaux, 

par analyse d’image en microscopie. Contrairement à la plupart des autres modèles in vitro, 

celui-ci implique également des cellules non-endothéliales (CML, péricytes et fibroblastes) 

(Taraboletti et al.,2004).(figure 15) 
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Figure 15 :Croissance de vaisseaux à partir d’une aorte. A. Vue d’ensemble. B. Vue de détail 
montrant la formation de tubes par les cellules endothéliales. (D’Après Auerbach et al.,2003) 

 

3.1.2-Les modèles in vivo 

Le test in vivo idéal devrait permettre de suivre la formation et la maturation de 

nouveaux vaisseaux dans un environnement naturel, et de se prêter à une analyse rapide, 

aisée, et si possible quantitative et en temps réel. Les principaux modèles d’angiogenèse in 

vivo sont présentés ci-après. 

●La membrane chorioallantoide de l’embryon de poulet (CAM Assay) 

Utilisé à l’origine par les embryologistes, le test CAM (chorioallantoic membrane) a 

été utilisé par la suite pour le screening de molécules anti-angiogéniques, du fait de sa 

simplicité et de son faible coût. Il a permis l’identification de la plupart des facteurs 

angiogéniques connus à ce jour. Dans ce test, des œufs fertilisés sont incubés à 37°C pendant 

72 heures. Une fenêtre rectangulaire est alors découpée dans la coquille afin d’exposer les 

vaisseaux de la CAM. Le stimulus pro-angiogénique (molécule pro-angiogénique ou fragment 

tumoral) est ajouté, en présence ou en l’absence des molécules anti-angiogéniques à tester. La 

réponse angiogénique est quantifiée 3 à 4 jours plus tard. En présence de molécules anti-

angiogéniques, les vaisseaux deviennent moins denses (Ribatti et al., 1999). (figure 16) 

 

Figure 16 : vue d’ensemble de la CAM d’œuf fertilisé. (D’après Vargas et al.,2007) 

http://www.clinchem.org/content/49/1/32/F5.large.jpg
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●L’angiogenèse cornéenne   

La cornée est normalement avasculaire, donc tout vaisseau apparaissant dans la cornée 

après stimulation correspond à des vaisseaux nouvellement formés, ce qui fait de ce test un 

modèle idéal d’angiogenèse in vivo. Brièvement, une poche est formée dans la cornée de 

lapins, de rats ou de souris, dans laquelle est introduit le stimulus angiogénique (e.g. fragment 

tumoral). De nouveaux vaisseaux sont formés à partir des vaisseaux limbiques périphériques. 

Les molécules anti-angiogéniques peuvent être administrées par voie orale, systémique, ou en 

implantant des pompes osmotiques, qui vont progressivement libérer la substance. 

L’observation de la réponse vasculaire peut se faire directement pendant toute la durée de 

l’expérience, avec ou sans l’utilisation d’agents de contraste, tels que le dextran marqué avec 

un fluorochrome tel que la fluorescéine isothiocyanate (Holzer et al., 2004).  

●Les implants sous-cutanés   

Des cellules tumorales sont introduites dans une matrice polymère, qui est ensuite 

implantée en sous-cutané chez l’animal. Les cellules tumorales ne sont pas en contact direct 

avec l’environnement de l’hôte, mais les facteurs pro-angiogéniques qu’elles produisent 

peuvent diffuser en dehors de la matrice. Après injection des composés à tester, les vaisseaux 

sanguins formés peuvent être quantifiés dès 3 jours après induction de l’angiogenèse, en 

mesurant le taux d’hémoglobine, par analyse histologique ou en estimant le flux sanguin à 

l’aide de traceurs radioactifs ou fluorescents (Taraboletti et al.,2004). 

3.2-Thérapie anti-angiogénique  

Le professeur Folkman a formulé au début des années 70 une hypothèse qui a conduit 

au développement de la thérapie anti-angiogénique : « les vaisseaux sanguins permettent le 

développement de la tumeur en lui apportant toute la nourriture dont elle a besoin. Si on 

bloque cette vascularisation, on la fait mourir de faim » et énonça pour la première fois le 

concept des molécules anti-angiogéniques. La preuve du concept de ce type de thérapie a été 

donnée par le premier médicament mis sur le marché : un inhibiteur de l’agent pro-

angiogénique VEGF. Depuis, d’autres stratégies ont été développées. 

3.2.1-Le concept des –INIB et des –UMAB  

Deux grands types d’inhibiteurs ont vu le jour ces dernières années ; les INIB 

(inhibiteur de l'activité tyrosine kinase) et les UMAB (Human monoclonal antibodies). Les 

INIB sont de petits inhibiteurs pharmacologiques qui passent la membrane plasmique très 



42 
 

facilement. Les UMAB sont des anticorps monoclonaux, humanisés, qui ciblent le 

développement tumoral.  Les INIB sont des inhibiteurs mimétiques de l’ATP qui bloquent des 

enzymes à activité kinase. Ces dernières sont de deux types ; soit des récepteurs à activité 

kinase soit des kinases intracellulaire.  

3.2.2-La stratégie anti-VEGF 

Le premier médicament utilisé en clinique est le bévacizumab Avastin® (BVZ), 

anticorps monoclonal humanisé recombinant dirigé vers le ligand VEGF-A en vue de 

neutraliser ses effets sur les différents récepteurs qu’il active. Approuvé dès 2004 par la FDA 

(Food Drug Administration) pour le traitement du cancer colorectal métastatique en 

association avec la chimiothérapie. les données cliniques indiquent que l’association 

BVZ+IFL (une association Irinotecan, Fluorouracil, Leucovorin) augmente la survie sans 

progression de 4 mois et la survie globale de 5 mois par rapport au traitement IFL seul 

(Hurwitz et al., 2004). Son utilisation a rapidement été étendue à d’autres types cancers 

métastatiques. dans le cancer du poumon (Sandler et al., 2006), le cancer du rein (Escudier et 

al., 2007),  le glioblastome (Friedman et al., 2009) et le cancer ovarien (Burger et al., 2011). 

En général, le BVZ n’est pas efficace en monothérapie. En association avec une 

chimiothérapie, il augmente de façon significative la survie sans progression. Ces résultats 

soutiennent l’hypothèse d’une normalisation vasculaire par les anti-VEGFs. L’inhibition de la 

voie de signalisation du VEGF normalise les vaisseaux sanguins ce qui facilite 

l’administration de la chimiothérapie au sein de la tumeur et augmente son efficacité (Jain, 

2005).  

Récemment, un autre moyen de piéger le VEGF circulant (VEGF-Trap) a été proposé 

à la clinique. Il s’agit de l’aflibercept Zaltrap®, une protéine de fusion soluble contenant les 

domaines extracellulaires du VEGFR-1 et du VEGFR-2 et capable de reconnaître le VEGF-A, 

le VEGF-B et le PlGF. approuvé par la FDA en association avec une chimiothérapie, en 2ème 

ligne dans le traitement du cancer colorectal. Approuvé par la FDA, en association avec une 

chimiothérapie, en 2ème ligne dans le traitement du cancer colorectal. Cette approbation se 

base sur une étude clinique de phase III qui a montré une augmentation de la survie sans 

progression et de la survie globale des patients traités avec l’aflibercept en combinaison avec 

la chimiothérapie (Van Cutsem et al.,2012).   
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3.2.2-La stratégie anti-récepteur du VEGF 

Un autre moyen de bloquer l’angiogenèse tumorale est de cibler directement le 

domaine kinase des récepteurs impliqués dans la régulation de ce processus. Ces inhibiteurs 

sont de petites molécules mimétiques de l’ATP. Elles diffusent librement à l’intérieur des 

cellules et entrent en compétition avec l’ATP pour la fixation au domaine intracellulaire des 

récepteurs. Cette compétition inhibe l’activation des voies de signalisation en aval des 

récepteurs cibles.  

Un grand nombre d’anti-angiogéniques de ce type sont actuellement utilisés en 

clinique ou en cours de caractérisation dans des études précliniques et cliniques. Les plus 

utilisés en clinique sont le sunitinib et le sorafenib. Ces deux inhibiteurs ciblent les 

récepteurs du VEGF, les récepteurs du PDGF et les récepteurs CSF-1R (Colony stimulating 

factor 1 Receptor) et FLT-3 (fms-related tyrosine kinase 3) (Raymond et al., 2011). 

Une autre approche s’appuie sur le ramucizumab est un anticorps monoclonal dirigé 

contre le récepteur VEGF-R2, testé en phase clinique III dans le traitement du cancer du sein, 

et de l’adénocarcinome gastrique. 

3.2.3-Steatégie anti- signalisation  

La protéine mTOR (mammalian Target Of Rapamycin) contrôle la croissance 

cellulaire en modulant le métabolisme, la synthèse protéique et l’autophagie. La protéine 

mTOR, joue un rôle important dans l’angiogenèse tumorale en régulant l’expression du 

VEGF dans les cellules endothéliales et les cellules tumorales. Cette régulation s’effectue par 

l’intermédiaire de la régulation de la traduction du facteur de transcription HIF-1α qui induit 

l’expression du VEGF et l’angiogenèse tumorale. L’activité clinique anti-tumorale des 

inhibiteurs de mTOR est donc expliquée par une inhibition de l’angiogenèse                  

(Thomas et al., 2006).  

Récemment, L'inhibition de l'OPN est l’une des approches antiangiogéniques et anti 

tumorale la mieux adaptée en clinique (Yang et al., 2012). Via une action directe, un 

anticorps bispécifique de VEGF et de l’OPN est capable d'inhiber la croissance tumorale et 

les métastases dans les poumons (Kou et al.,2010). Via une action indirecte, assurée par 

certains éléments alimentation tel que le curcuma qui inhibe le facteur de transcription NF-kB 

responsable de l'induction en amont de ces molécules (Lv et al.,2013). 
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4- Homocystéine  

4.1-Métabolisme cellulaire de l’homocystéine  

L’homocystéine (Hcy) est un acide aminé soufré formé au niveau intracellulaire à 

partir de la méthionine apportée par l’alimentation. L’Hcy n’est pas codée génétiquement et 

est absente des protéines. Elle est synthétisée par toutes les cellules de l’organisme. Le 

catabolisme d’Hcy se produit principalement dans le foie et dans les reins par deux voies : la 

voie de la reméthylation et la voie de la transulfuration. (figure 17)   

4.1.1-Les voies de la reméthylation   

Elles assurent la reméthylation de l’Hcy en méthionine selon deux réactions 

enzymatiques distinctes. La principale réaction fait intervenir deux enzymes : la 5-

MéthylTétraHydroFolate (5MTHF), donneuse de groupement méthyl. Sa formation est sous 

la dépendance d’une enzyme, la 5,10-MTHFR (5,10-MéthylèneTétraHydroFolate Réductase), 

et la Méthionine Synthase (MS) dont le cofacteur est la vitamine B12. Ce transfert du groupe 

méthyl, qui permet la synthèse de la méthionine, n’est possible qu’en présence de 

méthylcobalamine ; d’où la synergie d’action entre la vitamine B9 et la vitamine B12.  

La deuxième réaction se déroule en grande partie au niveau du foie. Elle est de faible 

activité, et fait intervenir une enzyme hépatique, la bétaïne-homocystéine méthyltransférase.  

La bétaïne est la molécule donneuse de groupement méthyl. L’importance relative de ces 

deux voies de reméthylation varie en fonction du tissu considéré et du statut protéique. En cas 

d’apport protéique excessif la voie de la transulfuration est favorisée, à l’inverse en cas de 

déficit protéique, la voie de la reméthylation est favorisée afin de maintenir un pool cellulaire 

suffisant en méthionine (Selhub1999, Stipanuk 2004).   

4.1.2- La voie de la transulfuration  

La majorité d’ Hcy n'est pas reméthylée mais catabolisée en cystéine par la voie de la  

transulfuration. Cette voie permet à la méthionine, d’apporter un atome de souffre pour la 

formation de cystéine. L’activation de la méthionine en S-Adénosyl-L-Méthionine (SAM) se 

fait sous l’influence de la Méthionine-Adénosyl-Transférase (MAT). La SAM, principal 

donneur de groupement méthyl de l’organisme, cède ensuite ce groupement pour donner 

naissance à la S-Adénosine-L-Homocystéine (SAH). Cette molécule est hydrolysée en 

adénosine et en homocystéine par la S-Adénosyl-L-Homocystéine Hydrolase. Sous 

l’influence de la Cystathionine-β-Synthase (CBS), l’Hcy se condense ensuite avec la sérine 

pour former la cystathionine, elle-même clivée et désaminée en cystéine et en α-céto butyrate 
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(par la Cystéine γ Lyase [CGL]). Ces deux réactions nécessitent la présence d’un cofacteur 

enzymatique, le phosphate de pyridoxal ou vitamine B6 (Selhubet al., 1999 ;                        

Stipanuk et al., 2004).  

 

 

Figure 17 : Métabolisme de l’homocystéine (D’après Lawrence de Koning et al.,2003) 

 

4.2- Les différentes formes physicochimiques d’homocystéine circulantes 

Il est important de comprendre le terme « homocystéine totale » (t-Hcy) dans un sens 

biochimique, parce que ceci aura pertinence dans les discussions qui suivent sur la 

méthodologie et sur les mécanismes physiopathologiques. Le plasma humain contient des 

quantités réduites et oxydées d'homocystéine (McCully et al.,1975). Des définitions 

chimiques ont été établies par Butz et Du Vigneaud en 1932 (Selhubet al., 1999). Le 

sulfhydryle ou la forme réduite s'appelle homocystéine et le bisulfure ou la forme oxydée 

s'appelle homocystine. Les formes du bisulfure existent également avec de la cystéine et avec 

des protéines contenant les résidus réactifs de cystéine (homocystéine liée aux protéines). Les 

dernières formes oxydées sont désignées sous le nom des disulfides mélangés. Les formes 
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oxydées d'homocystéine comportent habituellement 98–99% de l'homocystéine totale dans le 

plasma humain, 80–90% sont liées aux protéines (McCullyet al., 1975).(figure 18)  

L'homocystéine totale est donc la somme de toutes les formes d'homocystéine qui 

existent dans le plasma ou sérum. Sur la base des travaux menés, la gamme de la 

concentration totale en homocystéine dans le plasma « des adultes en bonne santé » est 5–15 

µmol/L (tableau 3) (Robinsonet al.,1995). Cependant, Les déterminants de l'homocystéine 

totale plasmatique sont complexes et impliquent des facteurs environnementaux, nutritionnels 

et génétiques (tableau 4). 

 

Figure 18 : Formes circulantes d'homocystéine plasmatique chez l’homme.                      
(D’après Demuth et al.,2000) 
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Tableau 3: Valeurs normales et pathologiques d’homocystéine chez l’homme.           
(D’aprés Ueland et al.,1993) 

 Homocystéine µmol/L  

Normal  5 – 15   

Souhaitable   < 10  

Hyperhomocystéinémie  
     Modérée  

 
16 – 25  

     Intermédiaire  26 – 50  

     Sévère  > 50  

 

 

Tableau 4: Causes d’hyperhomocystéinémie chez l’homme .                                                          

(D’après Andersson et al.,1992, Scott et al.,1998, Brattstrom et al.,1998) 

 

 

 

 

 

  Hyperhomocystéinémies  

Causes  Intermédiaire et modérée  

(16 – 50 µmol/L)  

Sévère (> 

50 µmol/L)  

Génétiques  Déficit hétérozygote en  CBS  Déficit homozygote en CBS 

  
  
  

Polymorphisme MTHFR C677T  
  
  

Déficit homozygote en MTHFR 
Déficit en méthionine synthase 

  

Nutritionnelles  
  
  
  

Déficit en folates  
Déficit en Vitamine B6  
Déficit en Vitamine B12  

  

  
  
  
  

Thérapeutiques  
  
  
  
  
  

Anticonvulsivantes  
Méthotrexate  
Phénytoine  

Monoxyde d’azote  
Azaribine  

  

   
   
  
  

Etats pathologiques  
  
  
  
  
  

Insuffisance rénale chronique  
Hypothyroïde  

Psoriasis  
Arthritie rhumatoïde  

Diabète type II  
Cancers (pancréas, sein, ovaire)  
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4.3- Effet de l’homocystéine sur l’endothélium 

4.3.1-Stress oxydatif 

L’homocystéine possède in vitro une action pro-oxydante, son groupe thiol étant 

oxydé pour former des espèces réactives de l’oxygène (anions superoxydes O2, peroxyde 

d'hydrogène H2O2, et de radicaux hydroxyl OH-). Ces radicaux favoriseraient la discontinuité 

des cellules endothéliales in vitro qui est traduit par des lésions et de dysfonctionnement 

cellulaires (Loscalzo et al.,1996). L'homocystéine peut également sensibiliser les cellules au 

stress oxydatif en diminuant l'expression d'une large gamme d'enzymes anti-oxydantes ; 

superoxyde dismutase (SOD) et glutathion peroxydase (GPX) sont les plus affectées. Des 

résultats indiquent notamment que l'expression et l'activité de l'hème oxygénase-1 et de la 

glutathion peroxidase étaient diminuées lors de cultures de cellules endothéliales après 

traitement par de l'homocystéine (Outinen et al.,1999 ; Upchurch et al.,1997). 

Des travaux suggèrent que le stress oxydant induit par l’Hcy est dû à l’effet                 

« biochimique » qu’à son effet « chimique ». Le stress oxydant n’est induit que dans 

l’endothélium incubé avec de L-homocystéine naturelle, mais pas avec la D-homocystéine 

(Heydrick et al. 2004). L’effet pro-oxydant de la L-homocystéine peut être expliqué par un 

mécanisme appelé « eNOS uncoupling » (Pritchard et al.,1995 ; Zhao et al.,2003). 

 Brièvement, la L-homocystéine fait que eNOS devient la source majeur de l’anion 

superoxyde (O2-). L’O2- inactive rapidement NO, conduisant à la formation de fortes 

concentrations de peroxynitrite (ONOO-), un oxydant très puissant et toxique.  

4.3.2- L’apoptose 

Zhang et al.,(2001) ont démontré que l’homocystéine induit la mort cellulaire par 

apoptose des cellules endothéliales humaines en culture par l’activation de l’UPR (Unfolded 

Protein Response). La voie de signalisation de l’UPR est régulée par une protéine kinase 

transmembranaire de type-I ER (IRE-1) et des agents d’induction du stress duréticulum 

endoplasmique (RE). L’IRE-1 est responsable de la transduction du signal d’accumulation de 

UPR. L’activation de IRE-1 induite par l’Hcy provoque une activation rapide et soutenue des 

JNK-kinases (c-Jun N-terminal kinase), (Cai et al., 2000 ; Urano et al., 2000). Puisque 

l’activation persistante de JNK-kinases est associée à la mort par apoptose (Chen et al., 1996), 

il est possible que l’Hcy induise la mort cellulaire par un mécanisme UPR-dépendant. 
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En outre, l’activation de la caspase 3 est essentielle pour l’apoptose induite par l’Hcy. 

Elle est impliquée dans l’apoptose des cellules HL-60 (Huang et al., 2001), des cellules 

endothéliales (Tyagi et al., 2006) et des cellules stromales humaines (Kim et al., 2006). 

4.3.3-Hypométhylation 

La méthylation de l’ADN est un processus dans lequel une des quatre bases 

azotées nucléotidiques peut être modifiée par l’addition d’un groupement méthyle. Chez 

les vertébrés, la méthylation porte le plus souvent sur la cytosine qui est méthylée en 5-

CH3-cytosine (2 à 7 % de la quantité totale de la base) dans les séquences CpG de 

l’ADN. Elle joue un rôle prépondérant dans l’expression des gènes et sert en réprimant 

l’expression de certains gènes (Gokul et al.,2013), à établir et à maintenir les profils 

d’expression génique spécifiques à chaque tissu (Song et al., 2005). L’homocystéine 

influence le niveau de méthylation de l’ADN car : 

► La reméthylation de l’homocystéine produit de la méthionine, le précurseur de la S-

adénosylméthionine (SAM), qui est un donneur de groupes méthyles impliqués dans plus de 

cent réactions de méthylations dans notre organisme ; 

►SAH, est un puissant inhibiteur des enzymes responsables de la méthylation de l’ADN, les 

méthyltransférases ; l’inhibition de ces dernières par une hyperhomocystéinémie est donc 

responsable d’un état d’hypométhylation dans la cellule (Lieber2002). 

Cependant dans la littérature actuelle le lien entre l’HH et hypométhylation n’est pas 

toujours établie ; la méthylation globale d'ADN a été mesurée dans des leucocytes et des 

lymphocytes périphériques de patients atteints de maladies vasculaires. l’ADN leucocytaire a 

été hypométhylé (Castro et al.,2003), alors que celui des lymphocytes, a été hyperméthylé 

(Sharma et al., 2008).  

 Chez les animaux, l’examen de la corrélation entre le rapport SAM :SAH (potentiel 

de méthylation) et l’HH affichait des résultats opposés ; corrélation positive et induction de 

l’hypométhylation dans l’aorte (Jiang et al.,2012), face à une corrélation négative dans le 

cerveau et le foie (Devlin et al.,2007).   

De même, les essaies thérapeutiques visant à corriger l’hypométhylation de l’ADN en 

réduisant les taux d’Hcy étaient contradictoires ; le statut de méthylation a été restauré dans 

certains (Sie et al.,2013) et pas de changement dans d’autres (Min 2009 ; Kalani,et al.,2014) .  
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4.4- Homocystèine et angiogenèse : Etat de connaissance. 

Le lien entre l’Hcy et le processus angiogénique a été evoqué pour la première fois 

par Wang et al., (1997) qui ont rapporté que l’Hcy inhibe la prolifération des CEs. En 

s’inspirant de ces travaux, l’équipe de Nagai en (2001) a étudié l’effet de l’Hcy sur les 

étapes clés de l’angiogenèse: la prolifération, la migration des CEs et la morphogenèse. Les 

résultats obtenus ont révélé le pouvoir antiangiogénique de l’Hcy. Par la suite, les 

chercheurs se sont intéressés à examiner cet effet sur des modèles de cellules tumorales 

(Chavarrıa et al.,2003a).  l’Hcy semblait être un puissant inhibiteur de la proliferation et de 

l’invasion tumorale en alterant l’activité des MMP(2 et 9) (Chavarrıa et al.,2003b). Ces 

études et d’autres ont annoncé l’idée du potential pharmacologique de l’Hcy.   

Et depuis, Plusieurs hypothèses ont éte developpées afin d’expliquer les  

mécanismes  propres  d’une telle action;  certaines  décrivent une action directe par 

apoptose de la CE résultante d’un stress oxydant  (Bao et al.,2009), ou encore un  état 

d’hypomethylation (Tan et al.,2006) induits par l’Hcy. Tandis que d’autres déterminent 

une action indirecte par inhibition des médiateurs de la prolifération et de la motilité de la 

CE principalement  le VEGF-A et son récepteur (Latacha. et al.,2005 ; Atta et al.,2008). 

   Actuellement, le rôle de l’Hcy dans la modulation de l’expression du VEGF-A est 

fortement discuté surtout après la découverte d’une corrélation negative entre l’Hcy et le 

facteur transcriptionnel du VEGF-A: HIF-1α (Veeranki et al.,2014). 
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Chapitre 2 : Matériels& Méthodes 
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Les expérimentations entretenues pour ce thème sont reparties en deux grandes parties, 

une étude in vivo et une autre in vitro. 

1-L’étude in vivo 

Elle a comme objectifs d’induire un état d’Hyperhomocystéinémie et d’évaluer par la 

suite son impact sur le profil biochimique (MDA, Protéine totale et CRP), sur la composante 

hématologique et histologique (aorte, foie et thymus) et finalement sur l’expression tissulaire 

et génique de certains facteurs pro-angiogéniques (VEGF- A, HIF-1α). 

1.1-Materiel biologique 

1.1.1-Choix et entretien du modèle animal : 

L’étude est réalisée sur des rats males de souche albinos Wistar procurés de l’Institut 

Pasteur d’Alger (Algérie) et âgés de 8 semaines. Une fois reçus, les animaux sont soumis à 

une période d’adaptation de 15 jours (T= 22°C, hygrométrie=60%, photopériode 12h/24h). Ils 

ont libre accès à l’eau et à la nourriture (Reghaia- Algérie) dont la composition est de : 

0.015% protéines, 0.025% matière grasse, cellulose, magnésium, calcium, phosphore, 

vitamines (A, D3, E), oligo éléments (fer, cuivre, sélénium, cobalt, zinc, iode et manganèse). 

La quantité de méthionine est de 4.5mg pour 200g d’aliment. 

 Le choix de ce modèle animal a été fait pour les raisons suivantes :                                                                                                                            

-Le rat est le mammifère d'expérimentation le plus utilisé et compte pour à peu près 20 % du 

nombre total de mammifères utilisés dans la recherche.                                                                                    

-il dispose de gènes homologues de presque tous les gènes humains associés à des 

maladiesconnues chez l'Homme (Olivier, 2006).                                                                                         

-Une facilité de contention et de manipulation.                                                                                                  

-Une résistance vis à vis de diverses contaminations.                                                                                                 

-Il représente l’organisme modèle de plusieurs études similaires citées par la littérature. 

(Matthias et al., 1996) 

 

 

1.1.2- Traitement des animaux : 

Les animaux sont répartis en deux groupes : contrôle (C) et traité (M)   de 8 rats 

chacun. Les animaux contrôles suivent un régime standard dont la composition signalée ci-

http://fr.wikipedia.org/wiki/Maladie
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dessus. Ceux du groupe M reçoivent une dose angiotoxique de méthionine (L- methionine, 

sigma) par gavage gastrique à raison de 500mg/kg par jour. La durée du traitement est de 8 

semaines 

A la fin du traitement et après un jeûne de 12 heures, un prélèvement sanguin est 

réalisé au niveau du sinus caverneux de l’animal à l’aide de microcapillaires stériles. Le sang 

est récolté sur des tubes secs et EDTA respectivement pour les analyses biochimique et 

hématologique. 

Pour les investigations anatomopathologiques (histologique et immunohistochimique), 

les animaux sont anesthésiés par du chloroforme, et des perfusions cardiaques au tampon 

phosphate salin (PBS ; phosphate buffered saline) et au paraformaldéhyde (PFA) à 4% sont 

réalisées afin de laver et fixer les organes in situ ; le thymus, l’aorte et le foie sont prélevés et 

fixés dans le formaldéhyde (10%) et conservés à 4°c jusqu’à utilisation. 

1.2- Analyse biochimique 

Les dosages effectués sont ceux de l’homocystéine (Hcy), des protéines totales, de la 

protéine réactive C (CRP) et du malondialdéhyde (MDA). 

1.2.1- Dosage de l’homocystéine :  

Le dosage de l’homocystéine total a été fait selon la technique 

immunochimiluminescente effectué par l’analyseur IMMULITE 2000 Ref : L2KH02.  

Le principe du test est un immunodosage par compétition. Le test inclut une étape 

préliminaire manuelle de prétraitement des échantillons. L’homocystéine des échantillons est 

séparée des protéines de liaison et convertie en S adénosyl homocystéine (SAH) après une 

incubation de 30 min à 37°C en dehors du système et en présence de S adenosyl-L-Hcy 

Hydrolase et de dithiothreitol (DTT). L’échantillon prétraité et l’anticorps anti SAH marqué 

à la phosphatase alcaline sont introduits simultanément dans l’unité test qui contient une 

bille de polystyrène recouverte de SAH. Pendant une incubation de 30 min, le SAH 

provenant de l’échantillon prétraité entre en compétition avec le SAH fixé pour se lier à 

l’anticorps anti-SAH marqué à la phosphatase alcaline. Le conjugué non lié est éliminé par 

lavage et séparé par centrifugation. Le substrat est ajouté et la procédure continue comme 

décrite pour les immunodosages classiques.  
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1.2.2-Dosage des protéines totales plasmatiques 

Il est réalisé selon la méthode colorimétriquede Bradford utilisant comme réactif le 

bleu de coomassie (Coomassie Brilliant Blue G-250). En milieu acide, le pigment se lie à la 

protéine par des interactions non-covalentes et sa longueur d’absorption maximale augmente 

de 465 nm à 595 nm. La densité optique (DO) du rayonnement visible à 595nm est mesurée 

permet ainsi de doser indirectement la teneur en protéine de la solution à l’aide d’une courbe 

d’étalonnage en albumine sérique bovine (BSA, Bovin Serum  Albumin) (Bradford, 1976). 

Apres centrifugation des tubes EDTA, le plasma des différents animaux (125µL) est 

mis en réaction avec le réactif de Bradford (2ml) dans un volume final (2750µL) d’eau 

distillée ; parallèlement une gamme d’étalon de BSA (5mg/ml) est préparée. L’absorbance de 

tous les tubes est mesurée à 595nm après 5min et 1 heure d’incubation à l’obscurité. Les 

valeurs propres à la gamme étalon permettent de tracer une droite : DO = f ([BSA]).La 

concentration des protéines totales plasmatique est exprimée en (mg/ml).  

Les préparations : réactifs (Bradford, BSA) et gamme étalon sont mentionnées dans 

l’annexe 1.   

1.2.3-Dosage de la CRP  

C’est une protéine synthétisée par le foie à la suite d’une inflammation de l’organisme. 

Elle est considérée comme un marqueur précoce, sensible et spécifique de la réaction 

inflammatoire augmentant proportionnellement à son intensité. 

Les taux sériques de la CRP sont évalués à l’aide du kit commercial Randox kit (UK) 

et ils sont exprimés en mg/L. 

1.2.4-Dosage du MDA dans l’homogénat hépatique 

Le MDA est l’un des produits terminaux résultant de la décomposition des acides gras 

polyinsaturés médiée par les radicaux libres, son dosage repose sur la réactivité avec l’acide 

thiobarbiturique (TBA). En effet, deux molécules de TBA se fixent sur une molécule de MDA 

en milieu acide et à chaud (100°C) pour donner un conjugué coloré absorbant à 530nm et 

extractible par des solvants organiques tel que le butanol. (Lefévre et al.,1998 )   

Le dosage du MDA est réalisé dans une fraction cytosolique préparée selon la 

méthode de Lqbal et al.,(2003). 1g de foie est broyé dans 3 volumes de PBS (0.1M) contenant 

1.17%de KCL à l’aide d’un homogénéiseur (Ultra Turax), l’homogénat est ensuite 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Inflammation
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centrifugée à 4°C (2000tours /min, 15min) et les fractions cytosoliques sont obtenues après 

une deuxième centrifugation du surnageant à 4°C (9600tours/min, 30min). 

l’évaluation de la peroxydation lipidique est pratiquée suivant la technique de Lefévre 

et al., (1996). A 0.5ml de la fraction cytosolique nous ajoutons 0.5ml d’acide trichloracétique 

(20%) et 1ml de TBA (0.67%). Le mélange est homogénéisé par le vortex, chauffé à 100°C 

pendant 20min est refroidi puis additionné de 2 ml de n-butanol. Après centrifugation                     

(3000t/min, 15min), la DO des surnageants est mesurée à 530nm et la concentration en MDA 

est calculée à l’aide d’une gamme étalon utilisant le tétraméthoxypropane. Elle est exprimée 

en µM/mg de protéines/g de tissu.  

1.3-Analyse Hématologique (cytologique) 

Les frottis sanguins est intéressant pour une étude morphologique au microscope des 

éléments figurés. Il recherche des anomalies qui d'emblée permettent d'établir le diagnostic ou 

fournissent une orientation. Ces anomalies affectent la forme, la taille, la coloration des 

cellules sanguine ou leur contenu.  

 Les frottis sanguins périphériques sont préparés avec du sang total (tube EDTA). Une 

goutte de sang est mise au bord de la lame, étalée sur sa longueur, le film sanguin ainsi obtenu 

est fixé à l’air libre puis coloré au May-Grünwald-Giemsa (MGG).   

1.4-Etude Histologique  

Afin d’évaluer les répercussions de l’HH sur la fonction vasculaire, le métabolisme générale et 

le statut immunitaire et pour compléter d’avantage les études biochimique et cytologique ; un examen 

anatomophalogique est réalisé sur l’aorte, le foie et le thymus respectivement 

Les échantillons (aorte, foie, thymus) préalablement fixés dans le formaldéhyde (10%) 

ont subi d’abord une déshydratation dans des bains d’éthanol de degré croissant : 50%, 60% 

et 90% (x3) ensuite une inclusion dans la paraffine et coupe (6-8µM d’épaisseur) à l’aide d’un 

microtome. Les coupes ainsi recueillies sur les lames sont déparaffinées et réhydratées en les 

immergeant dans le xylène (x2) puis dans des bains d’alcool décroissants : 100%, 90% et 70% 

et finalement dans un bain d’eau distillée. Les coupes sont colorées à l’Hématoxyline- Eosine 

(Sigma, Annexe 2) : L'hématéine est une substance basique qui colore les noyaux en violet 

alors que L'éosine est une substance acide qui colore plutôt les cytoplasmes en rose . En fin 

les lames sont montées pour l’observation au microscope optique (EXACTA + OPTECH 

GMBH-MÜnchen, Germany) équipé d’une caméra (Canon DS126181, Japan).  
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1.5- Révélation du VEGF-A par marquage immunohistochimique 

C’est une technique associant l’immunologie et l’histochimie, elle permet la mise en 

évidence d’antigènes tissulaires ou cellulaires grâce à l’utilisation d’anticorps spécifiques. La 

visualisation des complexes antigène-anticorps se fait par l’intermédiaire de marqueurs. Deux 

enzymes sont couramment utilisées comme système de révélation en microscopie optique ; la 

peroxydase de raifort et la phosphatase alcaline. 

Pour notre étude, le marquage du VEGF-A sur les coupes thymiques issues de rats 

contrôles et traités est pratiqué suivant le kit ImmunoCruz™ rabbit ABC Staining System 

(Santa-Cruz Biotechnology) qui est basé sur une méthode d’IHC indirecte dite ABC (Avidin–

Biotin Complex) utilisant la peroxydase de raifort (horseradish peroxidase ou HRP) comme 

traceur et le complexe Avidine- Biotine comme système d’amplification. 

Principe 

La biotine est conjuguée à l'anticorps (anticorps biotinylé) et l’avidine à l'enzyme, 

toutes deux de façon covalente. En effet, jusqu'à quatre molécules de biotine peuvent se lier à 

une molécule d’avidine. L'addition à la réaction finale de molécules de biotine bivalentes 

(liées à l'aide d'un agent réticulant ou linker) couplées à l'enzyme et d’avidine permet la 

formation de volumineux complexes dans lesquels les sites restés libres de l’avidine 

reconnaissent la biotine de l'anticorps conjugué. (figure 19). 
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Figure 19 : Représentation schématique du système d'amplification du complexe             

avidine–biotine (ABC). (D’après ASSIM, 2014) 
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●Réalisation  

Après inclusion des segments thymiques dans la paraffine (la même procédure de 

l’étude histologique), une coupe de 5µm est réalisée via le microtome. Le ruban obtenu est 

récupéré sur des lames silanisée préalablement humidifiées avec de l’eau distillée, le tout 

est placé sur une plaque chauffante pour mieux déplisser les coupes recueillies. Ensuite les 

sections sont déparaffinées dans 2 bains de xylène (10min chacun), lavées dans des bains 

d‘alcool benzylique à 96 %, 80 % et 70 % (5 min chacun) et enfin réhydratées dans l’eau 

distillée (5min). Ainsi les coupes thymiques obtenues sont prêtes pour l’IHC dont le 

protocole est ci- dessous  

Protocole de l’ABC :  

La procédure est assez longue et complexe, elle se résume en huit étapes essentielles : 

1) Inhibition des peroxydases endogènes : en incubant la coupe thymique dans du 

peroxyde d’hydrogène (H2O2) 3% pendant 30 min suivie de deux lavages au PBS 

(5min chacun). 

 

2) Démasquage thermique de l’antigène : en immergeant les lames dans la solution 

tampon (Tris-EDTA buffer, pH 9.0, 0.05% Tween (TWEEN® 20, Sigma)) puis les 

incuber à 95°C dans un bain-marie pendant 15 min et les laisser refroidir dans le 

tampon puis lavées au PBS.   

 

3) Blocage des sites aspécifiques : réalisé en saturant les lames par la BSA (Sigma) à 1% 

pendant 30min.  

 

4) Incubation de l’anticorps primaire : les lames sont égouttées afin d’éliminer l’excès 

de sérum puis elles sont couvertes avec 250µL de l’AC I (Rabbit polyclonal VEGF 

antibody, Santa-Cruz Biotechnology) dilué à 1 :100 dans un mélange tampon (PBS, 

BSA (30%) et Tween (0.1%)) puis incubées toute la nuit dans une chambre humide.     

 
5) Application de l’anticorps secondaire biotinylé : après lavage, les sections sont 

couvertes de 250µL de la solution d’anticorps (anti-rabbit biotinylated antibody, 

Santa-Cruz Biotechnology) dilué à 1 :100 comme précédemment. En laisse incuber 

pendant 1 heure puis on rince au PBS (2x ,5min). 
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6) Addition du réactif amplificateur ImmunoCruz ABC Reagent (1/100); préalablement 

préparé selon les instructions du fournisseur. L’incubation est de 2 heures. 

 
7) Révélation du complexe via le chromogène 3, 3'-diaminobenzidine (DAB, Sigma) : en 

présence de peroxyde d'hydrogène(H2O2) la peroxydase catalyse l’oxydation du 

substrat DAB en un produit de couleur marron, d’après la réaction ci-dessous             

(Tsang et al., 1984). 

 

H2O2 + [chromogène incolore]                    2H2O + [chromogène oxydé coloré] 

 

Les sections sont ainsi incubées avec 500µL de DAB pendant 10min. ensuite lavées 

avec le PBS (x2, 5min). 

8) Coloration et montage des lames : les préparations thymiques obtenues sont contre                     

colorées à l’Hématoxyline Mayer (Sigma), puis montées à l’aide de l’Entellan pour 

l’observation au microscope optique et la prise de photos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

HRP 
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1.6-Quantification de l’expression aortique des gènes (VEGF et HIF-1α) par                            

La qRT-PCR 

La RT-PCR est une technique qui permet de faire une PCR (réaction en chaîne par 

polymérase) à partir d’un échantillon d’ARN. L’ARN est tout d’abord rétrotranscrit grâce à 

une enzyme appelée transcriptase inverse, qui permet la synthèse de l’ADN complémentaire 

(ADNc). Ce dernier est ensuite utilisé pour réaliser une PCR.Ainsi uneRT- PCR en temps réel 

est basée sur la détection et la quantification d’un «reporter» fluorescent au cours de chaque 

cycle. 

Protocole : 

La qRT-PCR est pratiquée sur les homogénats d’aortes des lots C et M préalablement 

conservées dans l’azote liquide (-196°c). La technique est réalisée en 4 étapes : 

1)Extraction et purification des ARN totaux :  

Les ARNs totaux sont obtenus via le réactif Tri Reagent® (Molecular Research Center 

Inc) dont le principe est inspiré de la méthode deChomzynski et al.,1987.Le réactif est une 

combinaison de thiocyanate de guanidine et du phénol, pour une inhibition immédiate et 

efficace de l'activité RNase. Le protocole de l’extraction est synthétisé comme suit : 

 

►Homogénéisation : 1 ml TRI REAGENT + 50 - 100 mg tissus, 5 - 10 x 106 cellules. 

►Séparation des ARN :  homogénat + 0.1 ml BCP ou 0.2 ml chloroforme puis centrifugation 

(12000xg, pendant 15min à 4°c) 

►Précipitation des ARN :   phase aqueuse + 0.5 ml isopropanol et centrifugation (12000xg, pendant 

15min) 

►lavage (x2) des ARN :  1 ml 75% éthanol, et centrifugation (12000xg, pendant 10min). 

►Solubilisation dans 50µl Eau distillée ultra pure. 

 

►Analyse de la qualité d’ARN 

Les quantités d’ARN sont analysées directement dans leurs solutions aqueuses sous 

forme diluée (1/50) dans un tampon TE (10mM Tris + 1mM EDTA), la concentration (µg/ml) 

est déterminée par une mesure de l’absorbance (DO) à 260 nm contre le « blanc ». Le ratio 

A260/A280 est utilisé pour estimer la pureté de l’acide nucléique. L’ARN pur devrait avoir 

une valeur d’environ 2,0. 

http://www.futura-sciences.com/magazines/sante/infos/dico/d/genetique-pcr-221/
http://www.futura-sciences.com/magazines/matiere/infos/dico/d/physique-reaction-chaine-4078/
http://www.futura-sciences.com/magazines/sante/infos/dico/d/genetique-polymerase-231/
http://www.futura-sciences.com/fr/news/t/biologie-3/d/la-methylation-de-larn-change-notre-conception-de-lexpression-genique_38864/
http://www.futura-sciences.com/magazines/sante/infos/dico/d/genetique-arn-97/
http://www.futura-sciences.com/magazines/matiere/infos/dico/d/chimie-enzyme-710/
http://www.futura-sciences.com/magazines/sante/infos/dico/d/genetique-transcriptase-inverse-13493/
http://www.futura-sciences.com/fr/news/t/genetique-1/d/il-y-a-60-ans-watson-et-crick-decouvraient-la-structure-de-ladn_46103/
http://www.futura-sciences.com/magazines/sante/infos/dico/d/medecine-adnc-88/
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2) Transcription inverse 

Les ADNc sont synthétisés suivant le kit Moloney Murine Leukemia Virus Reverse 

Transcriptase (M-MLV  RT, Promega). 

On procède d’abord par lapréparation du mélange réactionnel (1) de (10µl) : 1µg 

ARN+ 1 µL oligo dT (20µM) + qsp H2O, puis Incubation 10min à 70°C, et enfin le mélange 

est refroidis 1 min sur la glace. 

Ensuite, on additionne au mélange (1) un second mélange contenant : 4µL du Tampon 

(M-MLV RT 5X Reaction Buffer), 2µL dNTP, 1µL RNase OUT et 1µL M-MLV Reverse 

Transcriptase.Enfin on réalise une incubation pendant 50min à 37°C puis 15min à 70°C. 

3) Exécution de la Réaction de polymérisation en chaine (PCR) 

Principe : 

La qRT-PCR (Quantitative Reverse Transcriptase -PCR) couple une RT-PCR 

classique à une méthode de quantification fluorescente. La cinétique de quantification est 

basée sur la détection « en temps réel » du signal fluorescent dont l’intensité est 

proportionnelle à la quantité de produit PCR généré au cours de l’amplification. 

La technologie basée sur le SYBER Green ne nécessite aucune sonde fluorescente 

mais sa spécificité repose entièrement sur ses amorces. Lors de la réaction d’amplification, le 

colorant libre en solution exhibe peu de fluorescence. Durant l’étape d’élongation, une 

augmentation de la fluorescence est associée à la quantité de colorant se fixant à l’ADN 

double brin naissant. Lorsque suivi en temps réel, l’augmentation du signal de fluorescence 

est observée pendant l’étape de polymérisation et l’émission fluorescente décroît 

complètement lorsque l’ADN est dénaturé à l’étape suivante.  

Conséquemment, l’émission de fluorescence est mesurée à la fin de chaque étape 

d’élongation pour chacun des cycles par un système de lecture intégré à l’appareil de PCR en 

temps réel qui permet de suivre l’augmentation de la quantité d’ADN amplifié durant la 

réaction (Bustin, 2000). (figure 20.A)  
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●Réalisation : 

►Configuration de la plaque de PCR.  

Dans chaque micropuit de la plaque, on introduit 15µl du mélange réactionnel ; c’est 

le volume total de 5µl de l’ADNc et 10µl du Mix SYBR Green dont la composition est de : 

7.5µl SYBR Green (B-R SYBR® Green SuperMix, Quanta Biosciences), 0.5µl de l’amorce 

sens, 0.5µl de l’amorce anti sens et 1,5µl d’H2O ultra pure. Les séquences des amorces 

utilisées sont présentées dans le tableau 5. 

► Programmation du Thermocycleur (DNA Engine Opticon®2, MJ Research Inc) : 

 Activation enzymatique à 95 °C pendant 20 sec - 3 min (1 cycle) 

 Dénaturer à 95 °C pendant 1 - 3 sec 

 Appariement/Elongation/Acquisition à 60 ºC moins de 20 sec. Faire 40 cycles des 2 

derniers points 

 

Tableau 5 : Identification des amorces utilisées en qRT- PCR 

gènes Amorces 
 
Rat-beta actine  

F    5’-CCTTCTTGCAGCTCCTCCGT- 3’        
 
R    5’-CCTTCTGACCCATACCCACC- 3’        

 
 
Rat-VEGF-A  

 
F    5’-GCAATGATGAAGCCCTGGA- 3’        
 
R    5’-GGCTCACAGTGATTTTCTGGC- 3’        

 
 
Rat-HIF-1alpha 

 
F    5’-GAACAAAACACGCAGCGAAG- 3’        
 
R    5’-ACAAATCAGCACCAAGCACG- 3’        
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4)Analyses des données 

La quantification du signal repose sur le concept de cycle threshold (Ct) où le Ct 

correspond au plus petit nombre de cycles pour lequel l’intensité du signal fluorescent est 

supérieure au bruit de fond (Bustin, 2000). (figure 20.B ), (Annexe 3) 

L’expression relative des ARNm est basée sur la différence des Ct (∆Ct) selon la 

méthode de Livak et al., 2001. La première étape consiste à utiliser le Ct du gène de référence 

(Beta-actine), en calculant ainsi : 

∆Ct= Ct (gène cible) - Ct (gène de référence) 

La comparaison des Ct entre les échantillons traitée et échantillons témoins détermine  

le ∆∆Ct : 

∆∆Ct = ∆Ct (traité) - ∆Ct (témoin) 

 

Le rapport du taux d’ARN (Q) entre les échantillons traitées et échantillons témoins 

est donné par la formule :  

Q= 2-∆∆Ct 
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Figure 20 : Principes de la PCR en temps réel. A : principe d’action du SYBR Green .(a) Durant 

la dénaturation, le SYBR Green I libre exhibe peu de fluorescence. (b) durant l’hybridation quelques 

molécules se lient au double brin d’ADN naissant résultant en une émission de fluorescence lors de 

l’exitation. (c) Durant l’élongation, de plus en plus de molécules se lient au brin naissant et 

l’accroissement de la fluorescence peut-être suivi en temps réel.B :Modèle graphique de la PCR en 

temps réel où l’intensité de la fluorescence est exprimée en fonction du nombre de cycles 

(D’après Poitras et al.,2002) 



65 
 

2- L’étude in vitro 

Elle a pour objectif de vérifier l’effet antiangiogénique de l’homocystéine à l’échelle 

cellulaire et moléculaire selon deux séries de concentrations distinctes : la première est 

d’ordre mili-molaire, reconnue dans la littérature comme étant des concentrations 

cytotoxiques. Et une deuxième d’ordre micro-molaire répondant aux valeurs 

physiopathologiques.    

2.1-Matériel biologique 

2.1.1- L’aorte du rat : 

Les segments aortiques utilisés sont ceux de l’aorte thoracique, ils servent à installer 

un modèle d’angiogenèse ex-vivo, permettant ainsi d’interpréter ce processus dans un cadre 

complet : dégradation de la matrice, la migration, la prolifération et la réorganisation des 

cellules endothéliales. 

2.1.2- lignée cellulaire : 

Les cellules choisies pour effectuer cette étude sont des cellules endothéliales de veine 

ombilicale humaine (HUVEC), la lignée est dite (HUVEC C-12200) fournie par PromoCell 

(France). Leur mise en culture est réalisée selon les instructions du manuel correspondant. 

En raison de leur relative facilitée d’obtention, ces cellules sont largement utilisées dans la 

littérature comme modèle expérimental, notamment dans de précédentes études s’intéressant à 

l’angiogenèse.  

 ●Entretien de la culture  

La mise en culture des HUVECs est faite dans des boites de pétri coatée (gélatine 1%)  

et contenant un milieu adéquat dit Endothelial Cell Growth Medium 2 (ECGM 2 : C-22011, 

PromoCell). Une fois ces dernières sont à confluence (70%-90%) dans la boîte de culture, le 

milieu est éliminé et les cellules sont lavées 2 fois avec du PBS. Ce lavage permet d'une part 

d'éliminer le sérum qui inhibe l'activé enzymatique de la trypsine, et d'autre part de libérer des 

ions Ca2+ qui secondairement faciliteront l'adhésion des CEs. La solution de digestion 

(trypsine/EDTA, Annexe 4) est ajoutée à la boîte. Le détachement du tapis cellulaire est 

contrôlé au microscope optique inversé et l'action enzymatique de la trypsine est stoppée par 

effet de protéine en ajoutant 5ml de milieu complet. Cette suspension cellulaire est 

centrifugée (200xg, 6min) puis remise en suspension dans du milieu complet.  
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Un comptage des cellules et une estimation de la viabilité cellulaire sont ensuite 

effectués dans une cellule Malassezafin de suspendre la suspension cellulaire dans un volume 

de milieu adéquat pour obtenir la concentration cellulaire (Nb cellules/mL) voulue.  

Ce protocole d’entretien est pratiqué dans l’ensemble de nos expériences, tout en 

respectant le nombre de passage (P4-P6). 

 2.2- Expérimentations  

2.2.1-Evaluation de l’effet d’homocystéine sur l’angiogenèse 

A- Gamme cytotoxique de l’homocystéine  

A.1- Modèle de l’anneau aortique (Aortic Ring Assay) : 

●Principe :  

c’est une culture d’organe initialement développée par Nicosia et al., (1990) dont le 

but est de tester l'effet des agonistes ou antagonistes angiogéniques et d’étudier  les 

mécanismes cellulaires et moléculaires de l’angiogenèse. Dans ce système, les anneaux 

aortiques cultivés dans un gel de collagène donnent lieu à des réseaux microvasculaires 

composés de canaux de ramifications endothéliales.  En utilisant des explants vasculaires 

intacts, il reproduit avec plus de précision l'environnement dans lequel a lieu l'angiogenèse 

que ceux avec des cellules endothéliales  

●Réalisation : 

Le rat est sacrifié par dislocation cervicale. L'aorte thoracique est prélevée, nettoyée de 

son tissu adipeux et coupée en anneaux de 2- 3 mm de longueur dans le PBS. Dans une 

plaque de 24 puits, les segments de l’aorte sont placés en culture dans un milieu minimum 

essentiel de Eagle (MEM :M-2279, sigma)  supplémenté de sérum de veau fœtal (SVF : 10%) 

et d’antibiotique (la gentamicine : 0,1 %). Après 48 heures d’incubation (T=37°C, PiCO2= 

5%), on fait exposer notre culture à l’Hcy (DL-Homocysteine, sigma) suivant deux 

concentrations (2 et 5mmole). une prise de photos est réalisée au J3 et J5 de la culture via le 

microscope inversé Eclipse TS100 (Nikon). 
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A.2- Test de prolifération des HUVECs 

Principe : 

C’est un test reproductible et quantifiable, la méthode la plus simple consiste à 

compter les cellules viables avec un hémocytomètre et un colorant vital (e.g. bleu de trypan), 

ou un compteur électronique type Coulter. (Staton et al., 2004) 

●Réalisation : 

Les HUVECs sont ensemencées dans une plaque coatée de 24 puits (16x103 

cellules/puit) et incubées à 37°C et 5% CO2. Après 24 heures, on fait remplacer le milieu usé 

(ECGM2) par un autre frais contenant les différentes concentrations d’Hcy (2, 4 et 8mM).  La 

prolifération cellulaire est évaluée après 24 heures via le Compteur de cellules automatique 

(Z™ series COULTER COUNTER®). 

A.3- Test de migration des HUVECs par cicatrisation (wounding assay).  

Principe : 

Il permet d’estimer l’effet d’une molécule sur la migration des cellules endothéliales. 

Son principe est comme suit : une mono-couche de cellules est cultivée in vitro et une plaie 

artificielle est créée mécaniquement. Le résultat est typiquement une région aux frontières 

parallèles. Par la suite, les cellules vont migrer pour fermer cette plaie. L’évolution de ce 

processus de migration est surveillée par la prise de photos généralement pour une période de 

plusieurs heures à quelques jours(Staton et al., 2004). (figure 21)  

 

Figure 21 :Representation schématique du test de blessure (D’aprés le Kit Wound 
Healing Assay Kit - Cell Migration Assay | Cell Biolabs, Inc) 
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●Réalisation : 

Les HUVECs (40x103cellules/puit) sont cultivées dans une plaque de 12 puits 

préalablement coatée (gélatine 1%). Après 24 heures (état de confluence), le milieu complet 

est chassé et les HUVECs sont incubées dans un milieu basal additionné de 5% de SVF ; afin 

de garder les cellules en état de quiescence : condition physiologique de l’angiogenèse. 

 Apres 24 heures une scratch est réalisée au centre du puit via l’embout d’une 

micropipette, le milieu usé est aspiré et les cellules sont incubées à nouveau dans le milieu 

complet ECGM2 en présence des différentes concentrations d’Hcy (0.5, 1, 2mM).  

Avant incubation,la rayure est observée sous microscope inversé (Diaphot 300, Digital 

Sight DSFi1 camera, Nikon), photographiée pour en déterminer sa largeur initiale. La 

migration est évaluée en mesurant la largeur de la strie (en pixels) en 2 temps d’incubations : 

t=6h et t=20h. Les résultats sont présentés en pourcentage de recouvrement de la plaie.  

B-Gamme physiopathologique de l’Hcy 

Afin d’évaluer l’effet antiangiogénique de l’Hcy à des concentrations cliniques, les 

mêmes principes de l’investigation précédente ont été respectés. Cela en absence ou en 

présence d’adénosine (Ade) 

B.1- Test de prolifération des HUVECs  

 Les HUVECs (40x103cellules/puit) sont incubées dans une plaque coatée de 24 puits 

(gélatine 1%) pendant 24 heures, puis exposées à l’Hcy suivant une série de dilution en 

(µM) : 10, 25, 50, 100 et 200. Après 24 heures, un comptage cellulaire est réalisé via le 

Coulter. 

En parallèle, une culture combinée d’Hcy et d’Ade (50µM) est pratiquée dans les 

mêmes conditions. Un comptage est effectué après 24h d’incubation.    

 

40.000c/puit                                            Hcy(+/- Ade) 

 

 

 

 

 

 
l l 

l 
24h 

Comptage  

 

Changement  

Du milieu complet  

 

24h 
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B.2- Test de migration des HUVECs : 

 Les cellules (12.000cellules/ml) sont mises en confluences dans le milieu complet 

ECGM2, ensuite une rayure est faite du bord au bord du puit. Le milieu est changé et les 

HUVECs sont réincubées avec les concentrations voulues d’Hcy. La migration est quantifiée 

en pourcentage (comme précédemment) au fil du temps (t0, t6 et t20).Sachant que t0 (avant 

incubation), t6 (après 6h d’incubation) et t20 (après 20h d’incubation),  

 

12.000c/puitHcy(µM) 

 

 

 

 

 

2.2.2- Evaluation de l’effet d’Hcy sur l’expression génique du VEGF-A et de l’OPN 

Les ARNs sont isolés à partir des HUVECs (20.000 cellules) prétraitées par les 

différentes concentrations d’homocystéine via le Tri Reagent® (Molecular Research Center 

Inc). Le déroulement de la qRT-PCR a suivi le même protocole que celui de la partie in vivo. 

En bref ; les ARNs totaux (1µg) sont rétrotranscrit par la transcriptase inverse (M-MLV 

reverse transcriptase, Promega) puis l’amplification de l’ADN complémentaire est réalisée 

dans le thermocycleur (DNA Engine Opticon®2, MJ Research Inc) appliquant le colorant 

SYBR Green (B-R SYBR® Green SuperMix , Quanta Biosciences).  

La quantification relative de chaque ARNm est calculée par la méthode comparative 

du Ct (∆∆Ct) en utilisant la Beta-actine comme gène de référence. Les séquences d’amorces 

de chaque gène sont représentées dans le tableau 6. 

 

 

 

 

 

 

 

 
l l 
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Tableau 6: Identification des amorces utilisées en qRT- PCR 

 Amorces 
beta actine 
(Humain)  

F    5’-GGAGGAGCTGGAAGCAGCC-3’ 
R   5’-GCTGTGCTACGTCGCCCTG-3’ 

VEGF-A   
(Humain) 
 

F    5’-GTGCCCACTGAGGAGTCCA-3’ 
R    5’-TCCTATGTGCTGGCCTTGGT-3’ 

OPN 
(Humain) 

F    5’-GGAAAGCGAGGAGTTGAATGG-3’ 
R    5’-AATCAGAAGGCGCGTTCAG-3’ 
 

 

 

3-Analyse statistique 

L’évaluation de L’ensemble des résultats obtenus est réalisée à l’aide des logiciels 

informatiques de traitement statistique : 

-Microsoft Excel (2010) : pour l’etablisement des graphes (m±SEM). 

-BioStast Professional 2009 (version 5.8.4.3) : pour le test-t de Student au seuil (α= 5%). 

ns : différence non significative ; (*) :p≤0,05 ; (**) : p≤ 0,01 ; (***) : p≤0,001 
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Chapitre 3 : Résultats 
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1-Résultats relatifs à l’étude in vivo  

Dans cette première partie, nous visons à explorer l’implicationde 
l’hyperhomocystéinémie (induite par une dose angiotoxique deméthionine)dans le processus 
d’angiogenèse en s’intéressant d’une part à l’aorte ; siège préférentiel du dysfonctionnement 
endothéliale et d’autre partau thymus ; siège d’éducation et de maturation de LT et aussi un 
point de passage pour les CE progénitrices (complicité dans l’angiogenèse tumorale).  

1.1-Détermination du taux plasmatique d’Hcy 

Les niveaux plasmatiques de l’Hcy sont très affectés chez les rats supplémentés en 
méthionine ; on note une augmentation très significatives(p<0.001)   par rapport aux 
contrôles. (figure 22) 

 

 

 

Figure 22 : Evaluation du taux d’Hcy chez les rats supplémentés en méthionine 
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1.2-Evaluation du statut inflammatoire 

1.2.1-Proteines totales plasmatiques : 

Letaux plasmatiquedes protéines totales varie d’une manière très prononcée entre les 

groupes d’animaux ; on note une augmentation hautement significative (P<0.001) chez le lot 

M par rapport aulot contrôle. (figure 23) 

 

Figure 23 : Evaluation du taux de protéines totales chez les rats supplémentés en 
méthionine 

 

1.2.2- La CRP : 

Le niveau sérique de la CRP est très influencé par le régime 

hyperhomocystéinémique ; on enregistre une augmentation très significative (P<0.01) par 

rapport au contrôle.(figure 24)   
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Figure 24 : Evaluation de CRP chez les rats supplémentés en méthionine 

1. 3- Effet de l’hyperhomocystéinémie sur le MDA 

La détermination du stress oxydatif a été fondée sur la peroxydation lipidique par la 

mesure du taux de malondialdéhydehépatique. Nous avons constaté une augmentation très 

significative (P<0.01)duMDA tissulaire chez le lot M par rapport au lot contrôle.(figure 25) 

 

Figure 25 : Evaluation du taux MDA chez les rats supplémentés en méthionine 

On a voulu tester les répercussions de d’une augmentation des taux d’Hcy sur le MDA 

et donc d’autres enzymes devraient être quantifiées pour étudier d’éventuelles corrélations 

entre le statut oxydant, l’HH, l’oxygène et les processus tumorale.    

 

1.4-Effetsur le profil Hématologique  

 L’analyse du frottis sanguin correspondant au lot M, révèle des modifications 

morphologiques marquées affectant principalement les hématies et les leucocytes. Elles se 

traduisent par : 

-uneprésence de sphérocytes : hématies évoquant des sphères, ayant un diamètre inférieur à 

celui du discocyte mais plus épaisses, ne possédant pas de zone claire centrale et de contenu 

dense et hyperchromatique.(figure 26C) 

-une présenced’acanthocytes :hématies crenelées émettant quelques spicules (2 à 12 par 

définition), de longueur variable, denses, et qui se projettent à partir de la surface du GR et à 

intervalles irréguliers..(figure 26D) 
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- des lymphocytes et des monocytes ont une chromatine défaite ; noyaux irréguliers..(figure 26E) 

- des polynucléaires plurisegmentés mais également rubanés.(figure 26F) 

 

Figure 26 : Anomalies hématologiques chez les rats supplémentés en 

méthionine(400x).lot C (A, B) ; lot M (C, D, E,F). (D’après Aggoun et al., 2015) 

 

 

1.5-Résultats de l’étude histologique : 

1.5.1-Histologie Aortique 

Les photomicrographies des lots C et M présentent une hétérogénéité structurale : 

●Pour le lot C(figure 27 A, B), les observations de l’aorte thoracique montre une architecture 

trilamellaire bien respectée, déterminée de l’intérieur à l’extérieur par :  

-une intima déterminée par unendothélium (EN) simple et continu. 

- une média (M), composée d’un réseau élastique constitué de lames élastiques,fenêtréeset 

concentriques renfermant un nombre de cellules musculaires lisses (CML).                                                   

- une adventice (Ad) qui est un tissu conjonctif peu organisé formé de collagène et de 

fibroblastes. 
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  ●Pour le lot M(figure 27 C, D), l’aorte thoracique est caractérisée par un endothélium (EN) 

irrégulier et discontinu se traduisant par un détachement des CE , un épaississement (      ) de  

la media accompagné d’une désorganisation des fibres élastiques (FE) et une présence 

importante de cellules spumeuses (CS). 

 

 

Figure 27:Anomalies histologiques de la paroi artériellechez les rats supplémentés en 

méthionine.Lot C (A.100x ; B.400x), lot M (C.100x ; D.400x) 

1.5.2-Histopathologie hépatique 

Chez le lotcontrôle(figure 28 A, B)., la coupe transversale du parenchyme hépatique 

renferme les caractéristiques principales de ce tissu. Il est constitué de lobules, 

schématiquement hexagonaux, avec un espace porte à chaque sommet, Les lobules sont 

centrés par une veine centrolobulaire (V), l’espace porte (EP) est constitué d’un tissu 

conjonctif contenant : une branche de la veine porte ;une branche de l’artère hépatique ;un ou 

plusieurs canaux biliaires interlobulaires.Les hépatocytes (H) sont disposés en travées et 

séparés par les sinusoïdes. Les sinusoïdes sont bordées de cellules endothéliales et de cellules 

de Küpffer (histiocytes tissulaires). Les sinusoïdes drainent le sang provenant de l’espace 

porte vers les veines centrolobulaires (qui se drainent vers les veines sus-hépatiques). 

A B 



77 
 

Chez le lot traité(figure 28 C, D ), l’observation microscopique montre une stéatose 

(*)hépatique microvisiculaire caractérisée par une accumulation de gouttelettes lipidiques 

principalement dans le cytoplasme et des hépatocytes en arrangement hétérogène, souvent 

binucléés

 

Figure 28: Anomalies histologiques du foiechez les rats supplémentés en méthionine. lot 

C (A.100x ; B.400x), lot M (C.100x ; D.400x) 

 

1.5.3-Histopathologie thymique 

les photomicrographies contrôles montrent que le thymus est organisé en plusieurs 

lobules (L) délimités par des septa interlobulaires (S) contenant les vaisseaux sanguins et 

divisé en deux zones distinctes : un cortex (C) de couleur dense, peuplé de thymocytes et une 

médullaire (M) d’aspect pale renfermant essentiellement des cellules épithéliales,des 

corpuscules de Hassal (H), des lymphocytes matures et des composantes vasculaires : veines 

(V) et capillaires (C) (figure 29 A,B). A fort grossissement, on observe le cortex avec 

quelques zones apoptotiques (figure 29C). Par ailleurs, les photomicrographies du lot M 

révèlent que le thymus est déjà engagé dans le processus d’involution qui se manifeste par 

deux phénomènes distincts ; une infiltration graisseuses et une déplétion lymphocytaire(figure 

A B 
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29D). A fort grossissement le tissu thymique se montre bourré de zones apoptotiques (figure 

29E) 

 

 

Figure 29 : Anomalies histologiques du thymus chez les rats supplémentés en 
méthionine. Lot C (A.40x ;B.100x ; C.400x), lot M (D.40x ;E.400x).(D’après Aggoun et 

al.,2015) 
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1.6- mise en évidence du VEGF-A dans le thymus 

Les résultats concernant l’immunohistochimie ont fait l’objet d’une publication dans 

International Journal of Pharmacy and Pharmaceutical Sciences(ISSN- 0975-1491 

2015,7 :234-238). Intitulé :METHIONINE SUPPLEMENTATION INDUCES THYMUS 

VEGF-A EXPRESSION AND HEMATOLOGICAL CHANGES IN RATS  

La détection immunohistochimique du VEGF au sein du tissu thymique, se montre 

hétérogène entre les deux groupes d’animaux. En effet les thymus contrôlesprésentent une 

expression positive de VEGF au niveau corticale ;essentiellement la zone sous 

capsulaire(figure 30.A, B). Tandis que chez les traités, l’expression du VEGF est localisée 

dans la médullaire, les septa et les vaisseaux sanguins résidant dans la jonction cortico-

médullaire(figure 3. D, E) 

 

 

 

 

Figure 30: Expression thymique du VEGF-A. lot C (A.100x ;B .400x),                      
lot M (C.40x ;D.400x ;E.400x).(D’après Aggoun et al.,2015) 
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1.7-Effet sur l’expression génique du VEGF-A et de l’HIF1a au niveau aortique 

Pour compléter notre investigation immunohistochimique, nous avons évalué les 

niveaux d’ARNm de VEGF-A et de l’HIF1a dans l’aorte par la RT-PCR quantitative. 

2-Résultats relatifs à l’étudein vitro 

Cette partie est consacrée à examiner l’effet direct de l’Hcy sur le processus 

angiogénique. D’abord à l’échelle cellulaire, en s’intéressant à ses étapes de développement 

(prolifération et migration) et en suite à l’échelle moléculaire,en visant deux principaux 

effecteurs (VEGF-Aet OPN). 

 2.1-L’Hcy inhibe l’angiogenèse bourgeonnante 

Afin de répondre aux conditions de l’angiogénese in vivo(dégradation de la MEC, 

prolifération et migration des cellules endotheliales)et pour bien décider du role de l’Hcy dans 

le processus angiogénique. Nous avons procédé par le modèle ex- vivo réalisé sur explant de 

l’aorte, permettant ainsi d’observer et de suivre le phénomène de bourgeonnement vasculaire. 

Au J3 : L’anneau aortique cultivé dans le milieu témoin bourgeonne de façon 

importante, formant de nombreuses structures tubulaires(figure 33 A).  

Au J5 : Le bourgeonnement aortique témoin devient plus dense, les tubes vasculaires 

ramifiés sont plus longs permettent d’induire des complexes tubulaires continus, fortement 

ramifiés sur une grande distance tout en restant en contact avec l’anneau aortique;c’est le 

témoignage d’une prolifération et d’une migration cellulaire pendant la période de 

culture(figure 33A). 

L’Hcy semblerait avoir ici un rôle antiangiogénique qui empêcherait la mise en place 

et le développement de nouvelles structures vasculaires : les capillaires. 
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Figure 33 : Effet de l’Hcy sur le processus de bourgeonnement (40x) . 
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2.2-L’homocystéine inhibe la prolifération des HUVECs : 

2.1.1-Gamme cytotoxique : 

Les différentes concentrations d’Hcy ont affecté gravement la morphologie et la 
capacité proliférative des cellules endothéliales.(figure 34A, B) 

Les photomicrographies prises après 24h de traitement révèlent des changements 

phénotypiques propres à une senescence cellulaire, on note : une augmentation de la taille des 

cellules et étalement sur leur support, une augmentation de la taille des noyaux et 

changements dans la structure de lachromatine, et finalement uneaccumulation d’agrégats 

probablement de nature lipido-protéiques. (figure 34A) 

 

On constate que l’Hcy provoque une cytotoxicité des HUVECs conduisant à une 

inhibition de la prolifération de type dose dépendante. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure  34:(A). Morphologie cellulaire après 24h d’incubation en présence de différentes 
concentrations d’Hcy ;  
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2.1.2-Gamme physiopathologique 

Afin d’évaluer correctement l’impact d’Hcy sur la prolifération des cellules 

endothéliales, et pour mieux comprendre son mécanisme d’action. Un protocole spécifique a 

été développé, visant d’abord à exposer les cellules à des concentrations d’Hcy similaires à 

celles des conditions pathologiques(la culture isolée), et ensuite à refaire la culture en 

présence d’adénosine (la culture conjuguée) 

▪ Résultats relatifs à la culture isolée 

Les concentrations d’Hcy testées ont montré un effet différent sur l’activité 

proliférative des HUVECs,(figure 35): 

à 10 µM (valeur normale d’Hcy chez l’être humain), l’Hcy semble favoriser la 

prolifération cellulaire.   

à 25 et 50 µM (valeurs correspondant à une Hyperhomocystéinémie modérée et 

intermédiaire), le potentiel antiprolifératif est non significatif voir même absent à 25 

micromolaire. 

à 100 et 200 µM (valeurs représentant une Hyperhomocystéinémie sévère), 

l’inhibition est significative.  
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▪Résultats relatifs à la culture conjuguée : 

En présence d’Ade (sensibilisation du processus de méthylation), le traitement avec 

l’homocystéine altère nettement la prolifération des HUVECs0 face au contrôle : Inhibition 

significative à 25 et 50µM (P<0.05), très significative à 100µM et significative à 200µM 

Par rapport à l’analyse de la culture isolée, on constate que le pouvoir antiprolifératif 

de l’Hcy est potentialisé en présence d’Ade. Essentiellement à 25 et 50µM où on note une 

réduction de la division cellulaire jusqu’à. Ainsi l’effet inhibiteur de l’homocystéine est dose 

–dépendant.      

 

2.2-L’homocystéine inhibe la migration des HUVECs : 

Après avoir étudié l'effet de l’Hcy sur la morphogenèse et la prolifération des 

HUVEC, nous nous sommes intéressés à son impact sur une autre étape importante de 

l’angiogenèse : la migration ; grâce à la mise en œuvre d’un test de blessure (Wound-

Healing Assay). 

24 heures après leur mise en culture, les HUVECs forment un tapis cellulaire que 

l’on « blesse » par grattage pour obtenir une zone acellulaire. Les cellules endothéliales ont 

tendance à recouvrir la zone acellulaire par migration centripète à partir des 2 bords de la 

blessure (figure 37A), (figure 39A) 

2.2.1-Gamme cytotoxique : 

Les concentrations élevées d’Hcy ont influencé négativementle pouvoir migratoire des 

cellules endothéliales.  

Lesphotomicrographies correspondantes à t=6h, montrent une motilité cellulaire 

dirigée vers l’espace vide reflétant ainsi une polarité respectée, mais cette migrationest moins 

collective en présence d’Hcy précisément à 1 et 2mM(figure 37B). Ces constations sont 

confirmées par le test-t qui révèle une inhibition significative de la migration des HUVEC 

pour ces deux concentrations.(figure 37C) 
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Figure 37 :Evaluation de la capacité de migration des CE exposées à differentes 

concentrations d’Hcy par le test de blessure.(A .40x) :. 
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Après 20h de culture, les cellules contrôles se trouvent à nouveau en confluence 

traduisant ainsi une migration à 100%. Or celles traitées par l’Hcy montrent un champ de 

migration de plus en plus désorganisé, une masse cellulaire fortement réduite d’un 

phénotype hétérogène rappelant l’aspect sénescent rencontré dans le test de prolifération 

(décrit au-dessus) et un profil matriciel pratiquement rompue ce qui peut être attribué à la 

perte d’adhérence (altération des jonctions intercellulaires).(figure 38) 

 

Figure 38: Illustration de la migration des HUVECs après 24 h du traitement par 

l’Hcy à (0.5, 1 et 2 mM). (40x) 

 

2.2.2- Gamme physiopathologique  

Sixheures après la réalisation de la blessure, les cellules endothélialescontrôlesont 

recolonisé partiellement la surface dénudée (processus de cicatrisation), tout comme les 

cellules traitées avec l’Hcy (figure 39B). La quantification de la migration reste non 

significative par rapport au contrôle (figure 39C) . 
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Figure39: Evaluation de la capacité de migration des CE traitées par des concentrations 

physiopathologiques d’Hcy. (A.40x) : visualisation des blessures à t=0h, (B.40x) : migration 

des HUVECs à t=6h. (C ) :graphique du pourcentage de recouvrement de la blessure 

normalisée par rapport au contrôle HUVEC . 

 

 

 

 

A 

B 

C 

ns 



88 
 

Au bout de 20h, les HUVECs contrôles recouvrent la totalité de la blessure (tapis 

confluent). Les cellules endothéliales exposées à l’Hcy présentent par contre un retard 

important de cette cicatrisation (figure 40A). l’Hcy a montré ainsi un effet anti-migratoire 

significatif à 25µM, et d’autant plus marqué à 50µM, 100µM et 200µM.(figure 40B). 

 

 

 

Figure 40: (A.40x). Illustration de la recolonisation de la blessure (cicatrisation) après 

24h. (B). Graphique des résultats de la quantification statistique de la surface 

recolonisée normalisés par rapport au contrôle(100%). 
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Dans la littérature, la supplémentation en méthionine est l’une des méthodes 
expérimentales adoptéepour produire des modèlesd'HH(Gilani et al.,2001 ; Robin et al.,2004 ; 
Kim et al., 2015) 

Dans notre étude, la supplémentation en méthionine à induit une élévation très 

significative des taux d’Hcy. Conformément aux études précédentes, nous avons réussi à 

établir un modèle d’Hyperhomocystéinémie. 

Commemarqueurs de l'inflammation, la CRP et les protéines totales se trouvent 

significativement augmentéesdans le groupeM par rapport au contrôle. Ces résultats sonten 

accordavec d’autres travaux(Meenakshi et al.,2007 ;Ahmed et al.,2011) de plus, il existe une 

corrélationsignificativeentre la concentration d’Hcyet les paramètresinflammatoires(Da 

Cunha et al.,2010). 

En termes destress oxydatif, nosrésultats ont montré que leMDAhépatique est 

significativement élevédans le groupeM. Ceci est en accordavec des études antérieures                 

(Yalçınkaya et al.,2007 ; Park et al.,2008), où il a étérapportéque la supplémentation 

enméthioninemodifiele statut antioxydant suite à l'augmentationdes niveaux d'homocystéine 

plasmique. En effet, l’Hcyagit parplusieurs procédés notamment : la générationet 

l'accumulationd'espèces réactives del'oxygène ou ROS, inhibitiondu glutathion peroxydase et 

l'auto-oxydation (Boldyrev et al.,2009 ; Gomez et al.,2011).  

Par ailleurs, dans les observations hématologiques lesglobules rouges, les lymphocytes 

Tet lesPMN des animaux traitéssont apparus avec des anomaliesimportantes touchant 

principalement la tailleet la morphologienucléaire. Pour lesglobules rouges, Nigamet al., 

(2008) ont rapporté quela consommation excessive dela méthionineprovoque des 

modificationshématologiques comparables aux nôtres :présence de sphérocytes et 

d’acanthocytes. (figure 26.C) 

Récemment,de nombreuses publications ont décrit l'expression dela N-méthyl-D-

aspartate (NMDA) dans des cellulesimmunocompétentes(Mashkina et al.,2010 ; Boldyrev et 

al.,2012)etégalementdans les hématies (Makhro et al.,2010). Leur fonction semble être 

réglementée par les taux plasmatiques d’Hcy et de l’acide homocystéique (dérivé de 

l'oxydation). Le premier induit une toxicité et des dommages de l'ADN, tandis que le second 

produit une apoptose cellulaire ; la diminution de la taille des cellules a été observée dans les 

deux cas (Vladychenskaya et al.,2006 ; Bryushkova et al.,2011).  
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Ces données corroborent avec nos photomicrographies (figure 26.C, D, E, F). Il est 

suggéré que l'hyper-activation des récepteurs NMDA provoque une entrée rapide de Ca2 + 

dans les cellules, associé à une accumulation des ROS et une augmentation de l'incidence de 

la thrombose qui conduit à des troubles dans les voies de signalisations(Zainullina et 

al.,2011).  

Les résultats histopahologiques de l’aorte est un argument fort du pouvoir 

angiotoxique de l’Hcy. Les travaux d’Osborne-Pellegrin (1992), de Matthias (1996) et de 

Kirac (2013) réalisés sur des rats surchargés de méthionine, décrivent des altérations 

artérielles identiques aux nôtres : des blessures endothéliales avec détachement des CEs et un 

épaississement de la média (figure 27.C, D). Ceci est dû au dépôt granuleux des 

protéoglycanes issues de la dégradation de la matrice sous endothéliale, à la dissociation des 

fibres élastiques, à l’accumulation du collagène et à la présence de cellules spumeuses (CML 

et Macrophages bourrés de lipides) essentiellement dans l’espace sous- endothélial. De plus 

les anomalies nucléaires observées au niveau des CML nous rappelle les changements 

hématologiques décris précédemment ; l’Hyperhomocystéinémie semble être corrélée au 

processus d’hypométhylation de l’ADN d’où son endommagement.      

 En fait, la relation entre l’HH et l’hyperlipidémie est suffisamment prouvée dans la 

littérature ; l’Hcy induit non seulement l’oxydation de la fraction LDL mais aussila 

distribution et le dépôt intra tissulaire de VLDL. Le foie est l’organe le plus sensibilisé par ce 

déséquilibre car c’est là où siège le métabolisme de la méthionine (Toborek et al., 1996). 

Dans la présente étude, le parenchyme hépatique du lot M est envahi par des vésicules 

lipidiques (figure 28.C) la révélation de cette micro-stéatose nous apporte plus de certitude 

concernant le potentiel hyperhomocystéinémique du régime adapté. Le processus 

d’hypométhylation semble être incriminé dans cette anomalie en affectant la synthèse du 

phosphatidylcholine et par la suite le regroupement des VLDL(Namekataet al.,2004). 

Recemment, Liu et al., (2010) ont montré chez les souris supplementées en methionine, que 

l’HH a altéré le processus de regéneration du foie en inhibant la prolifération des 

hepathocytes. Ceci est consécutif au stress du reticulum endoplasmique (Yu et al.,2013).    

De même, l’examen anatomopathologique du thymus a montré que la supplémentation 

en méthionine induit des lésions structurelles marquées exprimées par des zones apoptotiques 

et une atrophie lobulaire (figure 28. D, E). Quaglino et al.,(2001) ont rapporté que des 

http://www.jbc.org/search?author1=Kazuhiko+Namekata&sortspec=date&submit=Submit
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niveaux élevés de ROS associés à une faible concentration de glutathion provoquent 

l'apoptose des cellules et peuvent contribuer au processus d'involution thymique.  

Depuis la découverte des récepteurs NMDA dans les cellules immunocompétentes, de 

nombreux chercheurs ont décrit les effets apoptotiques de l’Hcy sur les lymphocytes ; ils 

évoquent l'implication des ROS (Vladychenskayaet al.,2006). En outre l’Hcy peut induire des 

lésions de l'ADN des lymphocytes par l'intermédiaire d'une altération de la méthylation et des 

perturbations dans les marqueurs du cycle cellulaire (Picerno et al.,2007). Pour la dilatation 

des septa, l’Hcy est responsable d’un dysfonctionnement endothélial médié par la méthionine, 

ceci est largement démontré dans les recherches menées en clinique ou sur des animaux 

(Peeters etal.,1996,Sharma et al.,2013). 

 Afin de déterminer si la supplémentation en méthionine provoque une angiogenèse 

réparatrice dans le thymus, nous avons exploré la localisation du signal VEGF-A par 

immunohistochimie.  

Il a été démontré qu'à la fois la formation et l'organisation du système vasculaire 

thymique sont VEGF dépendants (Mullur et al.,2005). Plus tard, Andrew et al., (2009,2012) 

dans leurs publications, ont confirmé que le développement et la reconstitution de 

l'endothélium thymique sont réglementés par la production locale du VEGF-A à partir des 

cellules épithéliales thymiques, ou probablement des thymocytes spécifiques. Ces résultats ne 

concernent que le thymus de souris nouveu-né mais pas celui de l'adulte. D'autres auteurs ont 

défini l'association entre la morphogenèse du thymus normal et le vieillissement ; après 

naissance, les taux de VEGF-A suivent un ordre décroissant (Chinn et al., 2012). Ces données 

confirment nos résultats dans les thymus contrôles (figure 30.A, B) où l'expression de VEGF-

A est localisée essentiellement dans les cellules épithéliales sous-capsulaires.  

Cependant, Hyunjoo et al.,(2007) ont rapporté que des signaux de VEGF-A ont été 

détectés dans les cellules épithéliales cytokératine-positive au cours de la régénération 

thymique, ils ont déduit que cette dernière est accompagnée d’un processus d’angiogenèse 

réparatrice. Ceci est examiné lors d’une involution aiguë causée par le cyclophosphamide 

chez le rat adulte.  

Cimpeana et al., (2008) ont enregistré les mêmes constatations dans le thymus humain 

en involution aiguë, mais aussi avec un signal positif dans les vaisseaux sanguins dilatés. Ceci 

est en accord avec nos observations du lot M; i. e. une expression positive  au niveau des 

septa et des vaisseaux sanguins de la jonction cortico-médullaire (figure 30.C, D, E). Nous 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Peeters%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15543337
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sharma%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24021535
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sharma%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24021535
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suggéronsque le VEGF peut être produit localement suite au déclenchement du processus 

régénératif résultant de l'involution thymique(confirmée précédemment par l’étude 

histologique thymique)et /ou véhiculéparla circulation sanguine à la suite d’une dysfonction 

endothéliale (déjà prouvée par l’étude histologique aortique).  

Il est désormais admis que les niveaux plasmatique du VEGF et son expression sont 

influencés directement par les changements des taux plasmatiques d'Hcy (Atta et 

al.,2008 ;Oosterbaan et al., 2012). Ainsi, pour mieux évaluer cette corrélation nous avons 

investigué par la suite l’effet de l’Hyperhomocystéinémie sur l’expression génique de deux 

facteurs angiogéniques : VEGF-A et le facteur de transcription hypoxique HIF-1α dans un 

modèle vasculaire peu exploré qui est l’aorte. 

L’évaluation de l’expression du VEGF en présence d’HH est pratiquée dans différents 

tissus in vivo (Bosch-Marcé et al.,2005) et in ovo  (Latacha. et al.,2005 ; Oosterbaanet 

al.,2012).Cependant ces travaux ne dégagent que peu d’informations sur le mécanisme 

moléculaire de telle interaction. C’est ainsi que nous nous sommes intéressés à explorer le 

rôle de l’Hcy dans la voie de signalisation du VEGF-A dépendante de l’HIF-1α. Nos résultats 

de la qRT-PCR réalisée sur l’aorte ont montré une diminution significative du taux d’ARNm 

des deux gènes chez le lot M par rapport au lot C. 

De nombreuses études ont montré que la régulation de l’expression du VEGF-A est 

principalement transcriptionnelle.Les facteurs de transcription HIFs sont grandement 

impliqués dans l’induction du gène VEGF-A. L’hypoxie induit en effet, une augmentation 

forte et rapide des ARNm et des protéines du VEGF-A mais pas des autres membres de la 

famille des VEGFs. (Dor et al.,2001). De même, Le système HIF joue un rôle crucial lors de 

l’angiogenèse. La délétion des gènes codant pour HIF-1α et HIF-1β provoque une létalité 

embryonnaire par une diminution de l’expression du VEGF-A, un défaut de développement 

du système cardiovasculaire et une réduction de la vascularisation de l’embryon et du sac 

vitellin (Ryan et al. 1998 ; Kotch et al. 1999 ; Hickey et al.2006). 

Récemment, Veeranki et al.,(2014) ont révélé sur un modèle d’ischémie de pate des 

constations similaires aux nôtres ; ils déclare que l’HH atténue l’angiogenèse en réduisant le 

HIF-1α. Cependant en comparant les deux approches on relève des différences importantes : 

-le tissu exploré est la fibre musculaire alors que le nôtre est l’aorte. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oosterbaan%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22085786
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-la technique adoptée pour l’évaluation du VEGF-A et HIF-1α est le western blot donc au 

niveau protéique, alors que la nôtre est la qRT-PCR donc au niveau de l’expression génique. 

Afin d’expliquer le mécanisme propre, ces chercheurs ont soumis l’hypothèse que 

l’HH en condition d’hypoxie induit une dérégulation de la voie de signalisation Akt/mTOR 

(mammalian target of rapamycin) qui est à l’origine de la prolifération cellulaire                

(passage en G1), la migration cellulaire, la survie cellulaire, la synthèse protéique et la 

traduction des facteurs HIF-1 et 2 alpha.En pathologie,cette voie est fortement liée à la 

tumorogenèse (Guertinet al.,2007). 

A ce propos, L’angiogenèse tumorale se décompose en plusieurs étapes incluant la 

dégradation de la matrice extracellulaire, la migration et la prolifération des cellules 

endothéliales sous forme d’un bourgeon capillaire et enfin la morphogenèse capillaire. 

Chacune de ces étapes peut être mise en évidence par différentes techniques in vitro et in vivo. 

Nous avons réalisé différentes expérimentations en lien avec chacune de ces étapes in 

vitro ; en présence de deux gammes de concentrations d’Hcy : cytotoxique (mM) et 

physiopathologique (µM). 

 Dans notre pratique, nous avons décidé tout d’abord d’étudier l’impact de l’Hcy sur 

l’angiogenèse dans son ensemble via le test de l’explant aortique.  

En effet, Lors du bourgeonnement« sprouting » il y a activation des CEs, ce qui 

entraine une dégradation de la membrane basale et de la matrice extracellulaire environnante. 

Puis la migration orientée des cellules endothéliales est suivie d'une phase proliférative puis 

d'une différenciation en une structure de type capillaire pour former un réseau vasculaire. 

 Les constatations fournies par ce test nous ont permis la mise en évidence du potentiel 

inhibiteur de l’Hcy ; le phénomène de bourgeonnement est fortement réduit voire même 

absent.Actuellement, il existe une abondante littérature sur ce sujetsauf quela totalité de ces 

travaux ont fait appel à d’autre méthodes que la nôtre ; citant principalement le test de la 

membrane chorioallantoidienne de poulet (CAM) et celui du matrigel (tube-formation assay), 

de plus les concentrations d’Hcy à tester sont extrêmement élevées (10mM, 1mg) par rapport 

à notre gamme. 

Duan et al.,(2000) sont les premiers à étudier (in vivo) la relation entre l’Hcy et 

l’angiogenèse, suivis par l’équipe de Nagai et al.,(2001) qui a renforcé ce lien en déclarant 

que l’Hcy inhibe l’angiogenèse in vivo et in vitro. Cette inhibition semblerait être dose 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Prolif%C3%A9ration_cellulaire
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Survie_cellulaire&action=edit&redlink=1
http://fr.wikipedia.org/wiki/Synth%C3%A8se_prot%C3%A9ique
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dépendante ; chose prouvée dans nos résultats et affecterait principalement le remodelage de 

la matrice extracellulaire et la phase de prolifération des cellules endothéliale (Rodríguez-

Nieto et al, 2002).  

Une perspective intéressante serait ainsi d’investiguer la prolifération des cellules 

endothéliales qui est une étape clé du processus angiogénique. Nos résultats ont montré que 

les deux gammes d’Hcy expriment un effet antiprolifératif sur les HUVECs mais d’une 

manière différente : pour les concentrations cytotoxiques, la relation dose – effet est 

entièrement dépendante que ce soit à l’échelle qualitative (établissement d’un phénotype 

sénescent) ou quantitative, contrairement aux concentrations physiopathologiques où elle ne 

demeure complétement dépendante que dans la culture conjuguée (Hcy et Ade). 

Des travaux menés dans ce sens, ont rapporté que l’Hcy a des effets toxiques sur les 

CEs pouvant induire leursénescence et leur apoptose (Xu et al.,2000 ;Lee et al.,2005 et Kam 

et al.,2012). 

 Par définition, la sénescence cellulaire correspond à un arrêt de la prolifération 

irréversible, elle peut être induite prématurément par des signaux oncogéniques ou des 

dommages dans l’ADN. Alors que l’apoptose est un procédé de mort cellulaire 

soigneusement régulé et pourrait être la conséquence d’un stress oxydatif, d'une carence en 

facteurs de croissance, d'anomalies de la transmission des signaux inter et intracellulaires et 

de modifications du cycle cellulaire (Phelouzat et al.,1995). 

Plusieurs mécanismes se joignent pour expliquer le scénario par lequel l’Hcy cause la 

sénescence et/ou l’apoptose des CEs. L'opinion dominante semble être que l'homocystéine 

provoque un stress oxydatif dans les cellules en raison de l'auto-oxydation du groupe 

sulfhydryle, favorisant ainsi la production d'espèces réactives de l'oxygène. Ceci est prouvé 

par des études in vitro(Suhara et al.,2004 ;  Bao et al.,2009 et Sipkens et al.,2013) dont les 

résultats sont en grande similarité avec ceux de la gamme cytotoxique.  

De même, l’équipe de Tyagi, est l’une des premières à investiguer la relation                  

Hcy-Apoptose des CEs, en apportant une nouvelle conception du mécanisme défini par la 

triade :  Hcy-stress oxydatif- mitochondrie.  En bref, l’Hcy par le biais des ROS induit une 

chute dans le potentiel transmembranaire mitochondrial, suivie par diminution du Bcl2 et 

augmentation du Bax,   ensuite libération du cytochrome C, activation des caspases 9 puis 3 et 

en fin stimulation des nucléases et fragmentation de l’ADN (Tyagi et al.,2006). Récemment, 

Cette hypothèse est confirmée par les travaux de Liu et al.,(2013). (figure 43)   
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Figure 43 : mécanisme d’activation des caspases par l’homocystéine et mort 

cellulaire.(D’aprésTyagi et al.,2006) 

En outre, il est désormais admis que l’Hyperhomocystéinémie est intimement liée au 

processus d’hypométhylation, du fait que l’Hcy peut se combiner à l’adénosine pour former la 

SAH : principal inhibiteur de la méthyltansférase. Wang et al.,(2002), Jamaluddin et 

al.,(2007) ont rapporté que l’Hcy augmente les concentration cellulaire de la SAH et inhibe 

par la suite la transcription de la cycline A  qui s’exprime au cours de la phase S, ce qui nous 

confirme encore une fois la sénescence des CEs en phase G1 du cycle cellulaire. A la lumière 

de ces données, nous avons développé l’approche de la culture conjuguée (Hcy+ Ade) pour 

deux objectifs : d’une part, établir une comparaison avec le protocole de la culture isolée et 

d’autre part, sensibiliser le cycle méthyle de l’Hcy pour s’approcher davantage des conditions 

invivo, d’autant plus que l’adénosine se trouve dans la totalité des cellules à un taux de 15µM 

et qui augmente jusqu’à 100µM en cas d’ischémie (Frick et al.,1976). 

    Il ressort de nos résultats, que l’Hcy seul à (25 et 50µM) ne peut pas affecter la 

prolifération des CEs, tandis qu’en présence de l’adénosine (50µM) le mécanisme 

d’hypométhylation est installé et le pouvoir inhibiteur de l’Hcy se trouve amplifié (jusqu’à 

50%) rendant ainsi toutes nos concentrations physiopathologiques sensibles, ainsi la relation 
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effet- dose retrouvée auparavant dans la gamme cytotoxique est conservée. Nos constations 

corroborent avec ceux de Zhang et al.,(2012). 

Récemment, Zhang et al.,(2015) ont examiné la relation Hcy- sénescence et ils ont 

déduit que l’Hcy accélère la senescence des CEs en provoquant une hypométhylation des 

télomérases. C’est une enzyme permettant la réparation des télomères et leur maintien à leur 

longueur initiale et surtout sans elle la tumeur ne peut se développer (Jiang et al.,1999).  En 

fait, cette dernière information peut être une perspective prometteuse dans le cadre de thérapie 

antitumorale autre que la piste d’angiogenèse.   

A ce propos, le deuxième processus fondamental pour le développement du vaisseau 

est la migration des cellules endothéliales. Le test de cicatrice nous a permis d’établir une 

migration cellulaire collective pour laquelle les cellules maintiennent des contacts cellule-

cellule. 

Nos résultats montrent que les deux gammes se convergent en terme qualitatif ; 

révélation de l’effet antimigratoire de l’Hcy, mais se divergent en terme quantitatif ; relation 

effet-dose et temps. En effet, après 6 heures les concentrations cytotoxiques ont arrivé déjà à 

inhibé la migration des HUVECs de façon significative et dose-dépendante, contrairement 

aux concentrations physiopathologiques où on a pu constater cet effet qu’après 20h de 

traitement.  

Nagai et Rodríguez-Nieto ont enregistré les mêmes constatations sur des cellules 

endothéliales d'aorte de bovin(BAEC) traitées par des doses d’Hcy nettement élevées (1, 5 et 

10mM) par rapport à notre gamme cytotoxique (0.5, 1, 2mM). Ils rapportent que le pouvoir 

antimigratoire de l’Hcy est associé à une régression dans les niveaux d’expression de la 

métalloprotéine MMP-2 et de l’urokinase (Nagai et al.,2001 ; Rodríguez-Nieto et al, 2002).  

Plus tard, Shastryet al.,(2004) ont confirmé cette relation mais en s’intéressant à 

d’autres enzymes (MMP-9 et TIMP-1), toutes induisant la dégradation de la matrice 

extracellulaire et favorisant l’invasion tumorale (No et al.,2009).   

De plus Tan et al.,(2006) et Zhang et al.,(2012) ont investigué le rôle de l’adénosine 

dans le processus de migration des HUVECs traitées par l’Hcy. Il en découle que l’adénosine 

potentialise l’effet inhibiteur de l’Hcy et de manière dose- dépendante ; le mécanisme 

d’hypométhylation est de nouveau incriminé. Ceci est en accord avec nos résultats de la 

gamme physiopathologique. 
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En confrontant les résultats de nos deux gammes avec la littérature disponible, on peut 

déduire que le pouvoir antiangiogénique de l’Hcy à faibles concentrations (<50µM) est médié 

par le processus d’hypométhylation alors qu’à fortes concentrations (> 100µM) c’est le 

mécanisme du stress oxydant.         

Par ailleurs, la prolifération et la migration des CEs au sein du processus angiogénique 

sont des phénomènes complexes, résultant de l’action de facteurs pro- et antiangiogéniques 

activant des voies de signalisation dont la plus efficace est la voie VEGF.  Cette dernière se 

trouve fortement stimulée par certaines molécules de l’environnement tumoral.     

 En fait, nos résultats in vivo ont révélé un effet inhibiteur de l’Hcy sur l’expression du 

facteur d’hypoxie HIF-1α, c’est ainsi que nous nous sommes intéressés dans la partie in vitro 

d’abord, à réexaminer l’effet de l’Hcy en concentrations physiopathologiques sur l’expression 

du VEGF-A et ensuite à explorer son impact sur l’OPN. Le choix de cette dernière molécule 

est pour deux raisons : 

1) Actuellement ont lui a attribué les propriétés d’une cytokine et un rôle puissant 

dans l’invasion tumorale (Ramchandani et al., 2015). 

2) Dans la littérature disponible, pas de travaux associant l’Hcy et l’OPN. 

Pour le VEGF-A,Les résultats de la RT-PCR quantitative ont affiché une diminution 

des taux d’ARNm après 24h de traitement. Cet effet est dose dépendant mais partiellement 

significatif (≥100µM). 

Les constatations deShastry et al.,(2004) sur les MVECs (brain 

microvascularendothelial cells) de la souris avec 20µM d’Hcy , de Yan et al .,(2010) sur les 

HUVECs avec (50, 200 et 500µM) d’Hcy et celles de Oosterbaan et al .,(2012) sur  le modèle 

CAM avec 50mM d’Hcy thiolactone,  vont dans le même sens que les nôtres. Par ailleurs vu 

leurs procédures, notre étude s’avère beaucoup plus élargie et ciblée du fait qu’on s’est 

intéressé d’une part à l’Hcy et la  CE et d’autre part aux conditions physiologiques et 

pathologiques.   

En tentant d’expliquer le mécanisme par lequel l’Hcy affecte l’expression du VEGF, 

Zhang et al.,(2012) ont examiné l’addition de l’adénosine à  50µM d’HCY (condition 

biologique) ; il en résulte que l’installation de hauts niveaux de SAH favorise et amplifie 

l’inhibition du VEGF. 

http://www.sciencedirect.com.www.sndl1.arn.dz/science/article/pii/S0304419X15000153
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oosterbaan%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22085786
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oosterbaan%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22085786
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oosterbaan%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22085786
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oosterbaan%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22085786
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oosterbaan%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22085786
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Pour l’OPN,  ont a soulevé des constations similaires à celles du VEGF-A. les niveaux 

d’ARNm sont réduits d’une façon dose- dépendante et partiellement significative (≥100µM). 

Le VEGF et l’OPN se rencontrent dans diverses fonctions physiologiques : motilité 

cellulaire et angiogenèse, réponse à l’hypoxie et apoptose. Ces effets sont médiés par 

l’intégrine αvβ3 (Yue et al., 1994; Liaw et al., 1995). Cependant depuis leurs identifications 

comme étant des marqueurs de mauvais pronostic dans le cancer (Vergis et al., 2008 ;Cui et 

al., 2009), les chercheurs se sont intéressés à étudier les modes de communications existant 

entre les deux. 

Au cours de la dernière décennie, Le lien entre l’OPN et le VEGF a été largement 

discuté, des études ont montré que le VEGF induit l’expression de l’OPN (Liet al., 2012) 

alors que dans d’autres c’est l’OPN qui induisait le VEGF(Chakraborty et al., 2008)et leurs 

voies sont rarement distinctes et indépendantes.Les chercheurs ont établi ainsi les notions de 

co-expression et de synergie dans les fonctions du VEGF et de l’OPN. 

 En condition d’hypoxie, le couple OPN-VEGF semble être stimulé par le HIF1-α 

favorisant ainsi la cascade angiogénique et l’invasion tumorale. (Bosco et al., 2009 ; Wu et 

al., 2013). Le processus d’activation est médié par la voie de signalisation ILK /AKT / P65 

déterminée dans le cancer du sein (Raja et al., 2014) . Dans le cadre thérapeutique de ce 

cancer, la suppression de l’OPN a induit une régression des taux HIF-1α et VEGF face à une 

augmentation de la radiosensibilité des cellules tumorales (Yang et al.,2012). 

 

 

Figure 44 :Lesvoies de signalisationdans le cancerdu sein. 

(D’après  Ramchandaniet al.,2015) 

http://www.sciencedirect.com.www.sndl1.arn.dz/science/article/pii/S0304419X15000153
http://www.sciencedirect.com.www.sndl1.arn.dz/science/article/pii/S0304419X15000153
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L’OPNfavorise laprogression de la tumeuret l'angiogenèseà 

traversdeuxvoiescroiséesde communication.Toutes deux impliquentl'activation dufacteur de 

transcription NF-kB etl'induction deprogrammes génétiquesspécifiques.Ces voiessont des 

cibles pourplusieurscandidatsmédicaments anti-cancéreux.  

A la lumière de ces données et tenant compte des objectifs de la problématique de 

notre thèse, il nous semble difficile de déterminer avec précision le mécanisme d’action de 

l’Hcy responsable de l’inhibition de l’OPN. Néanmoins nous suggérons deux voies :  

1) Celle de l’HIF-1α /VEGF-A avec toute la machinerie de signalisation relativement 

connue. l’OPN sera ainsi dépendante du VEGF, c’est la voie indirecte. 

2) Celle de l’OPN/ HIF-1α, c’est la voie directe et qui semble être une perspective 

très importante éventuellement dans le cadre thérapeutique si on arrive à concevoir 

un traitement à base d’Hcy associé à d’autre molécules et à des concentrations bien 

ajustées.    
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De nombreux mécanismes d’action ont été décrits pour expliquer l’effet de 

l’homocystéine sur l’angiogenèse. Les années 2000 ont été celles de la mise en évidence du 

pouvoir antiangiogénique médié par le stress oxydant et le processus d’hypométhylation ; la 

CE constituait la cible de choix. Les années 2010 sont celles de la recherche moléculaire 

impliquée dans les voies de signalisations du VEGF-A ; le microenvironnement tumoral est 

dans le centre de ces études. 

Dans cette optique, nous avons montré in vivo que l’Hcy est responsable d’anomalies 

hématologiques et d’une régénération thymique qui pourraient avoir des conséquences sur le 

devenir des CEP et éventuellement sur la croissance et l’invasion tumorale où l’Hcy pourrait 

être un marqueur d’immuno-surveillance.  

De même les propriétés inhibitrices affectant la prolifération des CEs, leur migration 

et l’expression du VEGF-A confèrent à l’Hcy un potentiel de régulation accompagnant le 

processus angiogénique dans toutes ses étapes. En fait à des concentrations inferieures à 

50µM, l’Hcy est susceptible d’induire tous ces effets, ceci est d’un grand intérêt si dans des 

études plus élargies et approfondies on arrive à garder ces propriétés tout en diminuant les 

autres effets nuisibles causés par l’Hcy.  

Le HIF-1α et l’OPN jouent un rôle capital dans l’angiogenèse tumorale et l’Hcy 

semble inhiber l’expression de leurs gènes, Cet aspect est une perspective intéressante pour 

notre travail et permettra sans doute d’espérer un peu plus en matière de thérapie 

antiangiogénique en  proposant la conception des anticorps Anti-VEGFR ou Anti-OPN 

conjugués à l’Hcy.        
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Résumé : Effets de l’homocystéine sur les processus angiogéniques et l’invasion      

tumorale du tissu endothélial dans un modèle animal. 

                                                      AGGOUN CHERIFA 

-------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

L’angiogenèse est la formation de nouveaux vaisseaux sanguins à partir de vaisseaux 

préexistants elle est rencontrée dans de nombreuses situations physiopathologiques, 

notamment dans la tumorogenèse. L’activation de La cellule endothéliale (CE) par le VEGF-

A est l’étape décisive du processus. Etant donné que l’homocystéine (Hcy) est doté d’un 

pouvoir angiotoxique, l’objectif de ce travail est d’évaluer en deux études(in vivo et in vitro) 

l’effet de cette molécule sur l’angiogenèse et l’invasion tumorale en impliquant le VEGF et 

deux puissant effecteurs de sa signalisation : le HIF (hypoxia –inducible factor)-1α et l’OPN 

(Ostéopontine). 

Dans l’étude in vivo, après avoir confirmé la conception de notre modèle 

d’Hyperhomocystéinémie (HH) par les études biochimiques (Hcy total, protéines totales, CRP 

et MDA) et histologiques (Aorte, Foie et Thymus), nous avons montré que l’HH a potentialisé 

la présence du VEGF-A au niveau thymique traduisant ainsi l’installation d’une angiogenèse 

réparatrice, parallèlement à une inhibition de l’expression génique du couple VEGF-A et HIF-

1α au niveau aortique.  

Dans l’étude in vitro, nous avons évalué de près l’effet antiangiogénique de l’Hcy 

précédemment révélé in vivo, en exposant les HUVECs à des concentrations cytotoxiques et 

physiopathologiques. En effet, la première gamme a révélé une forte inhibition de la 

prolifération, de la migration et du bourgeonnement capillaire associée à une sénescence et 

une apoptose des CEs. Dans la gamme physiopathologique, l’inhibition est toujours dose –

dépendante mais elle est partiellement significative (≤100µM). À la réalisation de la culture 

conjuguée (Hcy + Adénosine), la significativité est devenue complète (≥50µM). Ceci nous a 

permis de mettre en évidence le mécanisme d’hypométhylation imposé par l’Hcy.  De même, 

à l’échelle moléculaire l’Hcy a inhibé l’expression génique du VEGF-A et de l’OPN. 

L’ensemble de notre travail montre un nouvel aspect du pouvoir antiangiogénique de 

l’Hcy, en modulant l’expression des gènes impliqués dans l’angiogenèse tumorale.    

Mots clés : Homocystéine, Angiogenèse,Invasion tumorale, VEFG-A, Voies de 

signalisation, Rat, HUVECs. 
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Summary: Effects of Homocysteineonangiogenic processesand tumor 
invasionofendothelial tissuein vivo and in vitro. 

AGGOUN CHERIFA 

-------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

Angiogenesis is the formation of new blood vessels from pre-existing vessels, existing 

in many pathophysiological conditions, including tumorogenesis. In the activation of the 

endothelial cell (EC),VEGF-A (vascular endothelial growth factor) is the decisive stage of the 

process. Since homocysteine (Hcy) has an angiotoxic power, the aim of this work is to assess 

(in vivo and in vitro studies) the effect of this molecule on angiogenesis and tumor invasion 

involving VEGF and its two powerful signaling effectors: the HIF(hypoxia –inducible factor ) 

-1α and the OPN (Osteopontin). 

In the in vivo study, the conception of our Hyperhomocysteinemia model (HH) is 

confirmed by biochemical study (total Hcy, total protein, CRP and MDA) and histological 

one (aorta, liver and thymus). We showed that HH potentiated the presence of VEGF-A in 

thymus, suggesting the installation of a reparative angiogenesis effect, in the same time to an 

inhibition of VEGF-A and HIF-1α expressions in aortic tissue.  

 In the in vitro study, we evaluated the antiangiogenic effect of Hcy previously 

revealed in vivo, by exposing HUVECs to cytotoxic and pathophysiological concentrations of 

Hcy. In fact, the first range revealed a strong inhibition of the proliferation, migration and 

capillary sprouting associated with senescence and apoptosis of EC. In pathophysiological 

range, inhibition is always dose -dependent and became completely significant in adenosine 

condition. Hcy seems to act by an hypomethylation mechanism. In addition, the results of 

qRT-PCR revealed that Hcy inhibited gene expression of VEGF-A and OPN in dose-

dependent manner. 

This study shows a new aspect of antiangiogenic properties of Hcy, by impaired the 

expression of genes involved in tumor angiogenesis. 

Key- words : Homocysteine, Angiogenesis, Tumor invasion, VEGF-A, Signaling 

pathways   Rat, HUVEC   

 

 

 

 


	Figure 4 : Les principaux acteurs de l’angiogenèse tumorale.(D’après Folkman, 2007)
	2.1- Le VEGF-A
	Figure 11 : Les récepteurs et les voies de signalisations impliqués dans l’angiogenèse.(D’après Jain et al., 2007)
	Atta HM., El-Rehani MA.,Raheim SA and Galal AM. Lowering homocysteine decreases levels and expression of VEGF(165) and endostatin.J Surg Res.2008 ; 146(2):202-10.



