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Résumé
L’angiogenèse in vivo et in vitro, dans les processus physiologiques et pathologiques, est un processus 

multifactoriel. Elle implique une pléthore de molécules de signalisation et de voies, des cellules en dialogue 
dynamique et d’innombrables cytokines et facteurs de croissance pour générer un système vasculaire 
fonctionnel et stable. Cette vascularisation, cependant, est l’un des prérequis de la régénération tissulaire 
car elle assure un apport continu de nutriments et d’oxygène. Ces considérations ont trouvé leur entrée dans 
l’ingénierie tissulaire moderne lorsque l’importance vitale d’un réseau vasculaire a été de plus en plus étudiée.

L’avenir des approches régénératives combinera inévitablement les stratégies éprouvées sur le terrain 
de l’ingénierie tissulaire avec les techniques biomoléculaires modernes dans l’environnement scientifique 
des cellules souches et de la thérapie génique.

L’équilibre fragile entre les propriétés mécaniques, le support tissulaire et la stimulation angiogénique 
sera l’objet de recherches en médecine régénérative pour les années à venir.

Dans ce travail, nous avons mis l’accent sur le potentiel d’utilisation de préparations dérivées 
de plaquettes (plasma riche en plaquettes (PRP), PRP combiné à l’acide hyaluronique (PRP-HA) 
et lysats de plaquettes (PL)) pour une angiostimulation contrôlée.

Mots-clés : angiogenèse, plaquettes, régénération.

INTRODUCTION : L’ANGIOGENÈSE,
ÉTAPE CLÉ DE LA RÉGÉNÉRATION TISSULAIRE

L’angiogenèse, processus par lequel de nouveaux vaisseaux sanguins se forment à partir des 
vaisseaux existants, joue un rôle crucial dans la régénération tissulaire. En effet, lorsqu’un tissu est 
endommagé ou lorsqu’il a besoin de croître, une vascularisation adéquate est essentielle pour fournir les 
nutriments, l’oxygène et les facteurs de croissance nécessaires à la réparation ou à la croissance tissulaire 
[1].

Dans le contexte de la régénération tissulaire, l’angiogenèse peut être stimulée de différentes 
manières, notamment par l’utilisation de facteurs de croissance, de thérapies cellulaires ou de matériaux 
biomimétiques. En favorisant la formation de nouveaux vaisseaux sanguins, on améliore la vascularisation 
du tissu endommagé, ce qui accélère le processus de guérison et favorise une régénération tissulaire 
plus complète [2].

Comprendre et manipuler l’angiogenèse dans le cadre de la régénération tissulaire ouvre ainsi la 
voie à de nombreuses applications médicales prometteuses, notamment dans le traitement des blessures 

030_037_Berndt_Carpentier.indd   1030_037_Berndt_Carpentier.indd   1 15/05/2024   11:0315/05/2024   11:03



31

graves, des maladies vasculaires et de la dégénérescence tissulaire [3]. En optimisant ce processus 
biologique complexe, nous sommes en mesure d’améliorer significativement les résultats cliniques et de 
promouvoir la santé et le bien-être des patients.

En ce qui concerne l’angiogenèse, les plaquettes jouent un rôle crucial en libérant divers 
facteurs de croissance et cytokines qui favorisent la formation de nouveaux vaisseaux sanguins 
à partir des vaisseaux existants.

Ces facteurs de croissance comprennent notamment le facteur de croissance endothélial vasculaire 
(VEGF), le facteur de croissance des fibroblastes (FGF), le facteur de croissance plaquettaire (PDGF) et 
d’autres molécules pro-angiogéniques [4].

Lorsqu’une lésion tissulaire se produit, les plaquettes sont activées et recrutées sur le site de la blessure. 
Elles libèrent alors ces facteurs de croissance, ce qui stimule la prolifération et la migration des cellules 
endothéliales, favorisant ainsi la formation de nouveaux vaisseaux sanguins pour assurer la réparation 
tissulaire et la guérison. En outre, les plaquettes peuvent interagir avec d’autres cellules impliquées dans 
l’angiogenèse, telles que les cellules endothéliales et les cellules immunitaires, pour réguler le processus 
de manière coordonnée.

Comprendre le rôle des plaquettes dans l’angiogenèse est crucial pour développer de nouvelles 
stratégies thérapeutiques visant à moduler ce processus dans divers contextes pathologiques, 
tels que les maladies cardiovasculaires, le cancer et la régénération tissulaire.

Des recherches approfondies sont en cours pour élucider les mécanismes sous-jacents et 
exploiter le potentiel thérapeutique des produits dérivés des plaquettes dans la modulation de 
l’angiogenèse [5].

Figure 1.	Mécanismes de régulation de 
l’angiogenèse par les plaquettes. Dans l’angiogenèse 

bourgeonnante (AB), la privation de nutriments, 
l’hypoxie et les facteurs pro angiogéniques incitent 
à l’activation des cellules endothéliales (EC) et à 
la croissance vasculaire, où les cellules de pointe 

guident les cellules souches hautement prolifératives. 
Les plaquettes circulantes peuvent contribuer à 
l’AB en (1) préservant l’intégrité vasculaire en se 
liant soit à la matrice extracellulaire (ECM) exposée, 

soit aux ECs. Les plaquettes activées peuvent 
également (2) libérer des molécules angiogéniques 

et des microparticules plaquettaires (PMPs) à 
proximité des ECs 

(adapté de Roweth et Battinelli, 2024 [5]).
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LES MODÈLES DE CULTURE 3D IN VITRO SONT DES OUTILS
PRÉCIEUX POUR ÉTUDIER L’ANGIOGENÈSE, CAR
ILS PERMETTENT DE RECRÉER DE MANIÈRE PLUS FIDÈLE
L’ENVIRONNEMENT TRIDIMENSIONNEL TROUVÉ
DANS LE CORPS HUMAIN [6]

Voici les principaux avantages de ces modèles pour l’étude de l’angiogenèse :

	█ Représentation réaliste de l’environnement cellulaire
Les cultures 3D permettent aux cellules de se développer dans un environnement tridimensionnel plus 

proche de celui qu’elles rencontrent in vivo, du fait des différents types cellulaires en présence et de leur 
interaction avec la matrice environnante. Cela favorise une interaction cellule-cellule et cellule-matrice 
plus physiologique et une expression génique plus fidèle, ce qui peut conduire à des résultats plus pertinents.

	█ Contrôle précis des conditions expérimentales
Les modèles 3D offrent la possibilité de contrôler plus précisément les conditions expérimentales, 

telles que la composition du milieu de culture, la concentration en facteurs de croissance et la rigidité du 
substrat. Cela permet aux chercheurs de mieux comprendre les mécanismes sous-jacents de 
l’angiogenèse et d’identifier les facteurs qui la régulent.

Figure 2.	 Avantages et Inconvénients des modèles cellulaires en 2D par rapport aux modèles en 3D.
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	█ Étude de la dynamique temporelle
Les modèles 3D permettent de suivre l’évolution de l’angiogenèse au fil du temps, ce qui est crucial 

pour comprendre les différentes étapes du processus, telles que la formation des vaisseaux sanguins, 
leur maturation et leur remodelage. Cela permet également d’étudier comment les différents types de 
cellules interagissent et coordonnent leurs activités au cours de l’angiogenèse.

	█ Test de médicaments et de thérapies
Les cultures 3D in vitro peuvent être utilisées pour évaluer l’efficacité de médicaments et de thérapies 

ciblant l’angiogenèse, comme les inhibiteurs de l’angiogenèse utilisés dans le traitement du cancer ou les 
agents pro-angiogéniques utilisés pour favoriser la régénération tissulaire. Ces modèles permettent de 
réaliser des tests précliniques plus rapides et plus économiques tout en réduisant le recours à des 
modèles animaux.

En résumé, les modèles de culture 3D in vitro offrent un moyen puissant et flexible d’étudier 
l’angiogenèse dans un contexte physiologiquement pertinent, ce qui peut contribuer à une 
meilleure compréhension des mécanismes biologiques sous-jacents et à l’identification de 
nouvelles cibles thérapeutiques pour traiter un large éventail de maladies et de troubles.

LE MODÈLE DES BILLES D’ANGIOGENÈSE EN FIBRINE
(FBA) EST UNE TECHNIQUE D’ANGIOGENÈSE 3D IN VITRO
(Figure 3) [7]

Dans ce modèle, des billes ou des microsphères en polymère sont revêtues de cellules endothéliales, 
qui sont les cellules qui tapissent les vaisseaux sanguins.

Figure 3.	Les étapes de l’analyse de l’angiogenèse avec des billes de gel de fibrine. 
– Le premier jour consiste à attacher les cellules endothéliales à un microporteur (bille). 
– Le deuxième jour implique l’incorporation des billes enrobées dans un caillot de fibrine composé 
de facteurs de croissance et du composé d’intérêt ainsi que de l’ensemencement d’une couche 
de fibroblastes à la surface du gel. 
– Enfin, après une incubation de 48 heures à 37 °C, les billes sont imagées le quatrième jour 
(adapté de Clavane et al. 2022) par un microscope automatique à haut débit.
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Ces billes sont ensuite incorporées dans un gel de fibrine, une protéine présente dans le sang qui 
forme un caillot lorsqu’elle est activée. Une fois les billes incorporées dans le gel de fibrine, une couche 
de fibroblastes est déposée au-dessus des gels de fibrine afin de sécréter les facteurs de croissance 
requis à une angiogenèse spontanée.

Un milieu de culture est ajouté dans lequel sera dilué les composés d’intérêt à tester : dans notre cas, 
les préparations à base de plaquettes : le PRP (RegenPRP), le PRP-HA (Cellular Matrix) et les lysats 
plaquettaires (Platelet Max).

Au fil du temps, les cellules endothéliales, vont proliférer sous l’influence des différents stimuli apportés 
par les fibroblastes ainsi que les facteurs de croissance provenant des préparations à base de plaquettes.

Elles vont ensuite migrer hors des billes pour former de véritables tubes capillaires qui contiennent des 
lumières, répliquant, étape par étape, le processus d’angiogenèse observé in vivo.

Dans une publication du groupe Nature© (Carpentier et al, Scientific Report 2020) [8], nous avons 
développé une méthode originale d’analyse morphométrique semi-automatique à haut débit afin 
d’augmenter la puissance statistique des quantifications réalisées (Figure 4).

Ce modèle couplé à cette nouvelle quantification offre un moyen pratique et reproductible d’étudier les 
mécanismes sous-jacents de l’angiogenèse et d’évaluer l’efficacité de différents agents thérapeutiques, 
tels que les médicaments anti-angiogéniques ou les agents pro-angiogéniques.

De plus, il permet de visualiser facilement les changements morphologiques et fonctionnels des 
vaisseaux sanguins formés, en réponse aux facteurs de croissance relargués par les plaquettes.

Il s’agit d’un outil précieux pour la recherche en biologie vasculaire et pour le développement 
de nouvelles thérapies en médecine régénérative et en physiopathologie vasculaire [9].

DANS NOTRE ÉTUDE IN VITRO, NOUS AVONS ÉVALUÉ
ET COMPARÉ LA CAPACITÉ DE TROIS PRÉPARATIONS
DÉRIVÉES DES PLAQUETTES 

•	 Le plasma riche en plaquettes (PRP),
•	 Le PRP à l’acide hyaluronique (PRP-HA)
•	 Les lysats de plaquettes (PL) à différentes concentrations (5-40 %)

Pour leurs effets biologiques sur les cellules endothéliales de la veine ombilicale humaine 
(HUVEC) au niveau de :

•	 Leur métabolisme,
•	 Leur viabilité,
•	 Leur sénescence,
•	 La sécrétion de facteurs angiogéniques,
•	 et les capacités angiogéniques en 2D (test de formation de tubes endothéliaux ou EFTA),
•	 et en 3D (test en billes de fibrine ou FBA) [10] (Figure 5).

Le PRP, le PRP-HA et le PL induisent des réponses angiogéniques différentes.
Nous avons démontré que même si les trois préparations sont dérivées des plaquettes, elles contiennent 

des mélanges divers de facteurs de croissance qui déclenchent différemment les étapes du processus 
angiogénique spatialement et temporellement.

Les PL sont des stimulateurs puissants de la prolifération endothéliale mais de manière non orchestrée, 
ce qui entrave la formation adéquate des tubes endothéliaux.
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Figure 4.	Développement d’une nouvelle méthode d’analyse morphométrique de l’angiogenèse 
dans le modèle des billes de fibrine basée sur la détection « d’arbres vasculaires ». Tiré de [8].
A    �A. Image de l’échantillon initial montrant la sphère détectée. B. Amélioration des forts 

gradients et suppression de l’arrière-plan. C. Seuil « Moyen ». D. Degmentation binaire finale. 
E. Squelette de la segmentation binaire. F. Squelette final après nettoyage de l’intérieur de la 
sphère. Barre d’échelle : 200 μm.

B    �Détection d’objets vectoriels dans les arbres squelettisés. A. Extrémités qui sont des points 
rouges entourés de jaune (encart 1). B. Détection des Branches (vertes) et des Segments 
(magenta). 
L’encart 2 montre une branche artificielle (cyan) (car trop petite) qui sera supprimée par le 
programme. 
L’encart 3 montre une fusion entre deux jonctions proches en une seule (bord bleu). 
C. Représentation de l’analyse finale, comprenant les jonctions d’ancrage (violet, encart 4), qui 
intersectent la limite de la sphère (rouge).
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Le PRP et le PRP-HA contenant des plaquettes vivantes induisent la meilleure réponse angiogénique 
dans le modèle 3D complexe FBA qui récapitule l’ensemble du processus angiogénique.

Le PRP et le PRP-HA peuvent également présenter des propriétés anti-vieillissement sur les HUVEC, 
car la sénescence endothéliale est diminuée [10].

L’acide hyaluronique, en tant qu’hydrogel biodégradable naturel, favorise une libération 
contrôlée des facteurs de croissance du PRP.

Le profilage du sécrétome explique les activités biologiques par une sécrétion différentielle de facteurs 
angiogéniques puissants lorsque les plaquettes sont cultivées seules ou en présence de HUVEC.

 EN CONCLUSION
Le PRP seul ou combiné à l’acide hyaluronique est un réservoir de facteurs de croissance qui 

favorise l’angiogenèse pour les applications de génie tissulaire cellulaire in vitro.

De plus, les résultats sont d’un grand intérêt pour les applications cliniques où les préparations 
dérivées des plaquettes sont utilisées pour une thérapie angio-régénérative in situ afin d’accélérer 
la cicatrisation des plaies et la réparation tissulaire.

Figure 5.	Les produits dérivés des plaquettes modulent différemment l’angiogenèse dans le test 
des billes de fibrine en 3D.
A. Les cultures 3D d’EC humaines (HUVEC) ont été traitées avec des produits dérivés des 
plaquettes (PRP, PRP-HA et PL) à des concentrations différentes (5-40 %) pendant 4 jours. Images 
représentatives d’une augmentation massive de l’angiogenèse (PRP 20, PRP-HA 20) ou d’une 
légère prolifération endothéliale à partir des billes enrobées d’EC (PL20) par rapport aux conditions 
témoins (témoin et héparine) au jour 4. Barre d’échelle : 150 μm. 
B. La quantification des paramètres morphométriques du réseau capillaire a été réalisée par une 
méthode informatisée sur des images prises le jour 4. Les paramètres représentatifs mesurés 
étaient la longueur totale, la longueur totale des branches, le nombre d’extrémités et le nombre de 
jonctions d’ancrage par sphère. Les graphiques sont représentatifs de trois expériences indépendantes. 
Cent sphères ont été quantifiées pour chaque condition expérimentale. Données de Berndt et al. 
Biomedicines. 2021 [10].
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