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Résumé 

Le glioblastome multiforme (GBM) demeure le cancer le plus agressif des cancers du 

cerveau. Malgré les progrès réalisés durant les dernières décennies dans la compréhension de 

la pathogenèse du GBM, les thérapies disponibles ne sont pas efficaces vis à vis de la 

malignité de la maladie, d’où la nécessité de trouver de nouveaux traitements plus efficaces. 

Dans ce contexte, l’exploitation du venin de scorpion tunisien Androctonus australis hector a 

permis d’isoler deux molécules de petites tailles dotées d’activités anticancéreuses sur les 

cellules U87 du glioblastome. La première molécule, nommée H8, agit sur la migration de ces 

cellules. L’exploration de la structure de ce peptide a donné 5 séquences possibles que nous 

avons synthétisées et testé leurs effets sur ces mêmes cellules. Un, parmi les cinq peptides 

synthétisés, a montré une activité proche du peptide natif mais toujours moins efficace. Ainsi 

nous avons conclu qu’aucune des molécules synthétisées ne correspond à H8. La deuxième 

molécule, nommé AaTs-1, est un tetrapeptide qui possède une activité antiproliférative sur les 

cellules U87 avec une IC50 de l’ordre de 0,5 mM. Afin d’augmenter l’efficacité de ce 

tetrapeptide, nous avons modifié sa structure en synthétisant des dendrimères multi-branchés 

AaTs-1-2B, AaTs-1-4B et AaTs-1-8B. Tous les dendrimères synthétisés ont montré une 

meilleure activité, qui augmente avec le nombre des branches, sur la prolifération des cellules 

U87. Fait intéressant, les dendrimères AaTs-1-4B et AaTs-1-8B ont aussi montré un effet 

inhibiteur sur la migration des cellules U87. L’étude du mécanisme d’action de AaTs-1-8B a 

montré qu’il agit en diminuant le taux calcique intracellulaire et en augmentant la 

phosphorylation des protéines ERK1/2 et AKT et l’expression de P53.



 

 

 
 

Abstract 

 

Glioblastoma multiforme (GBM) remains the most aggressive brain cancers. Despite the 

progress made in recent decades in understanding the pathogenesis of GBM, the available 

therapies are not effective against the malignancy of the disease, hence the need to find new 

and more effective treatments. In this context, the screening of the Tunisian scorpion venom 

Androctonus australis hector has allowed the identification of two small molecules with 

anticancer activities on U87 glioblastoma cells. The first native molecule, named H8, acts on 

the migration of these cells. Structural characterization of this peptide yielded 5 possible 

sequences that we synthesized and tested for their effects on the same cell line. One of the 

five peptides synthesized showed activity close to the native peptide but still less effective. 

Thus, we concluded that none of the molecules synthesized corresponds to H8. The second 

molecule, called AaTs-1, is a tetrapeptide that has an antiproliferative activity on U87 cells 

with an IC50 of 0.5 mM. In order to increase the efficiency of this tetrapeptide we modified 

its structure by synthesizing multi-branched dendrimers AaTs-1-2B, AaTs-1-4B and AaTs-1-

8B. All synthesized dendrimers have shown better activity, which increases with the number 

of branches, on the proliferation of U87 cells. Interestingly, the dendrimers AaTs-1-4B and 

AaTs-1-8B also showed an inhibitory effect on the migration of the U87 cells.  The study of 

the mechanism of action of AaTs-1-8B showed that it acts by decreasing intracellular calcium 

levels and increasing phosphorylation of ERK1/2 and AKT proteins and P53 protein 

expression. 
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Introduction générale 

 
Avec plus de 19 millions nouveaux cas et 10 millions de décès en 2020 par le cancer, 

cette maladie demeure selon l’OMS la deuxième cause de mortalité mondiale après les 

maladies cardiovasculaires. Malgré tous les efforts fournis pour la comprendre et la maitriser, 

cette maladie reste très agressive et incontrôlée. Les cancers du poumon, du sein, du foie et de 

l’estomac ainsi que le cancer colorectal, sont les cancers qui causent le plus de décès. Le 

tabagisme, la consommation excessive d’alcool, l’obésité et la sédentarité sont les facteurs de 

risque les plus importants pour le développement de cette maladie. 

Le cancer est caractérisé par la transformation des cellules saines, acquérant de 

nouvelles caractéristiques suite à des mutations incontrôlées. Ce processus peut durer 

plusieurs années, durant lesquelles plusieurs gènes mutés agissent d’une façon directe sur 

différentes fonctionnalités cellulaires. La viabilité et la migration cellulaire, sont les 

mécanismes les plus touchés, entrainant une perturbation de l’homéostasie générale des 

différents tissus (Hanahan et Weinberg 2000). 

Depuis des décennies la recherche a permis de mieux comprendre les mécanismes 

impliqués dans le développement de différents cancers et de maitriser certains d’entre eux, 

surtout aux stades primitifs. Malgré ces progrès, plusieurs types de cancers résistent fortement 

à toutes les thérapies proposées en l’occurrence, la chimiothérapie et la radiothérapie. 

C’est le cas du glioblastome multiforme qui est la forme la plus sévère des tumeurs 

cérébrales. Il se caractérise par une forte résistance aux thérapies proposées et un 

développement multifactoriel très agressif, réduisant ainsi le pronostic de guérison aux 

personnes atteintes, avec une espérance de vie qui ne dépasse pas les 15 mois. Le pouvoir 

invasif des cellules du glioblastome dans les différentes régions cérébrales permet à cette 

tumeur de récidiver rapidement dans presque 90% des cas  (Louis et al., 2016). 

Actuellement, plusieurs études tentent de développer des stratégies alternatives pour 

lutter contre le glioblastome, telles que les thérapies ciblées et les thérapies cellulaires. Ces 

démarches consistent à cibler différents mécanismes du développement tumoral afin de 

réduire le développement de la maladie sans pour autant affecter les cellules saines. Pour ce 

faire les scientifiques se sont intéressés à une panoplie de molécules d’origine naturelle ou 

synthétique.  

Parmi les molécules naturelles explorées et en cours d’étude, certaines sont issues des 

venins animaux. En effet, les venins animaux sont très riches en molécules, essentiellement 

des protéines, capables d’agir sur de nombreuses fonctions cellulaires. Ces molécules agissent 
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de façon très spécifique sur des récepteurs exprimés à la surface cellulaire, activant ainsi 

divers processus impliqués dans différentes maladies et en particulier le cancer.  

Dans ce présent travail, nous nous sommes intéressés aux molécules de petite taille 

issues du venin de scorpion tunisien Androctonus australis hector, pour lequel des travaux de 

notre équipe ont abouti à l’identification de plusieurs molécules capables d’inhiber le 

développement de différentes lignées de cellules cancéreuses. Ce composés agissent en 

modulant des canaux ioniques, comme les canaux potassium (Aissaoui et al., 2018), sodium 

(BenAissa et al., 2020) ou chlore (Rjeibi et al., 2011), ainsi que des intégrines ou des 

récepteurs ioniques tel que le récepteur modulateur des ions calcium FPRL-1 (Aissaoui et al. 

2021). 

Les molécules de petite taille présentent un champ de travail très intéressant 

puisqu’elles sont facilement synthétisables et surtout parce que l’on peut modifier leur 

structure afin d’améliorer leur activité. Pour la conception de molécules thérapeutiques, 

plusieurs formes de modifications structurales telles que les modèles des dendrimères multi-

branchés peuvent être appliquées aux petites molécules afin d’améliorer leur stabilité dans 

l’organisme ainsi qu'augmenter leur affinité et leur sélectivité vis-à-vis de leurs cibles. 
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Chapitre I : Le Cancer 
 

I.1 Définition 
Le cancer a été décrit pour la première fois au cinquième siècle avant J. C. par le 

médecin grec Hippocrate qui l’a nommé « Karkinos » en le comparant au crabe, mais ce n’est 

que dans dernières décennies et après des recherches approfondies que les scientifiques ont 

réussi à mieux le comprendre et à le définir correctement.  

Il s’agit d’un ensemble de maladies qui peut affecter (ou atteindre) n’importe quel 

tissu de l’organisme (Hannahan 2001). Il se caractérise par un long processus au cours duquel 

des cellules saines subissent de nombreuses modifications au niveau de leur génome et leurs 

fonctions vitales. Ces transformations permettent aux cellules d’échapper aux différents 

mécanismes de contrôle corporels devenant ainsi une source de danger perturbant le tissu 

d’origine et, à long terme, d’autres tissus de l’organisme (Hanahan et Weinberg, 2011). 

 

I.2 L’Oncogenèse 
L’oncogenèse est un processus qui s’étend sur plusieurs années au cours desquelles, et 

suite à de nombreux facteurs physiques, chimiques et génétiques, les cellules tumorales 

subissent plusieurs modifications leur permettant d’acquérir de nouvelles caractéristiques 

influençant ainsi leurs fonctions de départ. Cette transformation débute par une phase 

d’initiation qui se caractérise par un ensemble de mutations qui touchent plusieurs gènes, 

essentiellement les oncogènes et les gènes suppresseurs de tumeurs (Willis, 2016). Une fois 

les cellules initiées, un environnement pré-tumoral peut être créé et la phase de promotion 

peut commencer. En effet, sous l’influence des agents dits promoteurs, les cellules déjà 

initiées peuvent assimiler de nouveaux pouvoirs comme la prolifération incontrôlée, 

l’immortalité et l’échappement à l’apoptose. À ce stade, le développement tumoral n’est 

encore stable et les changements observés demeures encore réversibles et non détectable et ne 

présente pas d’agressivité. Une dernière étape est nécessaire pour finaliser le développement 

final d’une masse cancéreuse locale, c’est la progression. Pendant cette étape, la masse de 

cellules transformées augmente suite aux stimuli par de nombreux agents, elles deviennent 

incontrôlables et échappent aux différents mécanismes de contrôle de l’organisme. Ces 

cellules acquièrent d’autres aspects, comme la capacité à induire l’angiogenèse ou à former 

des métastases, qui leur permettent de se développer au sein du tissu d’origine et d’envahir 

d’autres tissus de l’organisme. 
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I.3 Les caractéristiques du cancer 
 La croissance de la masse tumorale se caractérise par une grande instabilité 

génomique des cellules qui entraine l’apparition de nouvelles mutations reflétant des 

changements fonctionnels au niveau des cellules néoplasiques. Plusieurs études se sont 

focalisées sur les altérations génétiques des cellules saines en cours de transformation. Ces 

études ont montré que ce phénomène déclenche l’apparition de huit caractéristiques 

fondamentales pour la transformation maligne (Hanahan and Weinberg, 2011a) (figure 1).  

i- l’indépendance vis-à-vis des signaux de prolifération, 

ii- l’insensibilité aux inhibiteurs de croissance cellulaire, 

iii- l’échappement à l’apoptose, 

iv- l’immortalité cellulaire, 

v- l’induction de l’angiogenèse, 

vi- la métastase et invasion tissulaire 

vii- l'instabilité génomique et mutations  

viii- la reprogrammation du métabolisme énergétique 

 

 

 

Figure 1: Les caractéristiques des cellules cancéreuses d’après Hanahan et Weinberg 

2022 

Outre les caractères acquis par les cellules tumorales liés essentiellement aux 

mutations génomiques, d’autres capacités oncogéniques sont liées aux modifications de 

l’environnement tumoral. En effet, les cellules tumorales peuvent survivre et influencer leur 
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environnement en s’adaptant aux mécanismes de défense. Ainsi, deux autres caractéristiques 

possèdent une influence capitale au cours du développement tumoral : 

ix- l'induction de l’inflammation tumorale 

x- l'échappement au système immunitaire 

 

I.3.1 Indépendance vis-à-vis des signaux de prolifération 

Les cellules normales n’ont tendance à entamer un cycle cellulaire qu’après avoir reçu des 

signaux de prolifération comme les facteurs de croissance (Fc), les protéines de la matrice 

extracellulaire (MEC) et les molécules d’adhésion cellulaire. Cependant, les cellules 

cancéreuses ont la capacité de proliférer indépendamment des signaux de prolifération 

cellulaire (Hanahan and Weinberg, 2000). Ainsi, les cellules tumorales peuvent créer des 

mécanismes d’autostimulation grâce notamment à :  

- Une synthèse excessive des Fc et stimulation autocrine ou paracrine (St. Louis and 

Bohjanen, 2017), 

- Une synthèse massive de récepteurs transmembranaires qui assurent la traduction du 

signal des Fc ou de récepteurs altérés ou tronqués (dépourvus d’une grande partie de 

leur domaine extracellulaire, par exemple), ce qui permet ainsi une suractivité 

proliférative  (Hanahan and Weinberg, 2011a),                                                                         

- Des mutations activatrices dans la voie SOS-RAS-RAF-MAP kinase, qui est la 

cascade principale de la prolifération cellulaire. En effet, 25% des tumeurs humaines 

présentent une mutation de la protéine RAS, libérant ainsi un flux de signaux 

mitogènes dans la cellule indépendamment de la stimulation externe (Martinelli et al., 

2017). 

- L'inhibition des mécanismes de contrôle négatif des signaux de prolifération qui 

permettent de stopper le processus de division cellulaire (Hanahan and Weinberg, 

2011a). 

 

I.3.2 Insensibilité aux inhibiteurs de croissance cellulaire 

 L’homéostasie tissulaire est un processus essentiel qui requiert la présence des 

inhibiteurs de la croissance cellulaire. Lors de la cancérogenèse, l’effet de ces inhibiteurs est 

bloqué ce qui permet une croissance anarchique des cellules tumorales (Hanahan et Weinberg, 

2011). 

Ces inhibitions sont marquées par des mutations des deux allèles des gènes de : 

-  la protéine rétinoblastome (pRb) qui, quand elle est activée dans sa forme 

hypophosphorylée, inhibe le cycle cellulaire en se fixant sur la protéine E2F, un 
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facteur de transcription essentiel à la transition des phases G1/S (Weinberg, 1995). 

Dans les cellules tumorales, pRb est hyperphosphorylée, libérant ainsi E2F et 

permettant le passage G1/S sans contrôle. 

- Le TGF-β qui inhibe la prolifération cellulaire en régulant l’expression de plusieurs 

gènes favorisant l’arrêt du cycle cellulaire comme le gène de p15INK4B et p21, deux 

protéines capables d’inhiber respectivement le complexe cycline D/Cdk4 ou 6 et la 

cycline E ou A/Cdk2 (Imamura et al., 2012). 

 

I.3.3 Echappement aux mécanismes de mort cellulaire 

L’apoptose est la mort programmée des cellules. Elle semble jouer un rôle 

complémentaire mais opposé à la mitose. Elle peut être déclenchée ou inhibée par différents 

stimuli, à la fois physiologiques et pathologiques (Kerr et al., 1972). Afin d’échapper aux 

mécanismes de l’apoptose, les cellules cancéreuses subissent des mutations sur les gènes de : 

- La protéine P53, ou le gardien du génome, qui a la capacité de détecter les anomalies 

de l’ADN. Les mutations au niveau de cette protéine permettent l’échappement à 

l’apoptose en inhibant les caspases initiatrices et effectrices, c’est la voie intrinsèque 

apoptotique (Thornberry et Lazebnik, 1998). 

- Des protéines de la famille Bcl-2 (oncogènes) permettant leur activation et l’inhibition 

des protéines pro-apoptotiques comme Bax, Bad, Bak… (suppresseurs de tumeurs) 

(Hanahan and Weinberg, 2000). 

 

I.3.4 Immortalité cellulaire 

Les trois aspects des cellules cancéreuses décrits précédemment (indépendance vis-à-

vis des signaux de proliférations, insensibilité aux inhibiteurs de croissance, échappement à 

l’apoptose), ne suffisent pas au développement tumoral. L’immortalité cellulaire demeure 

l’aspect qui permet l’expansion tumorale car elle inhibe la sénescence, définie comme le 

vieillissement cellulaire. C’est l’arrêt irréversible de la croissance cellulaire. 

La sénescence cellulaire est un phénomène basé non pas sur le temps mais sur le 

nombre de divisions effectuées par cellule. En effet, toutes les cellules humaines sont dotées, 

à leurs extrémités chromosomiques, de télomères qui sont des répétitions de 6 bases d’ADN 

non codantes (TTAGGG) qui stabilisent et protègent la structure génomique. A cause de 

l’incapacité de l’ADN polymérase à reproduire complètement extrémités de l'ADN 

chromosomique chromosomique au cours de chaque phase S, la cellule perd de 50 à 100 

paires de base par cycle cellulaire (Hanahan and Weinberg, 2000). 
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Les cellules cancéreuses échappent à la sénescence cellulaire via deux voies distinctes 

mais complémentaires. La première voie consiste en la synthèse de télomérase, l’enzyme qui 

synthétise les télomères, ce qui permet une stabilité permanente de l’ADN (figure 3). La 

deuxième voie passe par l’inhibition des protéines Rb et P53 qui induisent le vieillissement 

cellulaire indépendamment des télomères (Carnero et al., 2015). 

 

I.3.5 Induction de l’angiogenèse 

L’angiogenèse est l’apparition de nouveaux vaisseaux sanguins à partir de la 

vascularisation déjà existante. L’angiogenèse est primordiale au développement métastasique. 

Elle est due au manque d’oxygène (ou hypoxie) qui résulte de la croissance excessive de la 

masse tumorale. Cette situation d’encombrement cellulaire entraine le déclenchement de la 

voie HIF (facteur inductible par l’hypoxie). La protéine HIF est composée de deux sous unités 

HIF-α, et HIF-β. La sous-unité α est, en condition normale (normoxie), est vite dégradée par 

le protéasome après son intéraction avec l’agent suppresseur de tumeur VHL, alors que la 

sous-unité β est libre. En condition d’hypoxie, HIF-α est libérée de son inhibiteur puis 

transloquée au noyau. Ainsi, le système HIF est complété par l’association des deux sous-

unités qui recrutent différents co-activateurs induisant l’expression des gènes responsables de 

l’angiogenèse (facteurs pro-angiogéniques) tels que les facteurs de croissance VEGF, PDGF, 

TGFα, FGF et leurs récepteurs ainsi que les angioprotéines 1 et 2. La synthèse de ces facteurs 

provoque un déséquilibre de la balance des facteurs pro et anti-angiogéniques (en normoxie 

les facteurs anti-angiogéniques tels que la thrombospondine, endostatine et angiostatine sont 

prépondérants par rapport aux facteurs pro-angiogéniques) conduisant ainsi à un switch 

angiogénique (Carmeliet et Jain, 2000). 

 

I.3.6 Métastases et invasion tissulaire 

Les métastases représentent l’une des caractéristiques les plus complexes des cellules 

cancéreuses et sont souvent associées à un mauvais diagnostique. Leurs processus comportent 

plusieurs étapes et nécessite l’intervention de différents mécanismes intra et extracellulaire.  

Quatre étapes nécessaires à la formation des métastases (Coussy et al., 2019): 

- L’acquisition des cellules tumorales de la capacité de se détacher de la tumeur 

primitive et d'envahir le tissu adjacent. 

- La capacité d’atteindre soit la circulation sanguine soit la circulation lymphatique et 

l’échappement mécanismes de contrôle du système immunitaire.  
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- Trouver un organe secondaire où les cellules migrantes peuvent se dissimiler et 

demeurer inactive pendant quelques temps. 

- Ré-entamer de nouveau leurs proliférations pour former des foyers secondaires. 

Chacune de ces étapes nécessite l’activation de certains mécanismes afin de permettre aux 

cellules d’acquérir la nouvelles capacités invasives et migratoires. Durant le process 

métastasique, plusieurs familles de molécules sont soit activés ou inhibé selon le besoin telles 

que les molécules d’adhésion cellulaire, de remodelage de la matrice extracellulaire, de 

facteurs de croissances, des inhibiteurs des réactions inflammatoires, des molécules 

angiogéniques et bien d’autres acteurs mobilisés par les cellules tumorales afin de finaliser 

cette étapes très agressives de l’oncogenèse (Hanahan and Weinberg, 2000).  

 

I.3.7 Instabilité génomique et mutations 

Les cellules possèdent un système de réparation génomique déclenché après le cycle 

cellulaire pour remédier aux imperfections de la réplication (Negrini et al., 2010). C’est un 

système efficace mais très lent (Hanahan and Weinberg, 2011a). Les cellules tumorales 

peuvent détourner ce programme correctionnel en multipliant le nombre de mutations par une 

sensibilité accrue aux agents mutagènes et en contournant les systèmes de surveillance de 

l’intégrité génomique qui contraignent les cellules génétiquement endommagées à la 

sénescence ou l'apoptose (Jackson and Bartek, 2009). Les protéines impliquées dans le 

système de réparation sont des suppresseurs de tumeurs. La plus connue est la P53 (gardien 

du génome), une protéine très impliquée dans les mécanismes de réparation génomique et le 

déclenchement des mécanismes de mort cellulaire. P53 est inactivée dans 50% des cancers, 

engendrant une instabilité génomique (Mantovani et al., 2019). 

 

I.3.8 Reprogrammation du métabolisme énergétique 

La survie et la prolifération des masses tumorales nécessitent un approvisionnement 

énergétique énorme qui dépasse largement les réserves cellulaires habituelles. Pour ce faire 

les cellules cancéreuses reprogramment leur métabolisme énergétique (Hanahan and 

Weinberg, 2011a). Dans les conditions de normoxie, les cellules cancéreuses reprogramment 

le métabolisme du glucose, et donc leur production de l'énergie, en limitant leur métabolisme 

énergétique en grande partie à la glycolyse, ce qui conduit à un état appelé "glycolyse 

aérobie". Ce mécanisme handicape les cellules tumorales dans la production de l’ATP par 

rapport à la phosphorylation oxydative mitochondriale. Mais cet handicap est corrigé par une 

expression accrue des transporteurs de glucose GLUT1, augmentant ainsi considérablement 
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son taux intracellulaire (Jones and Thompson, 2009). En hypoxie (taux insuffisant ou absence 

d’oxygène), la cellule tumorale régule à la hausse plusieurs transporteurs de glucose et 

plusieurs enzymes de la voie glycolytique (Jones and Thompson, 2009). L’oncoprotéine RAS 

et l’hypoxie augmentent considérablement le taux des protéines HIF-1 et HIF-2, régulateurs 

de la glycolyse (Semenza, 2010).  

 

I.3.9 Induction de l’inflammation tumorale 

Il a été reconnu, depuis plusieurs années, que des foyers néoplasiques sont entourés 

par des cellules immunitaires qui engendrent une réponse inflammatoire (Dvorak, 1986) qui 

est connu pour déclencher des réactions anti-tumorales. Paradoxalement, durant la dernière 

décennie, plusieurs études ont montré que ces réponses inflammatoires favorisent la stabilité 

tumorale (Singh et al., 2019). En effet, les cellules inflammatoires secrètent des molécules 

telles que des facteurs de croissance, des facteurs de survie cellulaire et des facteurs pro-

angiogéniques, qui peuvent contribuer à l’acquisition des caractères oncogéniques (DeNardo 

et al., 2010). Il est à noter que dans certains cas les inflammations qui entourent les tumeurs 

naissantes peuvent compléter leur développement néoplasique en secrétant les espèces 

réactives de l’oxygène (ROS) qui favorisent une instabilité génomique et par conséquent une 

évolution de la tumeur plus rapide et très agressive (Grivennikov et al., 2010). 

 

I.3.10 Echappement au système immunitaire 

L’une des barrières essentielles dans la lutte naturelle contre le développement 

néoplasique est le système immunitaire. En effet, l’organisme est sous surveillance constante 

des cellules immunitaires, qui arrivent à neutraliser la formation des tumeurs (Hanahan and 

Weinberg, 2011a). Les personnes immunodéprimés sont plus prédisposées à développer des 

néoplasmes par rapport aux personnes immunocompétentes (Vajdic and van Leeuwen, 2009). 

En effet, les travaux réalisés chez les souris immunodéprimées ont montré le développement 

de plusieurs tumeurs. Les souris déficientes en lymphocytes cytotoxiques (LTCD8+), 

lymphocytes helper (LTH1) et les cellules natural killer (NK) sont les plus susceptibles à 

l’incidence tumorale (Kim et al., 2007; Teng et al., 2008). Les scientifiques ont réussi à 

comprendre la relation entre le système immunitaire et le développement tumoral. Cette 

relation est classée en 3 phases. La 1ére est la phase d’élimination, lors de laquelle le système 

immunitaire est capable de reconnaitre les nouvelles tumeurs et de les éliminer. La deuxième 

phase, la plus longue, est celle de la stabilisation. Le système immunitaire réussit à 

reconnaitre les cellules tumorales et à les cerner dans un tissu, les empêchant de progresser, 
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mais n’arrive pas à les tuer. La troisième étape est l’échappement, où les cellules cancéreuses 

peuvent s’accroitre et échapper aux acteurs du système immunitaire (Gasparri et al., 2017). 

Plusieurs mécanismes initiés par les cellules cancéreuses sont activés pendant ce processus, 

impliquant différents composants du système immunitaire. A titre d’exemple, la sécrétion de 

plusieurs facteurs antiinflammatoires tel que le TGF-β (Transforming growth factor beta), une 

cytokine qui inhibe le système immunitaire. Outre les molécules immunomodulatrices, Un 

mécanisme cellulaire est impliqué à savoir le recrutement de cellules immuno-modulatrices 

telles que T régulateurs (Tregs) et les cellules MDSC (myeloid-derived suppressor cells) qui 

ont pour rôle la suppression de l’action cytotoxique des lymphocytes (Hanahan and Weinberg, 

2011a).  

En plus des 10 caractéristiques énumérées précédemment, de nouveaux aspects 

habilitants la transformation des cellules cancéreuses ont été récemment décrits par Hanahan. 

Ces nouvelles caractéristiques (qui peuvent être communes entre plusieurs cancers ou 

spécifiques à un seul cancer) ont été établis par plusieurs travaux réalisés dans la dernière 

décennie et peuvent faire partie dans les prochaines années des capacités nécessaires aux 

transformations tumorales.  

xi- le déblocage de la plasticité phénotypique 

xii- la reprogrammation épigénétique non mutationnelle 

xiii- les microbiomes polymorphes 

xiv- les cellules sénescentes 

 

Le concept intégratif des caractéristiques de la transformation cancéreuse (figure 1) a permis 

la simplification de ce phénomène et l’atténuation de la complexité de cette pathologie 

(Hanahan, 2022). 

I.3.11 Le déblocage de la plasticité phénotypique 

Le développement tissulaire durant l’organogenèse, demande des cycles de 

différentiation des cellules souches. Une fois tous les tissus formés et bien organisés suivant 

l’homéostasie de chaque tissu, ces étapes de différentiations cessent de croitre (parfois 

définitivement) (Hanahan, 2022). Ce phénomène d’arrêt de croissance (blocage de la 

plasticité phénotypique) est considéré comme étant une barrière antiproliférative nécessaire à 

la croissance néoplasique (Yuan et al., 2019). 

Le déblocage de la plasticité phénotypique est de plus en plus observé dans le 

développement tumorale (Yuan et al., 2019). En effet, certaines recherches ont mis le point 

sur trois formes de déblocage décris jusqu’à maintenant : 
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- La dédifférenciation : certaines cellules saines différenciées se transforment en 

cellules tumorales et acquièrent la capacité de se dédifférencier en cellules 

progénitrices (Perekatt et al., 2018). 

- Le blocage de la différenciation : quand des cellules souches deviennent tumorales et 

se multiplient tout en circuitant leurs différenciations et par conséquent elles peuvent 

garder une forme progénitrice peut différenciée (de Thé, 2018). 

- La transdifférenciation : c’est la capacité des cellules souches tumorales à se 

transformer en des cellules différenciées différentes en acquérant des caractéristiques 

spécifiques aux tissus qui n'étaient pas prédestinées par leurs cellules d'origine 

normales (Yuan et al., 2019). 

I.3.12 La reprogrammation épigénétique non mutationnelle 

L’implication génétique dans le développement tumoral ne se résume pas seulement 

sur les mutations des gènes engagés dans l’oncogenèse, mais aussi les changements 

épigénétiques non mutationnelles font partie prenante du processus néoplasique (Baylin and 

Jones, 2016).  

Les modifications épigénétiques représentent le mécanisme central du développement 

embryonnaire, la différentiation cellulaire et l’organogenèse (hanahan 2022). Certaines 

publications ont montré une influence directe des modifications épigénétiques non 

mutationnelles sur l’acquisition des cellules cancéreuses de leurs caractéristiques néoplasiques 

(Darwiche, 2020). En effet, plusieurs mécanismes peuvent induire des modifications 

génomiques non mutationnelles tel que l’hypoxie qui provoque des changements 

épigénétiques en réduisant l’activité de la TET déméthylase engendrant ainsi des changements 

dans le methylome tel que l’hyperméthylation (hanahan 2022).  

I.3.13 Les microbiomes polymorphes 

Les écosystèmes créés par les bactéries et les champignons résidents, appelés 

microbiomes, ont un impact profond sur la santé et les maladies. 

Pour le cancer, les études ont mis l’accent sur l’impact de la variabilité polymorphe 

des microbiomes et le phénotype du cancer qui varie selon les individus. Les agents 

pathogènes microbiens sont les agents étiologiques de 15 à 20 % des cas de cancer (HPV, 

HBV, EBV, Clonorchis sinensis, Schistosoma haematobium), mais le microbiote commensal 

a une influence plus générale sur l'initiation, la progression de la tumorigenèse et la réponse 

au traitement (Bhatt et al., 2017).  En effet, la dysbiose, qui est la perturbation de la 

composition du microbiome, peut augmenter la représentation de microbiotes délétères 
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produisant des métabolites et des antigènes nocifs entraînant des réponses immunitaires 

inadaptées. Ces perturbations sont particulièrement pertinentes en oncologie, étant donné que 

la dérégulation du métabolisme et l'inflammation sont reconnues comme des caractéristiques 

du cancer (Hanahan, 2022). 

I.3.14 Les cellules sénescentes 

La sénescence est une forme de mortalité cellulaire qui survient lors du cycle cellulaire 

en réponse à plusieurs formes de stresse. Elle est considérée comme étant une réponse 

cellulaire face au développement de plusieurs pathologies telles que le cancer et une forme de 

régulation de l’homéostasie tissulaire (Calcinotto et al., 2019).  

Par ailleurs, ça été démontré que dans certaines situations, les cellules sénescentes 

peuvent agir de manière bénéfique pour le tissu tumoral. En effet, les cellules cancéreuses en 

sénescences peuvent envoyer plusieurs signaux aux autres cellules cancéreuses adjacentes et 

même les cellules néoplasiques qui se situe dans tout le microenvironnement tumoral 

(Hanahan, 2022). Cette communication cellulaire permet aux cellules cancéreuses non 

sénescentes d’acquérir des capacités tumorales telles que la résistance à l’apoptose, la 

prolifération cellulaire, induction de l'angiogenèse et des métastases ainsi que la résistance au 

système immunitaire (Faget et al., 2019; Lee and Schmitt, 2019; Wang et al., 2020).  

 

I.4 Les différents types du cancer 
On peut distinguer 4 types de cancer d’après l’organisation mondiale de la santé : 

- les cancers solides qui représentent plus de 90% des cancers et qui sont divisés en 2 

groupes : 

i- Les carcinomes : qui représentent la grande partie des cancers solides et qui sont issus 

du tissu épithélial, comme le cancer du sein, cancer du poumon, cancer gastrique… 

(Sherman et al., n.d.). 

ii- Les sarcomes : qui sont moins fréquents et sont issus du tissu conjonctif comme les 

cancers des os, du muscle lisse … (Sherman et al., n.d.). 

- les cancers liquides ou cancers sanguins. 

iii- Les leucémies : qui représentent les cancers du sang et de la moelle osseuse. 

iv- Les lymphomes :c’est les cancers des systèmes lymphoïdes, les ganglions, la rate ou 

le foie (Campo et al., 2011). 
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Tous ces types de cancer peuvent aboutir à des métastases ou cancers disséminés qui 

sont très dangereux et souvent incurables puisqu’ils sont capables d’envahir des foyers 

secondaires via les voies sanguines ou bien les voies lymphatiques et se disperser dans tout 

l’organisme, échappant ainsi aux traitements proposés (Phan and Croucher, 2020). 

Dans notre travail, nous allons nous intéresser à un cancer primaire dérivant d’un cancer 

cérébral, le glioblastome. 

 

I.5 Les tumeurs cérébrales primaires 

I.5.1 Définition 

Les tumeurs cérébrales primaires représentent un ensemble de pathologies hétérogènes 

regroupant toutes les tumeurs du système nerveux central (Lapointe et al., 2018). Plus de 200 

tumeurs peuvent se développer à partir du système nerveux central. Ces tumeurs peuvent être 

bénignes, composées par des cellules non cancéreuses et qui ne sont pas agressives dans leur 

majorité; ou malignes, qui sont très agressives et dont les plus fréquentes sont les gliomes 

(Lapointe et al., 2018). Les anciennes classifications des tumeurs cérébrales étaient surtout 

basées sur la nature tissulaire des cellules. Cependant, en 2016 l’OMS a effectué des 

changements conventionnels au niveau de la nouvelle classification en prenant compte des 

modifications moléculaires (Wesseling and Capper, 2018). La nouvelle classification, basée 

sur les aspects phénotypiques et génomiques, permet un meilleur diagnostic et une meilleure 

prise en charge des patients. 

I.5.2 Les gliomes 

Les gliomes sont les tumeurs issues des cellules gliales d’origine neuro-ectodermale. 

Les cellules gliales saines (astrocytes, oligodendrocytes, épendymocytes et les cellules 

mycrogliales) forment, avec les neurones, le tissu cérébral. Elles ont été longtemps présentées 

comme de simples cellules de soutien aux neurones. Cependant, ces dernières années 

plusieurs études ont montré qu’elles jouent un rôle très important, voire primordial, au bon 

fonctionnement des neurones et à leur survie, ainsi qu’à l’homéostasie générale du tissu 

cérébral. Les cellules gliales ont plusieurs fonctions, comme la formation de la barrière 

hémato-encéphalique, la phagocytose des pathogènes, la régénération et dégénérescence du 

système nerveux central (en cas de maladie), l’accélération du flux nerveux, la réparation des 

fentes synaptiques, la maintenance du métabolisme des neurotransmetteurs et la nutrition des 

neurones. La transformation des cellules gliales est un phénomène très diversifié donnant 

naissance à plusieurs tumeurs différentes à l’échelle phénotypique et génomique (Guttenplan 
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and Liddelow, 2019; Jessen, 2004). Les gliomes sont classés en astrocytomes, 

oligodendrogliomes et épendymomes, Ils représentent 75% des cancers primitifs du tissu 

cérébral chez les personnes adultes. Ils sont répartis selon la nouvelle classification en deux 

groupes :  

i-   Les gliomes localisés, qui représentent les tumeurs bénignes, ainsi que les 

tumeurs de grade I. Ils sont généralement curables avec une intervention 

chirurgicale.  

ii- Les gliomes diffus, qui sont plus agressifs et renferment plusieurs groupes de 

grades supérieurs. On peut distinguer l’astrocytome diffus, l’oligodendrogliome, 

l’oligoastrocytome (grade II), l’oligodendrogliome anaplasique, l'astrocytome 

anaplasique, l’oligoastrocytome anaplasique (grade III) et le glioblastome (grade 

IV). Leur prise en charge est plus compliquée et leur pronostic est souvent 

défavorable. L’attribution des grades est fondée sur les critères 

anatomopathologiques, l’état d’avancement et l’influence de la tumeur sur son 

environnement (angiogenèse, nécrose) (Louis et al., 2016) (Figure2). 

 

 

Figure 2 : Classification des gliomes diffus selon leurs tissus et les paramètres 

moléculaires d’après Louis et al., 2016 

IDH: Isocitrate déshydrogènase, NOS: not otherwise specified, ATRX: alpha-

thalassemia/mental retardation, X-linked 
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Des altérations génomiques ont été décrites chez plusieurs patients atteints de 

différents gliomes diffus. C’est pour cela que la nouvelle classification a spécifié toutes ces 

modifications pour un meilleur diagnostic, surtout pour les médecins radiologues qui jouent 

un rôle décisif dans le suivi des patients. Cependant, le glioblastome demeure la forme la plus 

redoutable face à laquelle les thérapies conventionnelles restent limitées. 

 

I.5.3 Le glioblastome 

I.5.3.1 Définition 
Le glioblastome multiforme (GBM) est la forme la plus fréquente des gliomes diffus. 

La fréquence des nouveaux cas chaque année (qui varie selon les pays), est de 3 à 5 personnes 

sur 105 habitants. Le pronostic de survie ne dépasse pas les 15 mois en moyenne. Les hommes 

sont plus atteints par le glioblastome que les femmes (1,6 : 1) et les personnes d’origine 

caucasiens sont plus susceptibles de le développer que les personnes d’origine africaine (2 : 1) 

(Wirsching et al., 2016). Le glioblastome est présent sous deux formes. Une forme primaire 

(90%) quand la tumeur est directement formée sans l’apparition de lésions préalables et une 

forme secondaire (10%) lorsqu’elle survient à partir d’un gliome de bas grade (Wen and 

Huse, 2017). Les coupes histologiques et les images d’IRM faites sur les glioblastomes 

montrent que c’est une tumeur très infiltrante, mal limitée, marquée par une forte activité 

mitotique et qui forme des zones nécrotiques centrales, associées à un aspect angiogénique dû 

aux phénomènes d’hypoxie (figure 3). 

 

Figure 3 : Coupes histologiques et IRM de glioblastome 

(A) cellules présentant une atypie cytonucléaire, (B) cellules en mitose, (C) foyers 

nécrotiques, (D) image IRM d’un glioblastome localisé au niveau de la région 

intraventriculaire (Darlix, 2013 ; Khandwala et al., 2021) 
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I.5.3.2 Les marqueurs moléculaires du glioblastome 
Le diagnostic du glioblastome a été longtemps relié principalement aux changements 

histopathologiques observés sur les coupes histologiques et les radios. Toutefois, ces dernières 

années, plusieurs études ont souligné l’importance des changements moléculaires constatés 

dans les cellules de glioblastome et l’environnement tumoral. En effet, plusieurs altérations 

génétiques touchant des gènes codant pour des protéines impliquées dans les voies majeures 

de prolifération, de migration, d’invasion, d’angiogenèse, du contrôle du cycle cellulaire et du 

métabolisme cellulaire, ont été décelées chez les patients atteints de glioblastome. En se 

basant sur la présence ou l’absence de ces mutations, les médecins peuvent présenter un 

meilleur diagnostic. C’est pour cette raison que l’OMS a introduit ces marqueurs moléculaires 

dans sa récente classification des tumeurs du système nerveux central. 

 

I.5.3.2.1 Dérégulation de la protéine P53 

La protéine P53 est un suppresseur de tumeurs, aussi nommée gardien du génome. En 

effet, cette protéine joue un rôle très important dans le maintien de la stabilité génomique et 

l’induction de l’apoptose durant le cycle cellulaire. Elle est aussi capable d’inhiber 

l’angiogenèse et fait partie des agents régulateurs du métabolisme cellulaire, de l’autophagie, 

l’invasion cellulaire, les métastases, le microenvironnement cellulaire et le système 

immunitaire (Zhang et al., 2018). La mutation du gène TP53 est fréquente dans plusieurs 

cancers et en particulier chez les patients atteints de glioblastome (22%). Son impact est 

directement lié aux mécanismes de dérégulation de la prolifération et de la migration 

cellulaire, ainsi que du déséquilibre métabolique (Yue et al., 2017). L’inactivation de la P53 

dans le glioblastome est associée à une invasion cellulaire, une inhibition de l’apoptose, une 

prolifération anarchique et une résistance aux thérapies conventionnelles (Zhang et al., 2018). 

Bien que la mutation de TP53 engendre une multitude de réactions favorisant le 

développement et le maintien du glioblastome, son impact direct sur un pronostic défavorable 

n’est toujours pas prouvé. En effet, jusqu’à maintenant on n’arrive pas à distinguer 

précisément le moment exact de la survenue de la mutation et son rôle réel dans la formation 

du glioblastome (England et al., 2013; Zhang et al., 2018). 

 

I.5.3.2.2 Méthylation du promoteur du gène de la O6-MéthylGuanine-DNA Méthyl 

Transférase (MGMT) 

Certains agents cancérigènes agissent sur l’ADN en alkylant (méthylation) certaines 

régions, provoquant ainsi une génotoxicité et l’apparition de mutations. Les systèmes de 

réparation de l’ADN font alors intervenir un groupe de protéines qui réparent les zones 
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touchées, soit par excision des régions méthylées, soit directement par déméthylation, grâce 

notamment à l’enzyme l’O6-MéthylGuanine-MéthylTransférase (MGMT). Cette enzyme agit 

spécifiquement sur les groupes méthyles situés sur la position O6 des guanines (O6MeG) 

(Mansouri et al., 2019). Chez certains patients présentant un glioblastome, le site promoteur 

de l’enzyme MGMT subit une hyperméthylation, entrainant l’inactivation de l’enzyme ainsi 

qu’une meilleure réponse à la chimiothérapie par l’agent Témozolomide (TMZ) (Jha et al., 

2010). En effet, plusieurs études ont montré que la présence de la protéine MGMT active, 

dans les cellules du glioblastome, entraine une résistance aux thérapies conventionnelles et 

que les patients qui ont un statut non méthylé de l’enzyme MGMT, possèdent une moyenne 

de survie inférieure aux autres patients (Binabaj et al., 2018). 

 

I.5.3.2.3 Mutations des gènes codant pour les protéines IDH1 et IDH2  

Les protéines isocitrate déshydrogénase (IDH) 1 et 2 sont des enzymes impliquées 

dans le métabolisme cellulaire puisqu’elles catalysent la décarboxylation oxydative de 

l’isocitrate en α-cétoglutarate (α-KG) avec le NADH comme co-facteur. Les mutations d’IDH 

observées dans les cellules de GBM entrainent un déséquilibre du métabolisme énergétique au 

niveau du cycle de Krebs et de la synthèse des acides gras (Rajaratnam et al., 2020). Elle 

entraine aussi une diminution du taux de α-KG contre une augmentation du niveau 

d’hydroglutarate (2-HG), un oncométabolite qui inhibe certaines enzymes telles que les 

histones déméthylases, responsables du remodelage de la chromatine, et qui provoque des 

modification génomiques (Dang and Su, 2017; Idbaih, 2011). Les mutations des gènes IDH 

sont souvent associées à un mauvais pronostic et sont plus présentes dans les GBM 

secondaires que les GBM primaires. En effet, une étude réalisée en 2008 par Parsons et ses 

collaborateurs a montré que 12% des patients de GBM portent la mutation IDH1, dont 90% 

étaient des GBM secondaires contre 10% de GBM primaires. Ces données ont permis de 

considérer la mutation IDH comme marqueur de GBM secondaire. 

 

I.5.3.2.4 Mutation du promoteur du gène de la transcriptase inverse de la télomérase 

(TERT) 

La transcriptase inverse de la télomérase (TERT) est une enzyme ADN polymérase 

ARN-dépendante, qui assure la synthèse du télomère. l’expression de la protéine TERT chez 

les cellules somatiques entraine une inhibition du contrôle du cycle cellulaire conduisant à une 

immortalité des cellules, signe de la transformation oncogénique (Dratwa et al., 2020). Le 

gène codant pour la protéine TERT est souvent muté chez les patients atteints de 

glioblastome. En effet, une large étude réalisée sur les marqueurs génomiques du 
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glioblastome a montré que 21 patients sur les 25 étudiés présentent au moins une mutation des 

deux sites promoteurs du gène codant pour TERT. Les quatre patients qui ne présentaient pas 

cette mutation sont tous porteurs d’une autre mutation touchant le gène ATRX qui code pour 

une protéine qui assure le remodelage de la chromatine et qui joue un rôle très important dans 

la stabilité génomique. La présence de la mutation ATRX est généralement associée aux 

mutations des gènes P53 et IDH1 (Liu et al., 2012). La mutation de ces deux gènes favorise la 

maintenance des régions télomériques chez les patients atteints de glioblastome et favorise la 

malignité de la tumeur (Brennan et al., 2013). 

 

I.5.3.2.5 Mutations au niveau des voies des MAPK et PI3K/AKT  

Les voies des MAPK et PI3K/AKT sont des voies de signalisation initiées 

généralement par des facteurs de croissance, très impliquées dans plusieurs mécanismes 

oncogéniques tels que la prolifération, la migration et l’invasion, favorisant ainsi la malignité 

des cellules tumorales (Hanahan and Weinberg, 2011a). Des études menées sur les 

changements génomiques de nombreux cancers, dont le glioblastome, ont révélé que les 

mutations peuvent provoquer la phosphorylation des protéines des voies MAPK et 

PI3K/AKT, entrainant ainsi une dérégulation des mécanismes régis par ces voies (Daniel et 

al., 2018).  

Le programme de recherche international connu sous le titre «The Cancer Genome 

Atlas», a mené une étude en 2008 sur plus de 206 biopsies de glioblastome prélevés chez des 

patients et a révélé la présence d’altérations somatiques au niveau de la voie RTK/RAS/PI3K 

(regroupant les voies MAPK et PI3K/AKT), touchant jusqu’à 88% des cas (TCGA, 2008). En 

outre, il a été rapporté que certains récepteurs tels que EGFR, un autre médiateur de la voie 

MAPK, est muté dans 50% des glioblastomes (Daniel et al., 2018). 

 

I.5.3.3 Stratégies thérapeutiques du glioblastome 
Plusieurs stratégies de traitement de glioblastome sont adaptées selon l’état 

d’avancement de la maladie et la recevabilité du patient. La stratégie la plus communément 

adaptée actuellement chez les patients atteints de glioblastome consiste en la chirurgie, en 

premier lieux, pour enlever la grande partie de la tumeur, suivie de la chimiothérapie associée 

à la radiothérapie. (Müller et al., 2019; Schipmann et al., 2019). La figure 6 résume les 

principales stratégies de thérapie du glioblastome, selon l’âge du patient et les caractéristiques 

de sa tumeur (Wirsching et al., 2016). 
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Figure 4: Principales approches thérapeutiques des patients atteints de glioblastome 

d’après (Wirsching et al., 2016) 

 

I.5.3.3.1 La chirurgie 

C’est une étape primordiale qui permet non seulement l’exérèse de la tumeur mais 

aussi l’analyse histopathologique (Tamimi and Juweid, 2017). Il est très important de suivre 

les différentes parties extraites pendant l’intervention chirurgicale afin de ne pas nuire aux 

régions saines aux alentours de la tumeur. Pour ce faire, les chirurgiens utilisent souvent un 

agent fluorescent pour une meilleure visibilité de la tumeur. Actuellement, avec l’avancement 

des techniques d’imagerie, la chirurgie est pratiquée en temps réel utilisant les spectroscopies 

Raman, la microscopie confocale ou des méthodes de fluorescence ciblée (Schipmann et al., 

2019). Il a été démontré qu’une exérèse totale de la masse tumorale permet une meilleure 

efficacité de la radiothérapie et de la chimiothérapie (Stupp et al., 2009).  

 

I.5.3.3.2 La radiothérapie 

La radiothérapie est un traitement locorégional qui consiste en l’utilisation de 

radiations (rayonnements) qui ciblent les cellules tumorales pour les détruire ou bien réduire 

la masse tumorale en stoppant son évolution. Deux formes d’irradiations sont envisageables, 
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la radio chirurgie stéréotaxique (SRS), qui consiste en l’administration d’une seule dose 

importante de rayonnement intracrânien avec guide stéréotaxique ou la radiothérapie 

stéréotaxique fractionnée (SFRT), qui consiste en l’administration de plusieurs doses de 

rayonnement fractionnées sur plusieurs séances d’injection (Balasubramaniam et al., 2007). 

Selon l’état d’avancement de la maladie, une dose de rayonnements de 60 Gy est fractionnée 

sur 30 injections durant 6 semaines (5 injections de 2 Gy par semaine) (Li et al., 2021).  

Les patients atteints de glioblastome suivent des séances de radiothérapie SFRT 

associée au témozolomide (TMZ) comme agent chimiothérapeutique. Cette stratégie a permis 

d’augmenter la durée de vie des patients traités (Stupp et al., 2005). Néanmoins, la 

radiothérapie présente plusieurs effets secondaires comme la fatigue, les intenses douleurs de 

la tête, la perte des capacités cognitives, les pertes de concentration, les vertiges et les 

réductions des capacités mentales (Papsdorf et al., 1999). 

 

I.5.3.3.3 La chimiothérapie 

La chimiothérapie regroupe toutes les molécules qu’ont administre aux patients 

atteints de glioblastome, afin de tuer les cellules cancéreuses et réduire la masse tumorale. 

L’agent chimiothérapeutique le plus souvent utilisé contre le glioblastome est le TMZ, qui est 

généralement administré en association avec la radiothérapie. Le TMZ est un agent alkylant 

qui agit en méthylant les sites N7 et O6 des résidus guanine de l’ADN, induisant une rupture 

des mécanismes de réparation génomique et provoquant ainsi l’apoptose (Duwa et al., 2019). 

Sa posologie dépend du statut de la méthylation du site promoteur de la protéine MGMT et de 

l’âge du patient.  

Pour les personnes de moins de 65 ans, plusieurs doses et durée d’administrations sont 

adaptées selon l’état d’avancement de la maladie : 

- 40 à 50 mg/m2/jour en continu pendant 3 semaines.  

- 75 à 100 mg/m2/jour pendant une période qui varie de 4 à 10 semaines. 

- 80 à 150 mg/m2/jour pendant 4 semaines en alternant les semaines (Chua et al., 

2019).  

Les nitrosourées (carmustine, lomustine [CCNU] ou nimustine) étaient souvent 

utilisées pour le traitement des glioblastomes avant d’être supplantées par le TMZ sauf pour 

les glioblastomes récurrents où ils sont toujours prescrits (Weller and Le Rhun, 2020). C’est 

une famille d’agents alkylant l’ADN qui passent facilement la barrière hémato-encéphalique 

grâce, notamment, à leur caractère très lipophile. Ces molécules ne sont plus utilisées que 

rarement, souvent en deuxième ligne en combinaison avec le TMZ (Weller et al., 2013).  
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I.5.3.3.4 L’immunothérapie 

Le système immunitaire représente la barrière essentielle entre notre corps et toute 

menace externe ou interne, dont les cancers. Les cellules tumorales arrivent à déjouer le 

système immunitaire grâce à un processus immuno-modulateur. En effet, certaines cellules 

cancéreuses arrivent à échapper aux points de contrôle immunologiques, qui sont des 

systèmes intrinsèques qui reconnaissent et distinguent les antigènes du soi du non-soi, en 

activant les voies des points de contrôle (ensemble de mécanismes immunitaires intrinsèques 

qui maintiennent la tolérance du soi) telles que la voie des protéines PD-1 (programmed cell 

death protein-1), PD-L1 (programmed death ligand-1) et CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-

associated protein-4). Le développement des inhibiteurs des points de contrôle 

immunologiques représente l’une des stratégies prometteuses en immunothérapie. En effet, la 

synthèse des anticorps monoclonaux anti-PD-1 et anti-CTLA-4 a montré son efficacité contre 

plusieurs tumeurs solides. Ces anticorps monoclonaux sont encore en essai clinique contre le 

glioblastome, mais les premiers résultats sont encourageants (Medikonda et al., 2021).  

Actuellement, un seul anticorps monoclonal, le bevacizumab, est approuvé par la FDA 

pour lutter contre le glioblastome. Il est dirigé contre le VEGF  et inhibe sa liaison avec son 

récepteur VEGFR à la surface des cellules endothéliales, ce qui a pour effet de réduire la 

vascularisation tumorale et son expansion (Cohen et al., 2009). 

A cause de la malignité et le pronostic vital souvent engagé des patients du 

glioblastome, les recherches s’accélèrent ses dernières décennies, afin de trouver des solutions 

thérapeutiques. En effet, les stratégies adoptées actuellement pour remédier à cette tumeur 

sont plus inefficaces, voire palliatives, que curatives, d’où la nécessité de rechercher de 

nouvelles alternatives. 

Dans ce contexte, des ressources biologiques sont investiguées afin d’identifier des 

molécules potentiellement efficaces contre le glioblastome. En effet, les venins animaux dont 

le venin de scorpion ont montré leur efficacité contre plusieurs aspects oncogéniques de 

différentes lignées de cellules cancéreuses. Les molécules des venins de scorpion qui agissent 

principalement sur les canaux ioniques sont dotées d’activités anti tumorales et peuvent être 

des potentielles molécules thérapeutiques. 

I.5.3.4 La signalisation calcique et son implication dans le développement 

du glioblastome 
La signalisation calcique est probablement l'un des moyens les plus connus et les plus 

courants, du point de vue de l'évolution, par lequel le signal peut être transmis de 

l'environnement cellulaire aux effecteurs cytoplasmiques. Le signal calcique est rapide et est 
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considéré comme étant un modulateur crucial, influençant le comportement des cellules. 

L’ion calcium est également une molécule de signalisation intracellulaire clé qui fonctionne 

comme un messager secondaire/facteur de transcription dans de multiples voies. Le calcium 

commande un vaste réseau de régulateurs de signalisation qui déterminent le sort des cellules.  

Une signalisation calcique exagérée, résultant d'une activation accrue des canaux et récepteurs 

calciques, peut conduire à la transformation des cellules astrocytaires en glioblastomes en 

favorisant le changement du métabolisme, de la prolifération, de l'invasion, de la migration et 

de l'angiogenèse cellulaires (Figure 4). La signalisation calcique permet aussi la régulation 

des voies associées à l'hypoxie. En effet, plusieurs protéines de transport du Ca2+ interagissent 

avec HIF-1, qui est le principal régulateur des réponses transcriptionnelles de l'hypoxie 

(Azimi, 2018). 

L’homéostasie calcique intracellulaire est commandée par plusieurs récepteurs, canaux 

et pompes. Les principaux canaux calciques décrits dans les cellules du glioblastome sont les 

canaux Ca2+à voltage dépendant (Cav), de type L (Cav1.1-1.4), de type N (Cav2.2), de type T 

(Cav3.1-3.3), de type R (Cav2.3) et de type P/Q (Cav2.1). On trouve aussi les récepteurs 

purinergiques et les canaux ioniques perméables au Ca2+ de la famille des récepteurs TRP 

(Transient Receptor Potential) (Morrone et al., 2016). 

 

Figure 5 : Implication du calcium dans les caractéristiques des cellules cancéreuses via 

les canaux et les récepteurs calciques (Amir et al., 2020). 
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I.5.3.4.1 Store-Operated Ca2+ Entry (SOCE) 

Le SOCE est un processus d'influx de Ca2+nécessaire pour rattraper l’équilibre en ion 

calcium dans le réticulum endoplasmique (RE) après son épuisement. Ce processus est initié 

lorsqu’une réduction du niveau de Ca2+ dans le RE est détectée par la molécule d'interaction 

stromale 1 (STIM1, pour STromal Interaction Molecule). La réduction en calcium conduit à 

l’oligomérisation de STM1 et à son interaction avec le canal Ca2+ ORAI1 (Calcium release-

activated calcium channel protein 1) sur la membrane plasmique, entraînant l'ouverture du 

canal et l'afflux de Ca2+ (Azimi et al., 2018). Ce phénomène reflète directement l’implication 

de l’équilibre calcique sur plusieurs aspects de l’oncogenèse (Figure 5).  

Des niveaux plus élevés d'expression d'ORAI1 ont été observés dans les cellules de 

glioblastome humain par rapport aux astrocytes primaires humains non-malins. Alors que 

l'inhibition d'ORAI1 (mais pas de STIM1) à l'aide de siRNA interférents, réduit légèrement la 

prolifération cellulaire, l'inhibition simultanée d'ORAI1 et de STIM1 réduit considérablement 

l'invasion des cellules de glioblastome (Motiani et al., 2013). Dans une autre étude, 

l'inhibition pharmacologique de SOCE et l'extinction d'ORAI1 ont conduit à une diminution 

de la prolifération cellulaire et à l'induction de l'apoptose dans les cellules de glioblastome 

(Liu et al., 2011, p. 1). 



 

 

25 
 

 

Figure 6: Implication du SOCE dans la progression tumorale 

 

I.5.3.4.2 Les canaux calcium voltage-dépendants (Cav) dans le glioblastome 

Dans les neurones, le flux calcique est régulé, en partie, par les Cav. L'ouverture de 

ces canaux permet l’augmentation du niveau de Ca2+ intracellulaire aboutissant à l’activation 

de certains processus tels que la libération de neurotransmetteurs, la croissance des neurones 

et l'expression génétique de diverses protéines (Simms and Zamponi, 2014). Les Cav sont 

divisés en trois principales catégories: (i) les canaux activés par un potentiel élevé (y compris 

les canaux de type P/Q, de type N et de type L), les canaux de type R activés par un potentiel 

intermédiaire et les canaux de type T activés par un faible potentiel (canaux Cav3) (Li et al., 

2014). Les canaux Ca2+ de type T contrôlent certains processus tels que la prolifération et la 

différenciation cellulaires en régulant les niveaux calciques à faible potentiel au repos, par la 

création d'un courant calcique entrant.  

Une expression aberrante des canaux calcium de type T a été observée dans différents 

types de tumeurs (Santoni et al., 2012). Dans les cellules de glioblastome humain, le 

mibefradil, un inhibiteur des canaux Ca2+ de type T, avec une faible activité d'inhibition des 
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canaux de type L (Abernethy, 1997) et la régulation à la baisse par siRNA de Cav3.1 et 

Cav3.2 ont permis de réduire la prolifération cellulaire et provoqué une mortalité cellulaire 

par apoptose et de sensibiliser les cellules aux rayonnements ionisants via la voie 

AKT/mTORC2 (Valerie et al., 2013). D’autre part, il a été démontré que le traitement par le 

mibefradil, améliore l'efficacité du témozolomide post-administré à des xénogreffes de 

glioblastome humain dans des souris immuno-déficientes (Keir et al., 2013). Plus récemment, 

il a été démontré que l’inhibition de CaV3.2 par un shRNA ou par le traitement au mibefradil, 

inhibe la prolifération et la survie des cellules souches de glioblastome. Il a été démontré que 

cette régulation est médiée par l'inhibition de la voie de survie AKT/mTOR, la promotion des 

voies pro-apoptotiques, et la modulation de l'expression d'un certain nombre d'oncogènes et 

de gènes suppresseurs de tumeurs (Zhang et al., 2017).  

 

I.5.3.4.3 Les canaux TRP (Transient receptor potential) 

Les canaux TRP sont exprimés dans un certain nombre de tissus où ils contrôlent 

diverses fonctions cellulaires, telles que la croissance, la prolifération, la différenciation, la 

migration et l'apoptose. Ils sont activés par des stimuli chimiques ou physiques, ainsi que par 

des modifications du microenvironnement cellulaire (Chen et al., 2014).  

De nombreuses études ont montré le rôle important des canaux TRP dans la 

progression des glioblastomes. En effet, le traitement des cellules de glioblastome D54MG, 

avec le SKF96365 (un bloqueur non sélectif des canaux TRP-canoniques (TRPC)), a conduit 

à l'inhibition de la prolifération cellulaire et de la cytodiérèse (Bomben and Sontheimer, 

2008). Dans une autre étude, la suppression de TRPC1 par shRNA, ou le traitement avec 

SKF96365 de ces mêmes cellules, a entraîné une inhibition de la prolifération cellulaire et une 

division cellulaire incomplète (Bomben and Sontheimer, 2008). D’autres travaux ont 

démontré que la motilité des cellules D54MG stimulées par le facteur de croissance 

épidermique (EGF) est régulée par les canaux TRPC1, d'une manière qui dépend des 

protéines des couches lipidiques (Bomben et al., 2011).  

Le TRPC6, un autre membre des TRPC, joue un rôle crucial dans la croissance 

cellulaire, dans le pouvoir clonogénique ainsi que dans la transition du cycle cellulaire en 

phase G2/M. Il a été démontré que son inhibition augmente les effets antiprolifératifs de la 

radiothérapie (Chigurupati et al., 2010). L’inhibition de TRPC6, par shRNA ou par 

l'expression de son mutant dominant-négatif (DNC6), abolit l'accumulation de la protéine 

HIF-1α induite par l'hypoxie dans les cellules de glioblastome humain U251, via la promotion 

de son hydroxylation (Li et al., 2015, p. 6). Il a également été démontré que l'activation 
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hypoxique de TRPC6 contribue au métabolisme cellulaire via la régulation de l'expression du 

transporteur de glucose 1 (GLUT1) et de l'absorption du glucose (Li et al., 2015, p. 6). Dans 

une autre étude, la régulation hypoxique de l'expression de TRPC6 (via la signalisation 

Notch) a entraîné l'activation du facteur nucléaire des cellules T activées (NFAT), un facteur 

de transcription qui régule l’expression de gènes impliqués dans la prolifération, l'invasion et 

l'angiogenèse des cellules de glioblastome (Chigurupati et al., 2010). 

D’autre part, il a été montré qu’un certain nombre de canaux TRP-mélastatine 

(TRPM) sont impliqués dans la progression des glioblastomes. En effet, le canal TRPM7 

favorise la prolifération et la migration des cellules de glioblastome A172, probablement par 

l'activation des voies de signalisation JAK2/STAT3 et Notch (Liu et al., 2014, p. 7). C’est 

aussi le cas du canal TRPM8 qui régule la migration des cellules de glioblastome DBTRG, 

via l'activation des canaux  K+ activés par le Ca2+ à grande conductance (ou canaux BKCa) 

membranaires (Wondergem and Bartley, 2009). 

Les canaux TRP-vanilloïdes (TRPV) ont également des fonctions importantes dans les 

glioblastomes. En effet, l'activation du TRPV1 par la capsaïcine conduit à un influx de Ca2+ et 

à l'induction de l'apoptose dans les cellules de glioblastome humain U373, via l'activation de 

la MAPK p38 (Amantini et al., 2007). Il est à noter que dans le cadre d'une réponse anti-

tumorigène, les cellules précurseurs de neurones migrent vers les cellules d'astrocytome de 

haut grade et activent les canaux TRPV1, hautement exprimés sur ces cellules, en libérant des 

endovanilloïdes. Cette activation entraîne la mort des cellules cancéreuses via l'activation du 

facteur de transcription 3 (ATF3) dépendant de la voie de stress du RE (Amantini et al., 2007, 

p. 1). L’activation du canal TRPV2 par le cannabidiol (molécule issue de la plante de 

cannabis) potentialise la chimio-sensibilité à la carmustine, au temozolomide et à la 

doxorubicine des cellules U87MG (Nabissi et al., 2013). Une autre étude a montré que 

TRPV2 régulait négativement la prolifération et la survie des cellules de glioblastome, ainsi 

que la résistance à l’apoptose induite par Fas et dépendante de la kinase ERK (Nabissi et al., 

2010, p. 2). 

 

I.5.3.4.4 Les récepteurs de l'inositol triphosphate (IP3) 

Le récepteur IP3 (IP3R) est un récepteur-canal calcique situé sur la surface de 

réticulum endoplasmique qui, suite à des stimuli intracellulaires, active le relargage calcique 

vers le cytosol (Yoshida and Imai, 1997, p. 5). Dans les cellules de glioblastome, l'inhibition 

pharmacologique d’IP3R3 par la caféine, réduit l'invasion et la migration des cellules, et 

augmente la survie des sujets. 
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I.5.3.4.5 Les purinorécepteurs (P2X) 

Il a été démontré que les membres des récepteurs P2X jouent un rôle dans différents 

types de cancer (Adinolfi et al., 2015). Dans les gliomes, plusieurs études ont mis en évidence 

le rôle des récepteurs P2X7. En effet, dans les cellules C6 de gliome de rat l'activation des 

récepteurs P2X7 favorise la migration cellulaire et l'expression de facteurs pro-inflammatoires 

(Wei et al., 2008). Dans une autre étude sur ces mêmes cellules, la suppression de l’activité 

des récepteurs P2X7 par l'utilisation d'antagonistes ou de shRNA induit la signalisation du 

récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR) et la croissance des cellules in vitro et 

in vivo, ainsi que l'angiogenèse dans des modèles in vivo transplantés chez le rat (Fang et al., 

2013). Curieusement, l'activation du récepteur P2X7 dans les cellules M059J radiosensibles, 

entraîne une augmentation de la mort cellulaire, amenant à le proposer comme gène prédictif 

de la radiosensibilité et de la probabilité de survie des patients atteints de glioblastome 

(Gehring et al., 2012, p. 7). D’autre part, il a été démontré que le récepteur P2X7 active la 

phosphorylation de ERK1/2 via l'activation de la tyrosine kinase Pyk2, de Src, de la 

phosphatidylinositol 3′-kinase (PI3K) et de la protéine kinase C (PKC), dans les cellules 

d'astrocytome 1321N1 (Gendron et al., 2003). 
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Chapitre II : Les venins de scorpions et leurs 

activités biologiques 
 

Les venins de scorpion sont composés d’une variété de molécules dont des peptides, 

des protéines, des lipides, des nucléotides et des composés hétérocycliques (figure 7A). Les 

molécules responsables de la toxicité du venin de scorpion sont des peptides de 30 à 70 acides 

aminés, appelés toxines. Les toxines de scorpion peuvent interagir avec plusieurs cibles 

physiologiques, et de ce fait, elles peuvent exercer diverses activités pharmacologiques. En 

effet, à part le pouvoir neurotoxique des venins de scorpion, il a été démontré qu’ils 

contiennent des molécules qui possèdent de potentiels pouvoirs thérapeutiques, tels que des 

effets antiviral, antibactérien, antifongique, antiépileptique et anti–cancéreux (figure 7B) 

(Ghosh et al., 2019). En effet, depuis plusieurs décennies les recherches menées sur plusieurs 

toxines issues du venin de scorpion ont montré des activités très intéressantes sur plusieurs 

lignées de cellules cancéreuses, en ayant comme cible des protéines impliquées dans la 

formation des tumeurs et leur survie. 

 

III. 1. Mode d’action des toxines de scorpion 

Les toxines de scorpion sont neurotoxiques. Grâce à leur grande affinité et à leur 

spécificité pour les canaux ioniques, elles peuvent troubler l’excitabilité des cellules 

nerveuses et provoquer des lésions neuronales importantes pouvant provoquer la mort. En 

effet, ces toxines ont montré des effets pharmacologiques, essentiellement via la modulation 

et/ou le blocage des canaux ioniques présents sur la surface de toutes les cellules excitables et 

non excitables. On peut classer les toxines de scorpion selon leur mode d’action et leurs cibles 

cellulaires. Nous pouvons distinguer quatre familles de canaux ioniques ciblées par les toxines 

de scorpion, à savoir les canaux sodium, les canaux potassium, les canaux calcium et les 

canaux chlore. 
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(A) Les composantes du venin de scorpion (B) les potentiels effets thérapeutiques du venin 

de scorpion 
 

Figure 7: Les propriétés du venin de scorpion (Ghosh et al., 2019) 
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III.1.1 Interaction avec les canaux sodium 

L’effet neurotoxique des toxines de scorpion est dû essentiellement à la perturbation 

des canaux sodiques. La famille des canaux sodiques est formée de neuf membres Nav1.1-

Nav1.9. Ils forment un groupe de protéines très important chez les cellules excitables. En 

effet, leur activation dépolarise la membrane cellulaire et initie le passage du potentiel 

d’action dans les cellules neuronales (Kasimova et al., 2016). Les canaux sodiques sont 

constitués d’une sous-unité α associée à une ou deux sous-unités β, formant le pore du canal. 

Chaque sous-unité α a quatre domaines répétés, notés de I à IV, chacun contenant six 

segments transmembranaires (S1 à S6). Le segment S4 hautement conservé et riche en acides 

aminés basiques (chargés positivement), joue le rôle de capteur de voltage du canal (Isom, 

2001). 

Les toxines de scorpion qui ont une affinité pour les canaux sodiques sont appelée 

toxines longues car elles sont constituées de plus de 60 acides aminés. Elles sont divisées en 

deux groupes selon leur site d’interaction sur le canal : les toxines α qui se lient au site 3 

impliquant des résidus du capteur de voltage du domaine IV et qui affectent principalement 

l'inactivation et les toxines β qui agissent sur le site 4 situé près du capteur du voltage du 

domaine II et qui affectent l'inactivation du canal et bloque la progression du potentiel 

d’action. 

III.1.2 Interaction avec les canaux potassiques 

Les canaux potassiques sont présents chez pratiquement toutes les espèces, à 

l'exception de certains parasites. Ils possèdent des domaines transmembranaires (TM) qui 

traversent la bicouche lipidique et jouent un rôle crucial dans les cellules excitables et non 

excitables en transportant les ions K+ des compartiments intra et extracellulaires. On peut 

classer les canaux potassiques en trois groupes selon leur structure et leur fonction : (i) les 

canaux dépendant du potentiel (Kv) (six TM), (ii) les canaux à 2 pores (K2P) (quatre TM) et 

(iii) les canaux à rectification entrante (Kir) (deux TM). Il y a aussi les canaux sensibles à des 

ligands (ligand gated K+ channels), qui possèdent deux ou six TM et sont stimulés par divers 

messagers (Kuang et al., 2015).  

Depuis des décennies, les chercheurs ont étudié l’interaction entre certaines toxines de 

scorpion et les canaux potassiques. Ces études ont permis aux chercheurs de mieux explorer 

les structures des canaux potassiques et leur classification (Zhao et al., 2019). Les bases de 

données protéiques décrivent plus de 250 toxines de scorpion qui agissent sur les canaux 

potassiques. L’interaction toxine-canal potassique repose principalement sur les interactions 
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électrostatiques et hydrophobes au niveau du pore de conduction du canal, plus précisément 

au niveau de l’embouchure externe ou la tourelle (figure 8) (Khan et al., 2018). Cette dernière 

est aussi le site de fixation de plusieurs bloqueurs chimiques tels que le tétra-éthyl-ammonium 

(TEA) (Meuser et al., 1999). En se fixant, la toxine inhibe le passage des ions à travers le 

canal, perturbant ainsi l’équilibre ionique et rompant la transmission des signaux électriques. 

Les toxines actives sur les canaux potassiques sont divisées en trois familles : (i) α-KTx (20-

40 résidus), (ii) β-KTx (45-75 résidus) et (iii) γ-KTx, qui affectent un sous-ensemble 

particulier de canaux Kv, appelés canaux ERG. 

La première famille, α-KTx, est celle qui regroupe le plus de toxines (plus de 200). 

Celles-ci présentent des similitudes structurales tel que l’emplacement des résidus cystéine 

qui forment les ponts disulfures et surtout le résidu lysine en position 27 qui semble jouer le 

rôle d’imitateur de l’ion K+ et aide les toxines à se fixer dans le canal (Mouhat et al., 2008; 

Srairi-Abid et al., 2005; 2019) (figure 9).  

 

 

Figure 8 : Interaction entre une toxine de scorpion et un canal potassique 

(A) La charybdotoxine (ChTx) et sa surface d’interaction avec la lysine 27 (B) Le canal 

potassique avec tous ses domaines intra et extracellulaires (C) Formation du complexe 

ChTx-canal potassique. 

 

https://fr.wikipedia.org/wiki/T%C3%A9tra%C3%A9thylammonium
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Figure 9: Alignement des séquences peptidiques des premiers membres de chaque 

famille des α-KTx (Srairi-Abid et al., 2019) 

III.1.3 Interaction avec les canaux calciques 

L’équilibre de l’homéostasie calcique intracellulaire est primordial à la survie de la 

cellule. Cet équilibre est assuré grâce à deux phénomènes : l’échange calcique entre les 

compartiments intra et extracellulaire, assuré par les canaux calciques, et le relargage 

intracellulaire du calcium par le réticulum endoplasmique. Les canaux calciques peuvent être 

classés en deux familles : les canaux calciques voltage dépendants (Cav), dont l’activation 

dépend du potentiel membranaire et les canaux calciques voltage indépendants (CCDL), dont 

l’activation dépend de la fixation de ligands spécifiques (Spedding and Paoletti, 1992). Les 

Cav, qui comptent plus de 30 récepteurs répartis en six familles, sont les plus sensibles aux 

toxines des scorpions. En effet, quatre toxines ont été décrites actives sur le canal RyR1 

(Ryanodine receptor1), qui sont l’Imperatoxine A (IpTxA), la Maurocalcine (MCa), 

l’Hemicalcine (HCa) et la Hadrucalcine (HdCa) issues des venins des scorpions Pandinus 

Imperator (el-Hayek et al., 1995), Scorpio maurus palmatus (Fajloun et al., 2000), 

Hemiscorpius Lepturus (Shahbazzadeh et al., 2007) et Hadrurus gertschi (Schwartz et al., 

2009) respectivement. Toutes ces molécules présentent de grandes similitudes de séquence, 
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sont constituées de 33 à 35 acides aminés, réticulées par 3 ponts disulfures et présentent un 

caractère basique (figure 10) (Srairi-Abid et al., 2019).  

 

Figure 10 : Alignement des séquences des peptides MCa, IpTxa, HCa et HdCa actifs sur 

le canal calcium RYR1 (Srairi-Abid et al., 2019). 
 

D’autre part, on note aussi deux tetrapeptides issus du venin de scorpion pandinus 

imperator qui agissent sur le canal TRPC3, perturbant l’équilibre calcique intracellulaire 

(Shalabi et al., 2004). Un autre peptide (BmP01) du venin de scorpion Mesobuthus Martensii 

a montré une affinité pour le canal TRPV1 (Hakim et al., 2015). 

III.1.4 Interaction avec les canaux chlore 

Les canaux Cl- sont activés par plusieurs stimuli intra et extracellulaires tels que 

l’excitabilité membranaire, le volume cellulaire, des ligands extracellulaires (GABA et 

glycine), des ions intracellulaires cationiques et anioniques et/ou par phosphorylation de 

résidus par des kinases intracellulaires (Saberbaghi et al., 2019). Ils permettent la perméabilité 

cellulaire aux ions chlore, ainsi que le passage d’autres anions tel que les ions HCO3
-, I-, SCN- 

et NO3
-. Plusieurs études ont montré l’implication des différents canaux chlore dans des 

pathologies humaines telles que les maladies musculaires, rénales, osseuses et neuronales 

(Jentsch and Pusch, 2018)  

Les canaux chlore possèdent 10 à 12 domaines transmembranaires structurés en 

hélices α et un segment intracellulaire. Les segments transmembranaires s’organisent pour 

former un canal fonctionnel qui permet l’entrée et la sortie des ions. Neuf canaux ClC ont été 

identifiés chez l’homme, répartis en 3 sous-familles selon leur localisation cellulaire, leurs 

propriétés de transport et leur homologie de séquence. La première sous-famille regroupe les 

canaux ClC-1, ClC-2, ClC-Ka et ClC-Kb, exprimés à la membrane plasmique. Les deux 

autres sous-familles regroupent des échangeurs 2Cl-/H+ exprimés dans les vésicules 

intracellulaires. La deuxième sous-famille regroupe les canaux ClC-3, ClC-4 et ClC-5 (80% 

d’homologie) situés sur les endosomes et les vésicules synaptiques et la troisième sous-

famille regroupe les canaux ClC-6 et ClC-7 (45% d’homologie) qui se situent au niveau des 

lysosomes (Jentsch and Pusch, 2018; Verkman and Galietta, 2009). 
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La première toxine identifiée comme bloqueur des canaux chlore est la chlorotoxine 

(ClTx) issue du venin de scorpion Leirus quiquestriatus. Il s’agit d’un peptide de 36 acides 

aminés avec 4 ponts disulfures (Cohen-Inbar and Zaaroor, 2016). Depuis, plusieurs autres 

molécules appartenant à la famille des chlorotoxines (chlorotoxin-like) ont été identifiées, 

telle que AaCTx, BmK-CTa et GaTx1, issues respectivement des venins de scorpions 

Androctonus australis (Rjeibi et al ., 2011), Buthus martenzii (Fu et al., 2005) et Leiurus 

quinquestriatus (Fuller et al., 2007). Ces toxines présentent de fortes similarités de séquence 

avec la ClTx (figure 11). 

 
Figure 11 : Alignement des séquences peptidiques de la chlorotoxine et de ses 

homologues chlorotoxin-like (Srairi-Abid et al., 2019) 

III.2 Implication des canaux ioniques dans la cancérogenèse 
L’équilibre ionique, assuré par les canaux a été rapportée dans plusieurs mécanismes 

physiopathologiques et surtout en oncologie. Certains chercheurs considèrent même que le 

cancer est une channelopathie (maladie très influencée par le fonctionnement des canaux 

ioniques). En effet, depuis la découverte de l’implication des canaux ioniques dans la 

cancérogenèse, plusieurs recherches ont mis la lumière sur l’importance des différents canaux 

dans le développement tumoral (Prevarskaya et al., 2018).  

Ces études ont montré que certains gènes qui codent pour les canaux ioniques sont 

altérés lors d'une transformation oncogénique. Tel est le cas du cancer du sein (Ko et al., 

2013), de l'adénocarcinome du poumon (Ko et al., 2014) et du gliome (Wang et al., 2015), où 

on a pu identifier 30, 37 et 18 gènes de canaux ioniques, respectivement, exprimés de façon 

différentielle par rapport aux tissus normaux et contribuant à des degrés divers aux 

caractéristiques physiopathologiques de chacun de ces cancers.  
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En outre, l’altération des gènes codant pour les canaux ioniques provoque des 

changements électrochimiques favorisant la transformation et la survie des cellules 

cancéreuses. Ainsi, plusieurs études ont montré que la survie, la prolifération, le volume 

cellulaire, l’adhésion et la migration des cellules tumorales sont directement régulés par les 

canaux ioniques. En particulier, il a été démontré que le mécanisme de croissance et 

d'invasion des cellules de gliome, passe principalement par l’efflux électrochimique de Cl- et 

de K+, sous la forme de KCl, ainsi que par le relargage des molécules d'eau. Ceci entraîne un 

rétrécissement de la cellule, lui permettant d'envahir le tissu cérébral (McFerrin and 

Sontheimer, 2006). De même, la surexpression des GIRK (G protein-activated inward 

rectifier potassium channel (Kir3.1,)), une sous-famille des canaux K+, a également été 

démontrée dans les carcinomes mammaires humains primaires et dans des lignées cellulaires 

de cancer du poumon (Dhar and Plummer, 2006; Plummer et al., 2005). En effet, il a été 

démontré que la croissance des cellules du cancer du sein, dépend de la voie de signalisation 

des -adrénorécepteurs, en raison de son couplage fonctionnel avec les canaux GIRK1 

(Prevarskaya et al., 2010). House et al. ont montré que la sur-expression des canaux Nav1.5 

dans le cancer du côlon favorise l’expression de plusieurs gènes tels que ADAM21, CCR9, et 

CD53, qui sont impliqués dans l’invasion cellulaire (House et al., 2010). 

Cette forte influence des canaux ioniques et leur relation directe avec les toxines de 

scorpion suggèrent que ces toxines peuvent être des potentielles molécules thérapeutiques 

pour lutter contre différents types de cancer. 

 

III.3 Activités anti cancéreuses des toxines de scorpion 
Les travaux menés sur les toxines de scorpion ont montré d’importantes activités anti-

tumorales in vitro et in vivo. Ces effets touchent différents aspects de la tumorogenèse telle 

que l’apoptose, l’arrêt du cycle cellulaire et/ou les voies de migration, d’adhésion, d’invasion 

et de la formation des métastases.  

III.3.1 Inhibition des voies d’angiogenèse et de la formation des métastases 

L’angiogenèse et la formation de métastases sont des phénomènes très importants dans 

le processus oncogénique puisqu’elles permettent aux cellules tumorales de migrer vers 

d’autres tissus et rendent le pronostic vital des personnes atteintes. Plusieurs molécules issues 

des venins de scorpion ont montré des activités intéressantes sur la migration, l'invasion et 

l’adhésion (facultés nécessaires à l’angiogenèse et à la formation de métastases) dont KAaH1 

et KAaH2, deux peptides de 58 acides aminés chacun, purifiés du venin de scorpion 
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Androctonus australis hector (Srairi-Abid et al., 2005). Ce sont deux bloqueurs des canaux 

Kv1. KAaH1 est actif sur Kv1.1 et Kv1.3 et inhibe la migration et l'adhésion des cellules U87, 

tandis que KAaH2 est actif uniquement sur le canal Kv1.1 et inhibe la prolifération de U87 

via la voie de signalisation de l'EGFR (Aissaoui et al., 2018). La chlorotoxine (ClTx), qui agit 

sur les canaux chlore (DeBin et al., 1993), a montré une capacité à inhiber la migration et 

l’invasion des cellules gliomateuses (Ullrich et al., 1998). Il est capable de traverser la 

barrière hémato-encéphalique et les barrières tissulaires pour se lier aux cellules de 

glioblastome sans affecter les cellules saines aux alentours. La chlorotoxine fait partie des 

molécules issues de venins animaux qui sont en phase clinique (Dardevet et al., 2015). Des 

études bien avancées ont montré que cette toxine peut se fixer sur la MMP-2. En effet, il 

semble qu’un complexe ClTx, canal ClC-3 et MMP-2 se forme et s’internalise à l’intérieur de 

la cellule dans une vésicule. Ce complexe réduit le nombre des canaux chlore sur la surface 

cellulaire et en même temps réduit le remodelage de la matrice cellulaire (phénomène 

nécessaire aux déplacements cellulaires), induisant l’inhibition de la migration et de 

l’invasion des cellules de glioblastome (Deshane et al., 2003; Othman et al., 2017). A ce jour, 

plusieurs peptides de type chlorotoxine, appelés aussi chlorotoxin-like, actifs sur les cellules 

gliomateuses ont vu le jour. Entre autres, l’AaCTx, isolé du venin de scorpion Androctonus 

australis, est un peptide de 34 acides aminés qui présente 70% de similarité avec la ClTx. 

Cette molécule inhibe la migration et l’invasion des cellules U87 en interagissant avec le 

canal ClC-3 et la MMP-2 (Othman et al., 2017; Rjeibi et al., 2011). BmKCT, du venin de 

scorpion Buthus martensii Karsch est une chlorotoxin-like qui agit sur la prolifération dans un 

modèle in vivo de glioblastome et prévient le développement des métastases. Le marquage de 

la BmKCT au Cy5.5 révèle que ce peptide attaque la masse tumorale in situ sans affecter le 

tissu sain (Fan et al., 2010). 

III.3.2 Inhibition de la prolifération cellulaire et induction de l’apoptose 

Plusieurs venins de scorpion tels que ceux de Androctonus crassicauda, Androctonus 

bicolor, Androctonus australis, Leiurus quinquestriatus, Odontobuthus doriae, et Rhopalurus 

junceus ont été testés sur plusieurs lignées de cellules cancéreuses et ont montré un effet 

inhibiteur sur leur prolifération, soit par arrêt du cycle cellulaire soit par induction de 

l’apoptose. De même, le fractionnement de ces venins a permis l’identification des molécules 

responsables de ces effets (Mikaelian et al., 2020). On peut citer à titre d’exemples : 

- La BmK AGAP, un peptide isolé du venin Mesobuthus martensii, qui a montré un effet 

inhibiteur sur la prolifération des cellules SW480 d'adénocarcinome du colon humain, en 
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induisant l’apoptose. Il était capable de réguler positivement l'expression de p27 

conduisant à un arrêt en phase G1 du cycle cellulaire. Il inhibe également l'activation de 

Bcl-2, de la PI3K et de Akt, et améliore la production de Bax et de PTEN (Phosphatase 

and Tensin Homolog) dans les cellules SW480 (Dueñas-Cuellar et al., 2020).  

- La BmKn-2, un autre peptide du même venin, inhibe la viabilité des cellules squameuses 

orales (HSC-4) en induisant l’activation de la voie intrinsèque de l’apoptose par 

l’activation de la caspase initiatrice 9 et les caspases effectrices 7 et 3 et en désactivant la 

protéine anti-apoptotique Bcl-2 (Tong-ngam et al., 2015).  

- La Gonearrestide est un peptide de 18 acides aminés isolé du venin Androctonus 

mauritanicus qui agit sur la prolifération des cellules HCT116 du cancer du côlon. Cette 

toxine induit l’arrêt du cycle cellulaire en phase G1, en activant les molécules  PIP3 et 

PTEN entrainant l’inhibition de la voie Akt (Li et al., 2018). 

- L’Iberiotoxin (IbTX) du venin de scorpion Buthus tamulus induit l’arrêt de la prolifération 

des cellules Hela et A2780 du cancer de l’ovaire humain en bloquant les canaux potassium 

activés par le calcium (KCNMA1) (Han et al., 2007; Ramírez et al., 2018).  

- La Margatoxine (MgTx) est une α-KTx de 39 acides aminés purifiée à partir de venin de 

scorpion Centruroides margaritatus. Ce peptide agit sur la prolifération des cellules A549 de 

l’adénocarcinome des poumons en bloquant les canaux Kv1.2 et Kv1.3. Le blocage de Kv1.3 

par MgTx  provoque également une réduction du volume tumoral dans un modèle de 

xénogreffe utilisant des souris nude (Jang et al., 2011). 

- La tamapine, isolée du venin Mesobuthus tamulus, agit sur les canaux KCa2.2 et sa forme 

recombinante induit l’apoptose chez les lignées cellulaires Jurkat E6-1 (cellules T 

lymphoblastiques) et les cellules MDA-MB-231 du cancer du sein. Elle induit aussi une 

légère toxicité sur les cellules saines lymphocytaires aux mêmes concentrations (Ramírez-

Cordero et al., 2014). 

Toutes ces molécules présentent des activités intéressantes qui peuvent être exploitées dans 

les thérapies anti-cancéreuses. Néanmoins, leur structure moléculaire peut être handicapante 

une fois injectées dans l’organisme. En effet, des paramètres thérapeutiques essentiels comme 

le temps de demi-vie, le pouvoir de passer la barrière hématoencéphalique, la possibilité 

d’entrer dans le compartiment intracellulaire et bien d’autres caractéristiques sont 

primordiales pour certaines molécules afin d’exercer leurs effets convenablement. D’autre 

part, les fournir en quantité importante présente un handicap sérieux pour leur utilisation à des 

fins thérapeutiques car leur synthèse chimique ou génétique ne permet souvent pas de 

retrouver la même activité. Très récemment, un tetrapeptide désigné AaTs-1, a été isolé du 
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venin de scorpion Androctonus australis (Aissaoui et al., 2021). Ce peptide inhibe la 

prolifération des cellules U87 avec une IC50 de 0,5 mM sans montrer de cytotoxicité. AaTs-1 

bloque le récepteur FPRL-1 (Formyl Peptide Receptor like-1), entrainant une diminution du 

calcium intracellulaire. En effet, le récepteur FPRL-1 est un médiateur des ions calcium et son 

inhibition entraine un blocage de la voie PLC/IP3, provoquant une diminution du relargage 

calcique au niveau du réticulum endoplasmique. Le peptide AaTs-1 a montré une meilleure 

activité antiproliférative sur la lignée U87 que sur d’autre lignées de glioblastome, en 

augmentant significativement l’expression de P53 faiblement exprimée dans cette lignée 

cellulaire. En plus, ce peptide agit sur la phosphorylation des protéines ERK1/2, P38 ET JNK. 

La diminution de la phosphorylation de ces protéines provoque une inhibition des voies de 

signalisation impliquées dans la prolifération cellulaire. 

Malgré son effet intéressant contre le glioblastome qui est une maladie qui demeure 

incurable, et le fait qu’il représente l’un des rares antagonistes des récepteurs FPRL-1, AaTs-1 

demeure un peptide faiblement actif, en comparaison d’autres peptides de scorpion. En effet, 

son IC50 sur la prolifération des cellules U87 est de l’ordre du millimolaire. En plus il présente 

une faible affinité pour son récepteur par rapport aux autres molécules agonistes et 

antagonistes de FPRL-1, tels que la molécule WKYMVm qui est un agoniste qui agit à 1µM 

(Bae et al., 2003). Ainsi, des modifications structurales s’imposent pour améliorer son 

activité. 

Cette approche est une étape très importante dans le domaine du « drug design » ou 

conception de médicament. Elle inclut plusieurs disciplines qui sont en perpétuel 

développement. Nous allons aborder dans le paragraphe suivant une des stratégies suivies 

dans cette discipline.  
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Chapitre III : Conception de substance 

pharmacologiquement active 
 

IV.1 Introduction 
La conception de substance pharmacologiquement active est un processus qui passe 

par plusieurs phases d’activité complémentaires tels que les modèles computationnels, 

expérimentaux et cliniques (Zhou and Zhong, 2017). Les molécules naturelles peuvent 

montrer des activités in vitro intéressantes, mais présenter souvent des défauts structuraux qui 

peuvent conduire à une inefficacité dans les modèles animaux ou même dans les étapes 

d’essai clinique. Afin de remédier à ces obstacles, plusieurs stratégies peuvent être adoptées. 

Certaines modifications structurales peuvent être introduites aux molécules naturelles afin 

d’améliorer leur stabilité dans l’organisme, augmenter leur affinité pour leur cible et renforcer 

leur sélectivité (Ferreira et al., 2018). Ce processus se base sur la structure de molécules déjà 

identifiées.  
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L’une des méthodes utilisées dans la synthèse des agents thérapeutiques est la 

conception des peptidomimétiques. Ce sont des composés qui imitent un peptide ou une 

protéine naturelle et qui conservent la capacité d'interagir avec la cible biologique et de 

produire la même activité biologique (Vagner et al., 2008). Les molécules peptidomimétiques 

peuvent se présenter sous plusieurs formes. Leur classification est basée sur les similarités 

structurales et fonctionnelles avec la molécule naturelle. Leur structure peut varier de 

molécules strictement similaires avec la molécule native à des molécules tout à fait différentes 

des peptides naturels, mais qui montrent une activité pharmacologique similaire (Lenci and 

Trabocchi, 2020). 

Une autre méthode de conception des molécules thérapeutiques a montré son efficacité 

dans l’amélioration des molécules naturelles et nous intéresse dans notre étude. Il s’agit de la 

synthèse des molécules de types dendrimères. Ce sont des molécules hyperbranchées dans 

lesquelles on peut ancrer différentes molécules, soit pour multiplier le motif actif d’une 

molécule, soit pour associer différents motifs de plusieurs molécules actives. Les dendrimères 

ont une structure spatiale unique qui leur permet d’acquérir les différents aspects des autres 

molécules. Cela leur permet une meilleure diffusion dans les tissus corporels, une résistance 

aux enzymes dégradantes et la faculté à se lier aux cellules. Tous ces avantages ont accru 

l’intérêt scientifique des dendrimères dont l’utilisation ne cesse d’augmenter depuis plusieurs 

décennies (Sapra et al., 2019). 

IV.2 Les dendrimères 

IV.2.1 Définition 

Le mot dendrimère a une origine grecque, « dendron » qui signifie arbre. Ce sont des 

macromolécules de polymères globulaires possédant une structure tridimensionnelle ramifiée 

dont la synthèse fut introduite pour la première fois par Buhleier qui les a défini de 

"molécules de cascade" (BUHLEIER et al., 1978). Pendant les années 80, Tomalia a mis en 

place les poly(amidoamines) ou PAMAM qu’il a nommés dendrimères. Depuis, leur chimie a 

été explorée par plusieurs chercheurs et d’autres modèles de dendrimères ont été mis en place 

(Tomalia et al., 1985). Les dendrimères ont une structure différente des molécules linéaires 

puisqu’ils sont organisés en branchements.  Ils sont composés de l’intérieur vers l’extérieur : 

(i) d’un cœur central qui peut être formé par un seul résidu ou une séquence de molécules 

liées (ii) un ensemble de groupements répétitifs qui forment les branchements nécessaires 

(appelés dendrons) qui définit le nombre de générations de la molécule (iii) et une dernière 

partie qui forme l’extrémité de la molécule qui comporte des séquence répétitive d’une 
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molécule précise (Sapra et al., 2019). Le nombre de générations (maximum 13) est 

proportionnel au nombre de résidus terminaux, à la taille et à la masse de la molécule. A partir 

de la troisième génération, le dendrimère peut prendre une forme sphérique (Lazniewska et 

al., 2012a). 

IV.2.3 Les différents types de dendrimères 

Les dendrimères représentent une grande famille qui regroupe plusieurs types de 

molécules (figure 13). Ces molécules sont utilisées dans diverses applications thérapeutiques 

et biomédicales et présentent des propriétés distinctes dues à leur structure unique. Les 

familles les plus communément utilisées dans le domaine biomédical sont les 

polyamidoamines (PAMAM), les polypropyleneimines (PPI), les poly-l-lysines (PLL) 

(Lazniewska et al., 2012b, p.). 
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Figure 12 : Les différents types de dendrimères (Kesharwani et al., 2014) 
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IV.2.3.1 Les dendrimères de type polyamido-amine 
Les dendrimères de polyamido-amine (PAMAM) ont été mis au point par Tomalia et 

ses collaborateurs au début des années 1980 en utilisant la méthode divergente. Ces 

polymères sont les plus étudiés. Depuis leur première synthèse, un large éventail 

d’applications potentielles des PAMAM est rapidement apparu. Leur structure est 

généralement basée sur un noyau d'ammoniac ou d'éthylène diamine auquel des branches 

monomères sont attachées, tandis que les groupes fonctionnels sont situés à la périphérie de la 

macromolécule. Les générations complètes (G1, G2, G3, etc.) de dendrimères PAMAM sont 

terminées par des groupes NH2 et portent une charge positive donnant à la molécule un 

caractère anionique (Medina and El-Sayed, 2009). Depuis l'apparition de la structure 

PAMAM typique, de nombreuses modifications ont été apportées à l'architecture de ces 

dendrimères. En effet, plusieurs fonctions, à savoir le diaminobutane (DAB), le 

diaminohexane, le diaminododécane et la cystamine sont également utilisés comme noyau 

(Svenson and Tomalia, 2005). La surface des PAMAM peut être fonctionnalisée pour 

modifier leurs caractéristiques. À titre d’exemple, la conjugaison avec le PEG réduit la 

génération de ROS, la perturbation du potentiel de la membrane mitochondriale et l'apoptose 

des cellules traitées induites par le PAMAM (Wang et al., 2009). En outre, des études sur 

l'extinction des gènes par le PAMAM G5 ont révélé que l'acétylation de ce dendrimère 

conduit à une diminution de sa cytotoxicité envers les cellules du glioblastome U87. Il est 

important de noter que les PAMAM acétylés présentent une efficacité de diffusion ciblée du 

siARN comparable à celle des PAMAM non modifiés (Waite et al., 2009). 

 

IV.2.3.2 Les dendrimères de type polypropyleneimine 
Les dendrimères polypropylèneimine (PPI) sont les plus prometteurs comme 

molécules thérapeutiques potentielles. Les premières synthèses ont été initiées en 1978 par 

Buhleier et ses collaborateurs, mais ce n’est qu’à partir de 1993 que leur synthèse à grande 

échelle a été possible (de Brabander-van den Berg and Meijer, 1993). Leurs noyaux sont 

généralement composés soit de EDA, soit de DAB et leurs terminaisons peuvent se composer 

de fonctions amines ou de fonctions carboxyliques. L’efficacité des dendrimères PPI a été 

prouvée en tant que molécules de transport et leur modification par d’autres résidus peut 

améliorer leurs effets et réduire leur potentielle toxicité. Par exemple, les dendrimères PPI 

enrobés de galactose et conjugués au phosphate de primaquine (médicament anti-paludique) 

ont montré une meilleure efficacité sur les cellules hépatiques que les dendrimères non 

enrobés et un meilleur effet que le médicament seul. Ce système a montré de meilleures 
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capacités d’encapsulation et une toxicité moins évidente que les dendrimères non enrobés de 

galactose (Bhadra et al., 2005). 

IV.2.3.3 Dendrimères à base de poly-lysine  
Les dendrimères à base de poly-lysine sont des polymères peptidiques, dont la 

synthèse est basée sur un échafaudage de poly-lysine. Avec ses groupes α- et ε-amino sur la 

chaîne latérale, la lysine est un monomère idéal pour créer des points de ramification 

(branchements) sur lesquels les séquences peptidiques des épitopes peuvent être attachées 

(figure 12). Généralement les dendrimères poly-lysine ne dépassent pas les 3 générations du 

fait de leur toxicité dues aux charges positives dominantes de ces molécules. Ce type de 

polymère a été introduit par J.P. Tam dans les années 1980 (J. P. Tam, 1988) et est utilisé 

pour de nombreuses applications biologiques. Comme les autres dendrimères, les poly-lysines 

peuvent être synthétisées en utilisant aussi bien la stratégie divergente que convergente. La 

première approche s'appuie entièrement sur la méthode SPPS, tandis que la seconde utilise 

diverses formes de conjugaison chimique, par exemple les ligations thioéther, oxime ou 

hydrazone (Kowalczyk et al., 2011). 

IV.2.4 Propriétés des dendrimères 

IV.2.4.1 La biocompatibilité  
Les dendrimères ont apporté des progrès considérables dans le domaine des thérapies 

basées sur les molécules synthétiques grâce notamment à leur taille, de l’ordre du nanomètre 

(entre 1 et 100 nm). Ainsi, ils peuvent interagir efficacement et spécifiquement avec les 

composants de la cellule tels que les membranes plasmiques, les organites cellulaires 

(endosomes, mitochondries, noyau). Ils présentent la capacité de se lier aux membranes 

cellulaires et nucléaires grâce aux charges positives sans apporter un effet cytotoxique ni des 

réactions immunigènes. Ils sont généralement dotés de propriétés hydrophiles et liposolubles 

(Munavalli et al., 2019).  

 

IV.2.4.2 Propriétés pharmacocinétiques 
Les propriétés pharmacocinétiques d’une molécule sont évaluées suite à son 

administration dans l’organisme et représentent l’ensemble des propriétés physico-chimiques 

lui permettant d’exercer son effet suivant la posologie adaptée. En plus des effets 

pharmacologiques intéressants, les molécules thérapeutiques doivent aussi présenter des 

propriétés qui leurs permettent d’échapper aux mécanismes de défenses de l’organismes. Les 

dendrimères ont la capacité de renforcer les propriétés pharmacocinétiques des molécules 
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reliées, mais aussi peuvent les altérer dans certains cas. Ainsi, Il est nécessaire, après la 

conjugaison des molécules à un système dendrimérique, de vérifier leur activité (Abbasi et al., 

2014). 

IV.2.4.3 La multivalence  
Les groupements terminaux ajoutés aux molécules dendrimériques sont divers et sont 

responsables des propriétés du polymère. Ils forment une gaine de groupements fonctionnels 

permettant à la molécule d’interagir avec l’environnement adjacent. Les dendrimères offrent 

aux ligands monomériques se trouvant à leur surface une possibilité de multi-présentation 

pour leur cible. Cette notion d’affinité est appelée avidité. Les dendrimères peuvent améliorer 

les activités observées chez les monomères en se fixant sur plusieurs cibles simultanément 

alors se fixer sur des types de récepteurs inadaptés pour des monomères (Hayder et al., 2011). 

IV.2.5 Les applications biomédicales des dendrimères 

Depuis leur conception, les dendrimères ont suscité un grand intérêt chez les 

chercheurs du fait de leur capacité à améliorer le pouvoir des monomères. Ils sont utilisés 

dans plusieurs domaines biologiques et possèdent des activités antivirales, antibactériennes et 

anticancéreuses. Leur utilisation peut se faire en tant que molécule de conjugaison, de 

systèmes de transport d’autres molécules incapables de circuler dans l’organisme ou bien de 

passer les différentes barrières biologiques, de. 

 

IV.2.5.1 Applications antivirales 
L'activité des dendrimères dans ce domaine repose principalement sur l'interférence 

ciblant les interactions virus-cellule hôte. En effet, les dendrimères présentant une activité 

antivirale ont généralement la faculté de se lier soit aux récepteurs de la membrane cellulaire, 

soit directement sur le virus, ce qui a pour effet d’empêcher le contact du virus avec la cellule 

hôtes et diminuer son infectivité.   

Les glycodendrimères, qui ont des groupements résiduels de glucides à leurs 

extrémités, sont les plus couramment utilisés comme antiviraux (Ramos-Soriano and Rojo, 

2021). Le virus pour lequel cette approche a été la plus étudiée est la grippe. L'hémagglutinine 

(HA) virale est le médiateur de l'attachement cellulaire du virus de la grippe à la membrane 

via les résidus d'acide sialique présents sur des glycoprotéines de surface. En effet, de 

nombreuses études ont mis le point sur la capacité de diverses molécules de glycodendrimers 

conjugués à des agents antiviraux d’inhiber la liaison de la HA aux cellules. Cette inhibition 



 

 

47 
 

est plus importante que celle observée avec les molécules antivirales monomèriques. (Hatano 

et al., 2013; Niederhafner et al., 2008). 

Un autre dendrimère de type poly-lysine sulfoné avec un noyau benzhydrylamine été 

évalué contre les virus intravaginaux HSV et le virus chimérique SIV/HIV. Ce dendrimère 

inhibe l'absorption, l’infection et la synthèse de l'ADN viral (Price et al., 2011; Viera et al., 

2010). VivaGel®, un dendrimère connu aussi sous le nom SPL7013, contient une surface 

polyanionique responsable du contact avec le virus, bloquant ainsi la liaison/l'absorption du 

virus par les cellules et empêchant l'infection. Ce dendrimère anionique, de type G4-poly-

lysine avec 32 groupes naphtalène disulfonate sur la surface, possède une puissante activité 

microbicide vaginale topique et empêche la transmission de l'herpès génital (HSV-2), du VIH 

et d'autres infections sexuellement transmissibles (p. papillomavirus) (Price et al., 2011; Viera 

et al., 2010). Cet agent (VivaGel®) est même utilisé dans les préservatifs vendus dans certains 

pays comme le Japon, l'Australie et le Canada, est aussi étudié pour son activité contre 

d'autres virus sexuellement transmissibles, tels que le virus Zika (Falanga et al., 2021). 

 

IV.2.5.2 Applications antibactériennes 
Une classe intéressante de dendrimères, possédant des propriétés antimicrobiennes 

efficaces, sont les dendrimères peptidiques antimicrobiens (AMPD) (Tabatabaei Mirakabad et 

al.,2019). L'un des caractères principaux de l’activité antibactérienne des dendrimères AMPD 

est l'interaction électrostatique entre les charges positives du dendrimère et la surface 

membranaire négative des bactéries qui engendre une perméabilisation progressive de la 

couche lipidique. Ils possèdent également  des résidus hydrophobes pour l'ancrage et la 

désintégration de la membrane (Falanga et al., 2021). Il a été rapporté que les AMPD sont 

plus résistants à la protéolyse et entraînaient moins d’hémolyse que les peptides anti 

microbien (AMP) en raison de leur structure en forme de globule fondu (Tabatabaei 

Mirakabad et al., 2019). Plusieurs exemples de dendrimères antibactériens ont été étudiés et 

caractérisés. On peut citer, comme exemple, le dendrimère poly-lysine nommé G3KL, 

composé de lysines et de leucines, qui possède une activité intéressante sur des bactéries 

comme Acinetobacter baumannii et Pseudomonas aeruginosa, multi-résistantes aux 

antibiotiques (Stach et al., 2014). 

La conjugaison d’antibiotiques aux dendrimères a aussi montré son efficacité. En 

effet, les travaux de Choi et al. ont montré que l’association de la vancomycine à un système 

de dendrimère PAMAM (G5) a augmenté l’avidité de l’antibiotique face aux bactéries Gram 

positif résistantes (Choi et al., 2013). Dans une autre étude, Shaunak et al. ont exploré 
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l'utilisation de la conjugaison dendrimère-glucosamine PETIM contre un large spectre de 

maladies diarrhéiques infectieuses, dont E. coli, salmonella typhi et Clostridium difficile. Ils 

ont aussi rapporté des propriétés inhibitrices du PETIM-DG sur les lésions épithéliales de la 

paroi intestinale induites par Shigella chez le lapin en minimisant l'invasion bactérienne et en 

réduisant l'expression locale des cytokines impliquées dans la réaction inflammatoire (Teo et 

al., 2012). 

IV.2.5.3 Applications anti-tumorales 
L’activité antitumorale des dendrimères est basée sur la conjugaison et le transport de 

molécules chimiothérapeutiques. En effet, cette capacité de transport offre aux dendrimères, 

un avantage et constitue une stratégie importante dans la thérapie du cancer. Certaines 

particularités des dendrimères sont dues à leurs structures différentes et aux fonctionnalités 

spécifiques de leurs surfaces.  En effet, les propriétés physicochimiques des dendrimères, 

leurs permettent une solubilité et un accès assez facile aux différents tissus de l’organisme, 

font des dendrimères des supports idéaux pour divers médicaments anticancéreux (Chis et al., 

2020). 

Les dendrimères transportent des molécules actives en utilisant diverses stratégies telles que :  

i- les interactions physiques basées sur l'inclusion du principe actif dans la structure 

centrale du dendrimère par le biais d'associations non covalentes, liaisons 

hydrogène et interactions hydrophobes ou électrostatiques. 

ii- les interactions chimiques, impliquant la conjugaison covalente des médicaments avec 

les groupes terminaux fonctionnels des dendrimères. 

 

Quelques exemples de complexes dendrimères/molécules anti-tumorales 

Le paclitaxel (PTX), la camptothécine (CPT), le méthotrexate (MTX), le 5-fluorouracile (5-

FU) et la doxorubicine (DOX), présentent une faible hydrosolubilité et une forte toxicité non 

spécifique, deux inconvénients majeurs pour l’effet anti-tumoral. Leur conjugaison avec des 

molécules de dendrimères a été considérée comme une stratégie prometteuse (Chis et al., 

2020).  

- La doxorubicine (DOX), utilisée dans le cancer du poumon et les tumeurs cérébrales, a 

été conjuguée à des dendrimères PAMAM de cinquième génération via des liaisons 

acylhydrazone à la surface du dendrimère. Cette conjugaison a permis d'augmenter 

l'efficacité thérapeutique et la spécificité d'action, en dirigeant le dendrimère DOX-

PEG-PAMAM vers le site tumoral tout en augmentant sa biocompatibilité (Zhong and 

da Rocha, 2016). 
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- Le paclitaxel (PTX) a été conjugué à un dendrimère PAMAM G4 par l'intermédiaire 

d'un lieur peptidique GFLG (glycine-phénylalanine-leucine-glycine) pour le traitement 

du cancer du sein. Le conjugué dendrimérique augmente la spécificité et la 

cytotoxicité par rapport à la molécule de PTX seule (Satsangi et al., 2014). Pour le 

cancer gastro-intestinal, le PTX a été conjugué à un dendrimère PAMAM-G4-DHA 

greffé de l’acide docasahexanoique. Pour ce type de conjugaison, une augmentation de 

l'activité pharmacologique sur la lignée cellulaire AGS du cancer gastric a été 

démontrée, par rapport à la molécule seule (Dichwalkar et al., 2017). D’autre part, 

l'activité cytotoxique sur le néoplasme ovarien d'un conjugué PAMAM dendrimère-

PTX biotinylé a été évaluée sur des cellules OVCAR-3 et HEK293T. L’amélioration 

de l'efficacité du complexe par rapport au médicament seul a été démontrée. En effet, 

les résultats obtenus confirment que le complexe PAMAM dendrimère-PTX biotinylé 

améliore la pharmacocinétique en augmentant l'absorption cellulaire avec une 

cytotoxicité réduite (Yao and Ma, 2018). 

- Le cisplatine (CIS), utilisé dans les néoplasmes mammaires et ovariens, a été conjugué 

à la molécule active d'herceptine et à l'acide diglycolamique (DGA) dans un complexe 

dendrimérique de type herceptine-DGA-G4-CIS. Des études in vitro de l’effet de ce 

complexe sur des lignées de cellules cancéreuses ovariennes humaines HER-2 ont 

montré que le complexe présente des caractéristiques remarquables, diminuant la 

concentration inhibitrice demi-maximale et augmentant l'apoptose des cellules 

néoplasiques, en corrélation avec l'augmentation de l'absorption cellulaire par rapport 

à la molécule CIS seule. Les résultats ont confirmé ainsi que l'association CIS 

herceptine dans ce conjugué offre une plus grande spécificité d'action que les deux 

molécules seules (Chis et al., 2020). 
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Contexte et objectifs du travail 

La molécule la plus utilisée chez les patients de glioblastome est le TMZ, qui est un 

agent alkylant et qui agit en méthylant les sites N7 et O6 des résidus de guanine au niveau de 

l’ADN, provoquant ainsi l’apoptose des cellules cancéreuses (Duwa et al., 2019). Cette 

molécule, associée à la radiothérapie et la chimiothérapie, a montré une amélioration du 

pronostic vital des patients (Stupp et al., 2009). D’autre stratégies de traitement sont parfois 

adoptées telles que l’immunothérapie représentée par le bevacizumab qui agit spécifiquement 

sur le récepteur du VEGF. Toutefois ces molécules montrent une amélioration modeste de la 

médiane de survie. L’inefficacité des thérapies actuelles, traduite par le pourcentage de survie 

des patients qui demeure très faible, incite à chercher de nouvelles alternatives. 

Les venins de scorpions représentent une source importante de molécules bioactives. En effet, 

plusieurs molécules telles que la chlorotoxine (en stade trois des essais cliniques) et ses 

homologues (chlorotoxines-like) ont montré une activité anti-invasive et anti-migratoire sur la 

lignée cellulaire U87 du glioblastome en interagissant avec le canal chlore CLC3 et avec la 

métalloprotéase MMP-2 (Dardevet et al., 2015). Ces molécules sont composées d’environ 40 

acides aminés et réticulées par 4 ponts disulfure.  

Deux objectifs sont visés par nos travaux de recherche : 

 * le premier consiste en la recherche, la purification et la caractérisation des 

molécules de faibles masses moléculaires dans le venin de scorpion tunisien Androctonus 

australis hector actives sur la tumorogenèse des cellules U87 de glioblastome. En effet, les 

molécules de faible masse moléculaire présentent des propriétés physicochimiques leurs 

permettant d’avoir une stabilité dans l’organisme et de passer la barrière hématoencéphalique. 

En plus, leur synthèse est plus simple et aboutit à des molécules aussi actives que les natives.  

* le deuxième objectif consiste en la conception des molécules plus actives en se 

basant sur les structures des peptides isolés du venin de scorpion. En effet, l’ingénierie des 

molécules bioactives en apportant les modifications structurales comme l’amidation et les 

l’acétylation des terminaisons C et N terminales et les synthèses de nouveaux modèles tel que 

les dendrimères peuvent nous permettre de réaliser une étude de la relation structure- fonction 

et éventuellement améliorer l’activité de ces molécules.  
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I. Matériels biologiques 
- Les scorpions Androctonus australis hector (Aah) proviennent de la région de Beni 

Khedach (Tunisie). Ils sont élevés au serpentarium de l’Institut Pasteur de Tunis, secteur 

de Sokra et leur venin est extrait par le service vétérinaire à l’aide de chocs électriques 

15V et conservé à -20°C jusqu’à utilisation. 

- Les cellules U87 proviennent de l’American Type Culture Collection (ATCC), 

généreusement fournies par Pr. José Luis de l’institut de neurophysiopatholologie de 

Marseille et Pr. Khadija Essafi-Benkhadir de l’Institut Pasteur de Tunis. 

- Le sérum de veau foetal (SVF), la L-glutamine et la pénicilline/streptomycine sont 

achetées à la société GIBCO (Cergy-Pontoise, France). 

- Le fibrinogène provient de Sigma-Aldrich et la fibronectine humaine est fournie par 

Chemicon. 

- Les anticorps primaires anti-P-ERK, P-AKT, β-actine et vinculine proviennent de la 

compagnie Cell signaling ; P53 de chez R&D Systems (USA, Canada) et FPRL de 

Sigma-Aldrich. Les anticorps secondaires anti-lapin et anti-souris sont fournis par 

Promega. 

- Les acides aminés et les résines utilisés pour les synthèses peptidiques sont fournis par 

Sigma-Aldrich. 

 

II. Extraction du venin de scorpion Androctonus australis hector 
Le venin brut est traité à l’eau milliQ refroidie à 4°C (1V/4V). L’extrait est centrifugé 

à 3500 rpm pendant 30 min à 4°C. Le surnagent est récupéré pour les étapes de purification 

protéique.  

 

III. Méthodes chromatographiques de purification 

III.1 Chromatographie liquide à basse pression en exclusion stérique 

Principe : La chromatographie d’exclusion ou tamisage moléculaire, est une 

technique de séparation des protéines selon leur taille en utilisant une phase stationnaire 

composée d’un gel poreux. 

Les protéines de grande taille sont exclues du gel, et donc éluées en premier, contrairement 

aux protéines de petite taille qui pénètrent dans les pores. Plus la taille de la protéine est 

grande plus le temps de l’exclusion est faible. 

Protocole : Le venin brut Androctonus australis hector est fractionné dans une 

colonne (2,6 x 100 cm ; Pharmacia, Uppsala, Suède) remplie de gel Sephadex G50 et 
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équilibrée par l’acide acétique 10%. La colonne est reliée à une pompe péristaltique Pump P-1 

(Amersham Biosciences, Piscataway, Etats-Unis d’Amérique) et à un collecteur automatique 

de fractions Frac-920 (Amersham Biosciences, Piscataway, Etats-Unis d’Amérique). Le débit 

de l’élution est de 18 ml/h et le volume de chaque tube collecté est de 3 ml. 

Les différentes fractions sont dosées par lecture de la densité optique (DO) à 280 nm à l’aide 

d’un spectromètre Labomed (Spectro UV-Vis Double PC (Model UVD-2950)). L’acide 

acétique 10% est utilisé comme témoin. 

 

III.2 Chromatographie liquide rapide des protéines (FPLC) en échange 

d’ions 
La fraction M3 issue du gel filtration est purifiée en premier par FPLC (Fast Protein 

Liquid Chromatography). Le système FPLC/HPLC utilisé (DIONEX Ultimate 3000 FPLC 

TM) est équipé d’une colonne échangeuse de cation (RESOURCE™ S HR 5/5; 6 mL, 16 x 30 

mm ; GE Health care) équilibrée par un tampon d’acétate d’ammonium à 0,05 M, pH 8,5 

(tampon A). La fraction protéique est injectée dans le système et les protéines sont éluées par 

un gradient optimisé pendant 40 min durant lequel le tampon d’acétate d’ammonium à 0,5 M, 

pH 8,5 (tampon B) passe de 0 à 40%. Le débit d’élution est de 0,8 ml/min et l’absorbance est 

mesurée à 280 nm. 

 

III.3 Chromatographie liquide à haute performance (HPLC) en phase 

inverse 
Principe : La purification des peptides synthétiques et naturels et leur analyse sont 

faites par RP-HPLC (Chromatographie phase Liquide à Haute performance en phase 

inversée). Le principe de cette technique est de séparer les protéines selon leur polarité sur 

une colonne apolaire (C18 dans notre cas), qui forme la phase stationnaire. Cette colonne est 

remplie de silice greffée par des chaînes alkylées de 18 atomes de carbones. La phase mobile 

est un mélange polaire d’eau et d’acétonitrile (ACN) en proportion croissante d’ACN. La 

phase mobile est additionnée d’acide trifluoroacétique (TFA) à 0,1%, afin de neutraliser les 

charges des molécules et éviter leur interaction avec la phase stationnaire. Ainsi, la présence 

de TFA dans le solvant permet d’augmenter l’hydrophobicité des molécules, en augmentant la 

force éluante de la phase mobile. La détection des molécules éluées se fait à 214 et 280 nm.                 

Protocole : La purification des molécules synthétiques est réalisée par une HPLC de 

marque Agilent. Le peptide AaTs-1 synthétique est purifié sur une colonne C18 semi-

préparative MACHEREY-NAGEL (VP 250/10 NUCLEODUR 100-5) en utilisant deux 
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solvants : le solvant A est constitué de 0,1% TFA dans l’eau et le solvant B est constitué de 

0,1 % TFA et 10% d’eau dans l’acétonitrile. L’élution est assurée par un gradient qui atteint 

60% de solvant B en 60 min à un débit de 4 ml. Un volume de 10 ml contenant 50 mg du 

peptide dans H2O est injecté à chaque étape de purification. 

Les dendrimères multi-branchés et le peptide cyclique sont purifiés en utilisant une 

colonne C18 préparative Agilent (VP 250/21 NUCLEODUR 100-5) en utilisant les mêmes 

solvants A et B. L’élution est effectuée par un gradient qui atteint 80% de solvant B en 80 min 

à débit de 6 ml. Un volume de 10 ml contenant 50 mg du peptide dans H2O est injecté à 

chaque étape de purification. 

L’analyse et le suivi de la purification sont effectués sur 1mg/ml de molécules 

synthétiques, par HPLC (LC-2010AHT, Shimadzu), sur colonne C18 analytique avec les 

mêmes solvants et un débit qui ne dépasse pas 1 ml/min.  

La purification et l’analyse du peptide H8 natif et de ses analogues synthétiques a été 

réalisée en utilisant une HPLC DIONEX sur une colonne C18 Waters (4,6x 250mm de 5 µm). 

La molécule est éluée par un gradient de 0 à 40% de solvant B (0,1% TFA dans 

l’Acétonitrile) dans A (0,1% TFA dans l’eau) pendant 60 min à un débit de 0,8 ml/min.   

IV. Dosage protéique par la méthode BCA 
Principe :La quantification des protéines est basée sur l’utilisation du réactif principal 

qui est l’acide bicinchoninique (BCA) ainsi que le sulfate de cuivre (CuSO4) (Smith et al., 

1985). Les ions cuivre Cu²+ sont réduits en Cu+ par les liaisons peptidiques et par les acides 

aminés aromatiques : phénylalanine, tyrosine et tryptophane, dans un milieu alcalin. Suite à 

cette réaction, une coloration violette apparait. La quantification des protéines est mesurée par 

la lecture de la densité optique (DO) à une longueur d’onde de 560 nm. 

Protocole : Une gamme étalon de différentes concentrations de BSA (albumine sérum 

bovine) allant de 0 à 2 mg/ml est préparée en duplicata dans une plaque de microtitration. 

Dans la même plaque on dépose 5 µl de fraction ou de la molécule à doser et on réalise des 

dilutions en cascade au ½ à partir de ces puits. Ensuite, une solution formée de 98% de BCA 

et 2% de CuCO4 (Cuivre (II) Sulfate penthahydrate Solution ; SIGMA-ALDRICH®) est 

préparée et ajoutée dans tous les puits à raison de 100 µl par puits. La plaque est incubée à 

37°C pendant une heure et la DO est mesurée à 560 nm. 

V. Synthèse peptidique sur support solide 
La synthèse peptidique en phase solide (SPPS), est une technique qui a était initiée par 

Merrifield en 1963 (Merrifield, 1963). Elle est basée sur l’enchainement de cycles de 
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couplage des acides aminés constitutifs de la séquence à synthétiser, et dont le premier est lié 

par son extrémité C-terminale à un support solide insoluble polymérique (résine) (Figure 14). 

Cette méthode est plus simple à réaliser que la synthèse en solution. En plus, elle est plus 

rapide et permet d’avoir un meilleur rendement. Toutefois, la taille des peptides synthétisés 

par cette méthode est limitée à une cinquantaine d’acides aminés, en moyenne. La synthèse 

s’effectue en plusieurs étapes détaillées ci-dessous. 

V.1 Liaison du premier acide aminé à la résine 
Le choix de la résine est très important pour la synthèse peptidique. En effet, il existe 

plusieurs types de résines (Rink amide, HMPA, HMPB, SASRIN, MBHA…), pour différents 

types de synthèse. Dans notre cas, nous avons utilisé trois types de résines, une résine Wang 

pour les synthèses des peptides H8, la HMP (4-hydroxymethylphenol) à 0,56 mmol/g, qui 

permet la synthèse des molécules analogues de AaTs-1 non amidés en C-terminal et la Rink 

amide 4-(2',4'-Dimethoxyphenyl-Fmoc-aminomethyl)-phénoxy à 0,80 mmol/g pour les 

peptides amidés.  

La fixation du premier acide aminé sur le support solide pour le peptide carboxylé se 

fait en utilisant le DCC (Dicyclohexylcarbodiimide) qui est un agent de couplage, et le DMAP 

(Diméthylaminopyridine), un nucléophile catalyseur de la réaction d’estérification. Pour 

combler les sites OH libres sur la résine, on ajoute le l'anhydride benzoïque. Pour les peptides 

amidés, nous avons utilisé le DCC et le HBTU (2-(1H-Benzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-

tetramethyluronium hexafluorophosphate) pour coupler le premier acide aminé à la résine 

Rink amide par une liaison peptidique. 

 

V.2 Déprotection 
Plusieurs groupements de protection sont utilisés dans la synthèse peptidique. Dans 

notre cas tous les acides aminés sont protégés par des fonctions Fmoc 

(Fluorénylméthoxycarbonyle)/t-butyl (t-Bu). La déprotection des acides aminés et de la résine 

Rink amide de la fonction protectrice fmoc se fait par une solution contenant la pipéridine 

20% dans du NMP (N-méthyl2-pyrrolidone). La pipéridine est une base qui permet le clivage 

de la fonction fmoc sans agir avec les autres fonctions protectrices. 
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Figure 13 : Les différentes étapes de la synthèse peptidique 

V.3 Couplage 
Une fois la fonction amine du premier acide aminé clivée, nous procédons au couplage 

du deuxième acide aminé par sa fonction carboxylique. Une liaison peptidique sera formée 

entre la fonction amine-α du premier acide aminé et la fonction carboxylique-α du deuxième. 

Pour ce faire, on utilise des agents de couplage tel que le HBTU/HOBt (2-(1H-benzotriazol-1-

yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium hexauorophosphate/ hydroxybenzotriazole) ou le BOP 

(benzotriazol-1-yloxytris(dimethylamino)phosphoniumhexafluorophosphate) et une base qui 

est la DIPEA (N,N-Di-isopropylethylamine). Le rôle de la base est de réguler le pH du milieu 

réactionnel afin de rendre nucléophile l’azote de l’acide aminé déprotégé et d’activer le 

groupement carboxylique de l’autre acide aminé qui devient ainsi, un ester activé grâce à 

l’agent de couplage (HBTU/HOBt). 

 

V.4 Acétylation 
Avant le clivage final, 50% de chaque peptide synthétisé est récupéré pour être 

acétylé. Le synthétisat est tout d’abord traité par de l’anhydride acétique (10%) DCM- DIEPA 
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(5%) dans du DCM, pendant 15 minutes sous agitation, puis exposé à une solution contenante 

10% d’anhydride acétique dans du DCM pendant 20 min sous agitation.  

 

V.5 Clivage final 
Le rendement de la synthèse peptidique sur support solide est calculé comme suit :  

R% = Mf (masse de la résine produite à la fin de la synthèse) / Mi (masse initiale de la résine 

+ masses des acides aminés). 

Une fois tous les acides aminés couplés, le peptide est formé mais encore lié à la 

résine. On procède alors à un clivage final qui sert à séparer la molécule de la résine et des 

groupements protecteurs t-butyl encore présents. Pour ce faire, le synthétisat est mis dans une 

solution contenant 95% de TFA (acide trifluoroacétique), 2,5% de H2O et 2,5% de Tri-

Isopropyl Silane (TIIS) comme piégeur chimique ou scavenger. Il s’agit d’une molécule 

nucléophile, qui sert à piéger les groupements protecteurs et éviter qu’ils ne se lient de 

nouveau avec le peptide. Pour les séquences qui contiennent les cystéines (le peptide 

cyclique) on ajoute 2 mg de phénol pour protéger les chaînes latérales soufrées.   

On laisse agiter la solution pendant 2 h à température ambiante. Une fois le peptide 

clivé, la solution est filtrée et lavée plusieurs fois par le DCM pour récupérer le maximum de 

peptide et éliminer la résine et les groupements protecteurs. Le peptide est solubilisé par 

l’éther froid ensuite incubé pendant 15 min à -80 °C puis centrifugé pendant 15 min à 5500 

rpm à 4 °C. Le culot contenant le peptide synthétisé est récupéré puis lyophilisé. 

 

V.6 Oxydation des fonctions thiols 
Le peptide cyclique doit être traité dans une solution oxydante pour former les ponts 

disulfures. Le peptide réduit est dissous à 10 mg/ml dans une solution contant 70% de Tris-

HCL (0.1 M, pH 8.3) et 30% d’acétonitrile. La solution est agitée à l’air libre jusqu’à 

oxydation. Le suivi de la réaction est fait par HPLC analytique et par spectrométrie de masse. 

Le temps d’oxydation peut durer quelques heures, voire plusieurs jours selon le peptide. 

VI. La spectrométrie de masse 
Principe : La spectrométrie de masse est une méthode d’analyse chimique qui permet 

d’identifier la masse moléculaire des composés ainsi que leurs séquences. Son principe repose 

sur la transformation des molécules à analyser, de la phase solide en phase gazeuse et de l’état 

moléculaire à l’état ionique. L’analyse d’un composé par spectrométrie de masse est basée sur 

le calcul du rapport entre sa masse et sa charge (m/z) 
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Protocole : L’analyse du peptide H8 natif a été effectuée par LC-MS/MS par Mr. 

Gaysinsky de l'université de Nice. Le peptide a été injecté et séparé sur une colonne C18 à 

température stable (35 °C) (2,1 x 100 mm, 2,2 mm, 120 Å, Acclaim RSLC, PA2, Thermo 

Scientific), dans un système RS3000 RSLC (Thermo Scientific), en utilisant deux gradients 

linéaires successifs de 2% à 50% (38 min) et de 50% à 70% (10 min) CH3CN/ 0,1% AF, à un 

débit de 0,4 mL/min. L’UPLC est connecté à un spectromètre de masse ESI-Q-TOF 

(microTOFQII, Bruker Daltonics). Les données ont été acquises en ionisation positive et en 

mode de balayage MS et MS/MS. La température de la source est de 195 °C, la tension de 

pulvérisation est de 5 kV et le débit de gaz sec (azote) est à 10 l/min et une pression réglée à 

2,9 bars. L'acquisition d'un spectre de masse correspond à l'addition de 4000 balayages/s pour 

chaque spectre, sur une gamme de masse de 50-3000 m/z. Les données brutes LC-MS/MS ont 

été traitées avec le logiciel Data Analysis (ESI Compass 1.3, Bruker Daltonics). 

Les analyses de l’AaTs-1 et de ses analogues synthétiques ont été réalisées par LC/MS 

ESI-quadripole. Les produits sont injectés dans une colonne C18 analytique thermostatée. 

L’élution s’effectue avec un solvant constitué de 90% d’ACN, 10% de H2O et 0,1% d’acide 

formique à un débit de 1 ml/min. 

  

VII. Les tests biologiques 

VII.1 Culture cellulaire 
Les cellules cancéreuses doivent être cultivées et traitées sous une hotte à flux 

laminaire dans les conditions physiologiques. Pour cela, elles sont placées dans un incubateur 

à 37°C en atmosphère humide et un taux de 5% de CO2. Les cellules U87 sont cultivées dans 

un milieu EMEM (Eagle’s Minimal Essential Medium) complété de 10% de SVF (sérum de 

veau fœtal), 1% de l-glutamine et 1% de mélange d’antibiotiques (streptomycine et 

ampicilline). Les cellules sont mises dans des flacons à surface traitée pour la culture 

cellulaire, stérilisés aux rayons Gamma. Quand les cellules atteignent une confluence de 80%, 

elles sont décrochées par la trypsine/EDTA 0,05% et passées dans un autre flacon de culture.   

 

VII.2Test de cytotoxicité : dosage de l’activité enzymatique du lactate 

déshydrogénase (LDH) 
Principe : Le test de cytotoxicité par dosage de l’activité enzymatique de la protéine 

LDH est un test colorimétrique qui permet d’évaluer le degré de cytotoxicité engendré par nos 

molécules sur les cellules en dosant l’enzyme LDH qui est larguée par les cellules mortes 

dans le milieu extracellulaire suite aux dommages subis par la membrane. 
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Protocole : Les cellules U87 sont traitées par les molécules à tester dans une plaque à 

microtitration de 6 puits à raison de 3x105 cellules/puits pendant 24h. La quantité totale de 

LDH est déterminée par la lyse es cellules avec du Trixon-X100 à 0,1%. Le surnagent de 

chaque puits est ensuite récupéré et centrifugé pendant 10 minutes à 1000 rpm. Un volume de 

100 µl est prélevé de chaque surnagent et placé dans une plaque 96 puits. Le dosage de la 

LDH est réalisé en suivant le protocole fourni par le fabricant. La DO enregistrée à 490 nm 

est proportionnelle au taux de LDH présente dans la solution. 

 

VII.3 Test de viabilité et prolifération 
Principe : Le test MTT est un test colorimétrique permettant d’évaluer l’effet d’un 

échantillon brut ou d’une molécule purifiée sur la viabilité cellulaire. Dans une cellule 

vivante, le sel de Tétrazolium MTT (bromure de 3-[4,5-diméthylthiazol-2-yl]-2,5-diphényl 

tétrazolium) est réduit en formazan de couleur violette par l’enzyme succinate 

déshydrogénase. Ainsi, la lecture de la DO à 560 nm permet de quantifier les cellules 

vivantes.  

Protocole : Les cellules U87 sont ensemencées à raison de 104 cellules (pour une 

incubation de 24h) ou 5000 cellules (pour une incubation de 72h traduisant une prolifération 

cellulaire), dans 100 µl de milieu par puits d‘une plaque de microtitration (de 96 puits) et 

incubées toute une nuit à 37°C. Le deuxième jour, différentes doses des molécules à testées 

sont préparées dans du milieu de culture et ajoutées aux cellules. Après 24h (test de 

cytotoxicité) ou 72h (test de prolifération) d’incubation, les cellules sont traitées avec du MTT 

(10% dans du EMEM) pendant 3h à 37°C. Les cristaux formés suite à la réduction du MTT 

sont dissouts dans du DMSO et la DO est mesurée à 560 nm.  

 

VII.4. Test d’adhésion 
Principe : Toutes les cellules de l’organisme interagissent avec la matrice 

extracellulaire qui joue un rôle important dans la communication intercellulaire et dans le 

maintien des cellules. La matrice extracellulaire est composée de sels, d’eau, de 

polysaccharides et de protéines (collagènes IV, fibronectine, vitronectine, fibrinogène, 

laminine, élastine…) qui se lient à leurs récepteurs sur la membrane cellulaire, appelés 

intégrines (Bremnes et al., 2011). Le test d’adhésion consiste à étudier l’effet des molécules 

synthétisées sur l’adhésion des cellules U87 sur différentes protéines de matrice. 

Protocole : Dans une plaque de microtitration à fond plat (Nunc), des solutions de 

fibronectine (Fn) (10 µg/ml) ou de vitronectine (Vn) (2 µg/ml) préparées dans du PBS/Ca²+ 
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sont déposées et incubées toute une nuit à 4°C dans un milieu humide, puis une demie heure à 

37°C. Les puits sont ensuite débarrassés de l’excès de la Fn et de la Vn et saturés par du 

PBS/BSA (0,5 g/ml) pendant une heure à 37°C. Entre temps, les cellules U87 sont décrochées 

par le PBS/EDTA (0,53 mM), pour préserver les intégrines intactes, comptées et traitées avec 

différentes doses des molécules à tester, préparées dans du tampon d’adhésion (pour 500 ml : 

EMEM 6,69 g, NaHCO3 0,6 g, BSA 1 g, HEPES 1,78 g). Après une agitation d’une demi-

heure à température ambiante, les cellules sont déposées dans la plaque à raison de 5x104 

cellules par puits et incubées à 37°C pendant 1 à 2 heures.  

Après incubation, plusieurs lavages sont effectués par le tampon d’adhésion afin 

d’éliminer les cellules non adhérentes. Les cellules adhérentes sont fixées avec 50 µl de 

glutaraldéhyde 1% par puits, pendant 10 min. Les cellules adhérentes sont ensuite lavées avec 

de l’eau distillée et colorées par le cristal violet pendant 30 min. Après lavage avec de l’eau, 

le colorant est solubilisé par 100 µl de SDS 1% et la DO est mesurée à 560 nm. L’adhésion 

spécifique est obtenue par soustraction de l’absorbance obtenue en absence du substrat 

d’adhésion (contrôle négatif). 

VII.5. Test de migration cellulaire en chambre de Boyden 
Principe : Ce test a pour but d’analyser la capacité des molécules à inhiber la 

migration cellulaire. La chambre de Boyden est un dispositif qui comporte deux 

compartiments (supérieur et inférieur) séparés par un filtre poreux en polycarbonate, 

permettant le passage des cellules. Les cellules migrent du compartiment supérieur vers le 

compartiment inférieur par haptotaxie (migration dans un gradient de protéine immobilisée) 

Protocole : La face inférieure du filtre est imbibée d’une solution de fibronectine (Fn) (10 

µg/ml) préparée dans du PBS /Ca²+ et incubée à 4°C dans un milieu humide pendant 18 

heures. Les puits du compartiment inférieur de la chambre de Boyden sont remplis avec du 

milieu EMEM contenant du SVF. Les cellules U87, sont décrochées du flacon de culture avec 

du PBS/EDTA (0,53 mM) et traitées avec différentes concentrations des molécules à tester. 

Après une agitation de 30 min à température ambiante, les cellules sont déposées dans les 

puits du compartiment supérieur à raison de 105 cellules/puit et incubées pendant 6 heures à 

37 °C. Les cellules qui sont restées à la surface du filtre sont éliminées délicatement par un 

coton-tige et le filtre est traité sur sa face inférieure par du glutaraldéhyde 1% pendant 10 

minutes pour fixer les cellules qui ont migré. Ces dernières sont colorées avec du cristal violet 

1% pendant 30 minutes. L’excès du colorant est éliminé avec de l’eau distillée. Les puits du 

filtre sont découpés soigneusement et mis dans une plaque de microtitration pour solubiliser le 
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cristal violet avec 100 µl de SDS 1% pendant 15 min, puis la DO de chaque puits de la plaque 

est mesurée à 560 nm. 

 

VII.6 Migration par vidéomicroscopie 
Les cellules de glioblastome humain sont ensemencées sur des plaques de 24 puits 

prétraitées par la fibronectine à faible densité (104 cellules/puits). L'analyse de la migration 

des cellules à 37°C est réalisée en utilisant un microscope inversé Nikon (grossissement x10). 

Des images sont enregistrées chaque 5 min pendant 4 h avec un appareil photo HQ Coolsnap 

(Photometrics, Tucson, AZ) exploité par le logiciel NIS-Elements AR 2.30 (Nikon). Le suivi 

de la cinétique de migration des cellules est réalisé en utilisant le logiciel d'analyse d'image 

Metamorph® (Roper Scientifique, Evr, France), comme décrit précédemment (Morjen et al., 

2013). 

Les paramètres de la migration de chaque cellule comprennent : la distance totale de 

migration, la distance à l'origine, la vitesse et la persistance. La distance totale de migration 

représente la somme des distances entre chaque mesure divisée par la période, qui est de 4 h. 

La distance à l'origine a été déterminée comme étant la translocation nette entre la position 

initiale et la position finale. La vitesse correspond à la somme des distances de migration 

divisée par 4 h. La persistance directionnelle est le rapport de la distance à l'origine divisée 

par la distance totale. Pour chaque paramètre, les résultats sont exprimés par la moyenne ± 

écart-type à partir d'au moins 25 cellules individuelles. 

 

VII.7 Dosage des espèces réactives de l’oxygène 
Principe : Le dosage des espèces réactives de l’oxygène (ROS) est effectué en utilisant une 

sonde fluorogène, CMH2DCF-DA (life technologie, Oregon, USA). Cette sonde est capable 

de se diffuser passivement à travers la membrane cellulaire. Une fois au compartiment 

intracellulaire, elle sera désacétylée par les estérases cellulaires. En présence des ROS, la 

sonde est oxydée pour se transformer en 2’-7’dichlorofluoresceine (DCF), qui est un composé 

fluorescent détectable par un fluorimètre, un cytomètre ou un microscope fluorescent, avec un 

spectre d’excitation à 492 nm et d’émission à 517 nm. 

Protocole : Les cellules sont ensemencées dans une plaque de 24 puits à raison de 105 

cellules par puits. Après une incubation de 18 heures les cellules sont traitées par les 

molécules à tester et incubées pendant 24h. Ensuite, les cellules sont lavées par du PBS (1X), 

re-suspendues dans du milieu DMEM et traitées avec 10 µM de la sonde CMH2DCF-DA. La 

fluorescence est détectée par cytométrie en flux. 
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VII.8 Western blot 
La détection des changements d’expression des effecteurs dans les cellules traitées par les 

différentes molécules utilisées est une étape très importante pour comprendre les voies de 

signalisation impliquées dans l’effet observé. Pour ce faire, nous avons utilisé la technique du 

Western blot qui nous permet d’évaluer le degré d’expression de plusieurs protéines intra et 

extracellulaires et le degré de phosphorylation subi par ces molécules, en utilisant des 

anticorps spécifiques. 

VII.8.1 Préparation des lysats cellulaires 

Les cellules U87 sont ensemencées dans des plaques de 6 puits à raison de 50x104 cellules par 

puits et incubées pendant 18h. Ensuite elles sont traitées par les molécules à tester pendant 30 

min (phosphorylation des MAPKinases) ou 24h pour (expression de FPRL-1 et P53). Les 

cellules sont lavées par du PBS froid et lysées dans un tampon de Laemmli (Tris-HCl 10 mM, 

pH 6,8, 10% glycérol, 1% SDS). Après centrifugation à 5000 rpm pendant 5 min, le surnagent 

est récupéré puis dosé par un kit BCA en utilisant une solution de BSA (1 mg/ml) pour la 

gamme étalon. Les lysats sont conservés à -20°C jusqu’à leur utilisation. 

 

VII.8.2 SDS-PAGE et électro-transfert sur membrane 

Une quantité de 25 µg de protéines de chaque lysat cellulaire est ajouté dans une solution 

contenant un tampon de charge (tampon de Laemmli (1X) 100 mM de β-mercaptoéthanol et 

0,01 % de bleu de bromophénol). Les protéines dénaturées à 100°C pendant 10 min et 

déposées dans un gel de polyacrylamide (10% ou 12% selon des protéines ciblées) en 

présence de dodécylsulfate de sodium (SDS). La migration se fait dans un tampon de 

migration (Tris-HCl 25 mM, glycine 250 mM ; pH=8,3 ; 0,1 % SDS) à 80 V puis à 120V. 

Après leur migration, les protéines sont transférées sur une membrane PVDF activée dans de 

l’éthanol 100%. Le transfert est effectué dans un tampon de transfert (Tris-HCl 25 mM ; 

glycine 192 mM et 20 % éthanol) à 90V pendant 1h30. 

 

VII.8.3 Marquage des protéines et révélation 

Les membranes sont saturées sous agitation pendant 1h à température ambiante par une 

solution de lait écrémé (5%) dans du PBS/0.2 % Tween pour bloquer les sites non spécifiques, 

ensuite lavées 3 fois pendant 15 min par une solution de PBS/Tween 20 0,1% (PBST). Les 

membranes sont incubées avec l’anticorps monoclonal spécifique de la protéine ciblée dans 

du lait écrémé (5%) dans du PBS/0.2 % Tween pendant une nuit à 4°C, lavées 3 fois au PBST 

et incubées avec l’anticorps secondaire anti-lapin ou anti-souris couplés à la HRP pendant une 
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1h à température ambiante. Les membranes sont ensuite lavées 3 fois au PBST et révélées par 

chimioluminescence ECL (Millipore).  

 

VII.9 Dosage du relargage calcique 
Pour évaluer l'effet les molécules à tester sur le flux calcique, la concentration du calcium 

cytosolique a été mesurée en utilisant le colorant fluorescent ratiométrique Fura-2-AM (cette 

étude a été effectuée au laboratoire Nutrition, Croissance et Cancer (N2C) à l’université de 

Tours par l’équipe du Pr. Vandier). Les cellules U87 sont ensemencées à raison de 5x104 dans 

une plaque 96 puits pendant une nuit et traitées de façon aiguë avec la molécule à tester, puis 

chargées avec du Fura-2-AM (1µM) pendant 45 min à 37°C. Un lecteur de microplaques 

Flexstation 3 (Molecular Devives) est utilisé pour quantifier la fluorescence (excitation 340 et 

380 nm ; émission 510 nm). Afin de mesurer la libération du calcium cytosolique à partir du 

réticulum endoplasmique (RE), les cellules sont stimulées sans calcium extracellulaire, avec 

de la tapsigargin (4 µM) à 100s d'enregistrement et ensuite 2 µM de CaCl2 sont ajoutés à 500s 

pour mesurer l'entrée de calcium opérée par le stockage (SOCE). Après normalisation par 

rapport aux conditions de contrôle, l'amplitude de SOCE et la libération cytosolique par ER 

ont été mesurées en calculant le rapport ΔF/F0 (la variation de fluorescence par rapport à la 

fluorescence initiale). Les analyses ont été réalisées à l'aide du logiciel SoftMax Pro (version 

5.4.6, Molecular Devices, San Jose, CA, USA). 

 

VII.10 Test de toxicité in vivo 
La toxicité des molécules synthétisées a été testée sur des souris mâles C57/BL6 par voie 

intracérébro-ventriculaire (ICV). Des solutions fraîchement préparées contenant chaque 

molécule synthétique à 1 ou 4 µg dans 5 μl d‘une solution de BSA (0,1% (p/v)) dans l'eau, ont 

été testées. Trois souris ont été utilisées par dose pour chaque molécule et trois autres (souris 

témoins) ont été traitées avec seulement 0,1% de BSA dans l'eau. L'administration ICV a été 

réalisée sous conditions d'anesthésie, selon la méthode décrite par (Galeotti et al., 2003).  

Les souris ont été suivies pendant 24h afin de déterminer le taux de mortalité et/ou toute 

modification du comportement, notamment les tremblements, la léthargie et l'anxiété. Les 

expériences sur les souris ont été menées conformément à la Directive du Conseil de la 

Communauté Européenne (2010/63/EU) pour le soin des animaux expérimentaux, et toutes 

les procédures ont été approuvées par le Comité de Recherche Institutionnel de l'Institut 

Pasteur de Tunis. 
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Résultats et discussion  
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Chapitre I : Recherche, purification et caractérisation de molécules de 

faible masse moléculaire issues de venin du scorpion Androctonus australis, 

actives sur les cellules de glioblastome 
 

I.1Criblage de la fraction de faible masse moléculaire du venin de scorpion 

Aa et purification de molécules actives sur le glioblastome 
 

I.1.1 Chromatographie liquide à basse pression en exclusion stérique 
Le venin du scorpion Androctonus australis contient un ensemble de molécules dont des 

protéines et des peptides. Afin de rechercher et purifier des molécules actives sur les cellules 

de glioblastome, plusieurs étapes de fractionnement, suivies par une étude sur l’effet de 

chaque fraction sur les cellules U87 étaient nécessaires. La première étape est le tamisage 

moléculaire qui sépare les protéines selon leur masse moléculaire. Le venin brut (environ 300 

mg), est injecté dans une colonne de chromatographie (2,6 x 100 cm) remplie d’un gel de 

Sephadex G-50. La colonne est pré-équilibrée par l’acide acétique (10%) et après l’injection 

du venin, les molécules sont éluées avec ce même solvant. La lecture de la densité optique à 

280 nm a permis de tracer un chromatogramme traduisant l’élution de différentes fractions 

selon leur masse moléculaire. 

 

Figure 14: Chromatographie sur gel séphadex G-50 du venin de scorpion Androctonus 

australis hector  

 

La figure 15 montre que le chromatogramme présente 4 pics (M1, M2, AahG50 et M3). 

Chaque pic représente un groupe de protéines ayant des masses moléculaires proches. 
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I.1.2 Effet de la fraction M3 sur la prolifération et la migration des cellules U87 

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés à la fraction M3 qui renferme 

vraisemblablement les peptides de faible masse moléculaire. Nous avons testé cette fraction 

sur la prolifération et la migration des cellules U87. 

La figure 16 montre que la fraction F3 inhibe à 66% la prolifération des cellules U87 à la 

concentration de 50 µg/ml. 

 

Figure 15 : Histogramme représentatif de l'effet de la fraction M3 sur la prolifération 

des cellules U87  

La fraction M3 a été testée sur la prolifération des cellules U87 à 50 µg/mL pendant 72 h. 

Après incubation les cellules les cellules sont traitées par MTT pendant 3h et les cristaux de 

formazan formés sont dissous dans le DMSO et la quantification est mesurée à 560 nm.  

 

 Le test de migration a été réalisé dans une chambre de Boyden, en présence de la 

fibronectine à 10 µg/ml, comme matrice extracellulaire. Les résultats obtenus avec les trois 

doses de M3 (10, 15 et 25 µg/ml) montrent un effet dose-réponse avec une IC50 de l’ordre de 

15 µM (figure 17).  

Ainsi les résultats obtenus montrent qu’il y’a au moins une molécule dans la fraction M3 qui 

aurait un effet sur la prolifération et/ la migration des cellules U87 de glioblastome. 
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La fraction M3 a été testée sur la migration des cellules U87. Après une incubation de 6h, les 

cellules migrantes sont fixées au glutaraldéhyde, colorées par cristal violet et lysées par du 

SDS. La DO est mesurée à 560 nm. 

 

I.1.3 Chromatographie rapide (FPLC) par échange d’ions 

Les composés de M3 sont fractionnés par chromatographie échangeuse de cations, à pression 

moyenne par FPLC. Cette fraction est injectée dans une colonne ressource S équilibrée dans 

un tampon H2O. La séparation est effectuée par un gradient de 0 à 40% d’acétate 

d’ammonium 0,5 M en 38 min avec un débit de 0,8 ml/min. Le profil chromatographique à 

280 nm indique la présence de 4 fractions que nous avons désignées F1, F2, F3 et F4 (Figure 

18). 

Toutes ces fractions ont été testées, en premier lieu, sur la prolifération des cellules U87 en 

procédant avec le même protocole utilisé pour la fraction M3 et en utilisant la même 

concentration 50 µg/ml. Les résultats montrent que les fractions F1 et F2 n’ont aucune activité 

sur la prolifération des cellules U87. Par contre, les fractions F3 et F4 ont un effet significatif 

puisqu’elles inhibent la prolifération des cellules U87 de 54% et 62% respectivement (figure 

19A).  

Ces mêmes fractions ont été testées aussi sur la migration des cellules U87 à une 

concentration de 15 µg/ml (IC50 de la fraction M3). Les résultats montrent que F3 est la 

fraction qui possède la meilleure activité avec 62% d’inhibition de la migration cellulaire. F4 

aussi agit sur la migration des cellules U87 avec 40% d’inhibition, F2 possède une légère 

activité inhibitrice de 12% alors que F1, qui est la fraction majoritaire, ne montre aucune 

activité (figure 19B). 

Figure 16: Effet dose réponse de la fraction M3 sur la migration des 

cellules U87 
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La fraction M3 est passée par une colonne ressource S suivant un gradient de 0 à 40% à 40 

min tampon B en acétate d’ammonium de 0,5 M (pH 8,5). Le débit d’élution est de 0,8 

ml/min et l’absorbance est mesurée à 280 nm 

 

Figure 18 : Effet des fractions FPLC sur la prolifération (A) et la migration (B) des 

cellules U87 

Afin d’identifier les molécules responsables des activités antiproliférative et/ou anti-

migratoire, nous avons utilisé une technique de purification plus résolutive, la HPLC. 

Figure 17: Chromatographie échangeuse d’ion (FPLC) de la fraction M3 
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I.1.4 Chromatographie à haute pression en phase inverse (RP-HPLC) 

Malgré que nous ayons trouvé que deux fractions F3 et F4, ont montré un effet sur la 

prolifération et la migration des cellules U87, nous avons décidé de ne poursuivre notre étude 

que sur la fraction F3 car F4 est très faiblement représentée dans le venin. Ainsi, plusieurs 

injections HPLC de la fraction F3 (100 µg par injection) sont effectuées dans une colonne 

C18 analytique (phase stationnaire). L’élution est effectuée avec un gradient de 0 à 35% en 35 

min de solvant B (0,1% de TFA dans l’acétonitrile) dans A (0,1% de TFA dans l’eau) à un 

débit de 1 ml/min. 

 

Figure 19 : Chromatographie à haute pression HPLC de la fraction F3 

La fraction F3 produite par FPLC est purifiée par HPLC sur une colonne C18. L'élution est 

effectuée avec un gradient linéaire (34 min) de 0% à 30% de TFA à 0,1% / acétonitrile ; le 

débit est de 0,8 mL/min ; l'absorbance est mesurée à 214 et 280 nm. 

 

Le profil de HPLC (Figure 20) montre la séparation en 9 fractions, que nous avons désignées 

H1 à H9. Les molécules H7, H8, H9 et H10, majoritaires dans la fraction F3, sont d’abord 

testées à 50 µg/ml sur la prolifération des cellules U87. Seule la fraction H9, correspondant au 

pic majoritaire (72,4% de la fraction M3), inhibe de 20% la prolifération sur les cellules U87. 

Un test MTT 72h a été réalisé en utilisant une gamme de concentrations de 50 à 400 µg/ml en 

H9. Les résultats montrent que H9 exerce une inhibition dose-dépendante de la prolifération 
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des cellules U87 avec une IC50 de 300 µg/ml (figure 21A). Les observations microscopiques 

montrent que le nombre de cellules traitées par H9 a diminué par rapport au contrôle (cellules 

non traitées) (figure 21B). 

 

Figure 20 : Effet de la fraction H9 sur la prolifération des cellules U87 

A) Effet dose-réponse de H9 sur la prolifération des cellules U87 (B) Observation 

microscopique des cellules U87 traitées avec 300 µg/ml de H9 pendant 72 h. 

 

La caractérisation de la molécule H9 a été réalisée au sein du laboratoire des venins et 

biomolécules thérapeutique par Dr. Dorra Aissaoui-Zid (Aissaoui-Zid et al., 2021). Il s’agit 

d’un tétrapeptide (IKWS), que nous avons nommé AaTs-1 et qui agit sur la prolifération des 

cellules U87 en bloquant le récepteur FPRL-1 et en diminuant le taux du calcium 

intracellulaire (Aissaoui-Zid et al., 2021). 

Les mêmes fractions ont été ensuite testées sur la migration des cellules U87 à la même 

concentration de 50 µg/ml. La figure 22 montre que la fraction H8 possède l’effet inhibiteur le 

plus important (73%). Par contre, la fraction H9, très active sur la prolifération des cellules 

U87, présente un effet anti-migratoire très faible de l’ordre de 4%. 

Ainsi, nous avons réussi à identifier le premier peptide court H8, possédant un effet anti-

migratoire sur les cellules U87 (figure 22). En effet, dans le venin AaH il existe d’autres 

molécules ayant un effet sur la migration des cellules U87. La molécule KAaH1, 

précédemment purifiée et caractérisée par notre équipe, inhibe 26% de la migration des 

cellules U87 à 50 µg/ml (Aissaoui et al. 2018). Une autre molécule, nommée AaCtx, possède 

un effet anti-migratoire sur les cellules U87 avec une IC50 de 600 µg/ml (Rjeibi et al. 2011). 

Ces deux molécules sont composées respectivement de 58 et 40 acides aminés (Srairi-Abid et 

al. 2005; Rjeibi et al. 2011).  
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Figure 21 : Effet des fractions purifiées par chromatographie à haute pression sur la 

migration des cellules U87 

(A) Observation microscopique de la migration cellulaire. La migration est déterminée dans 

des chambres de Boyden en utilisant une membrane poreuse traitée avec de la fibronectine 

(10 µg/ml). Les cellules U87 (106 cellules/ml) sont pré-incubées avec les fractions, à 15 

µg/ml, et déposées dans la partie supérieure et incubées pendant 6 h à 37°C. (B) Histogramme 

quantitatif représentant l’effet des fractions testées à 50 µg/ml sur la migration des cellules 

U87. Les valeurs sont exprimées en pourcentage de migration par rapport au contrôle (cellules 

non traitées)  
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Les molécules de petite taille présentent un grand potentiel de développement comme agents 

anti-tumoraux. Elles sont faciles à synthétiser par rapport aux celles de grande taille et 

présentent l’avantage d’une meilleure pénétration de la barrière hémato-encéphalique en plus 

du faible coût de production.  

I.2 Caractérisation structurale de H8  

I.2.1 Spectrométrie de masse 

La masse exacte de H8 a été déterminée par spectromètre de masse ESI-Q-TOF à l’Université 

Nice Sophia Antipolis par Dr. Mark Gaysinsky. 

 

Figure 22 : Spectres de masse du peptide H8 

A) spectre de masse MS du peptide H8. B) spectre de masse Q-TOF de la fragmentation de la 

molécule H8. 

 

 

La masse expérimentale de H8 est de 466,5 m/z (figure 23A). La fragmentation, par MS/MS, 

de la forme mono-chargée a montré la présence de plusieurs ions fils dont la différence entre 

deux masses successives correspond à une masse d'un acide aminé. Les résultats de cette 

étude ont montré que le peptide H8 contient 4 acides aminés (figure 23B). 
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L’analyse du spectre MS/MS a abouti à plusieurs propositions de séquences correspondant. 

Nous avons choisi cinq peptides à synthétiser dont les séquences sont : GFRS, GFFP amidé, 

GFSR, GFSGV et GRSF 

I.3 Synthèse des cinq peptides putatifs 

Ces cinq séquences, GFRS, GFFP amidé, GFSR, GFSGV et GRSF (figure 24), qui présentent 

toutes une masse moléculaire théorique de 465, ont été synthétisées manuellement sur support 

solide en utilisant la stratégie fmoc.  

 

 

Figure 23 : Schéma représentatif des peptides synthétisés. A) Peptide GFRS. B) Peptide 

GFFP amidé. C) Peptide GFSR. D) Peptide GFSGV. E) Peptide GRSF 
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I.4 Effet des peptides synthétisés sur les cellules U87 

Nous avons évalué l’effet des cinq peptides synthétiques sur les cellules U87 par un test de 

migration en chambre de Boyden en les comparant à celui du peptide H8 native purifié (H8n). 

La figure 25 montre que seuls les peptides GFRS et GFFP amidé possèdent une activité anti 

migratoire de 48% et 38% respectivement, mais cette activité est plus faible que celle 

observée avec H8n.  

Ainsi, nous pouvons conclure que d’après les premiers tests réalisés aucun de ces peptides n’a 

montré une activité aussi importante que H8n. D’autres études structurales sont nécessaires 

pour déterminer la séquence exacte de H8. 

 

 

Figure 24 : Effet des peptides synthétisés et du peptide purifié sur la migration des 

cellules U87 

La migration cellulaire est effectuée dans des chambres de Boyden en utilisant une membrane 

poreuse. Les cellules U87 (105 cellules/puits) sont pré-incubées ou non avec 50 µg/ml des 

molécules testées (GFRS, GFFPamidé, GFSR, GFSGV et GRSF), déposées dans la chambre 

supérieure et incubées pendant 6 heures à 37°C. 
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Chapitre II : Conception et synthèse d’analogues du tétrapeptide AaTs-1 

agissant sur la prolifération des cellules U87 de glioblastome 
 

Introduction 

La conception des molécules thérapeutiques est un processus très long et demande des 

analyses approfondies. Certains médicaments sont basés sur des molécules naturelles qui ont 

subi des modifications structurales. En effet, la modification des structures de base peut 

présenter plusieurs avantages pour améliorer leurs effets, tels que l’augmentation de l’affinité 

pour leurs cibles cellulaires, les protéger de la dégradation par des enzymes et améliorer leur 

stabilité afin d’augmenter leur temps de demi-vie et leur permettre d’atteindre leurs cibles 

thérapeutiques. D’où l’objectif de ce chapitre, qui est la conception de nouveaux analogues 

basés sur la structure de l'une des molécules identifiées dans ce travail, afin d’améliorer ou de 

modifier son effet. 

Etant donné que la structure de H8 n'a pas été totalement élucidée, nous avons choisi de 

travailler sur le tétrapeptide H9 (IWKS), nommé AaTs-1, qui inhibe la prolifération des 

cellules U87 avec une IC50 de 566 µM. En effet, ce peptide agit sur la protéine P53, 

suppresseur de tumeur, en augmentant son expression (Aissaoui et al 2021). Il est aussi 

capable de réduire le taux du calcium intracellulaire, diminuant ainsi de façon significative, la 

prolifération des cellules U87 sans affecter leur viabilité.  

La molécule AaTs-1 présente un potentiel thérapeutique intéressant, grâce notamment à son 

activité qui passe par le récepteur de peptide N-formyle, FPRL-1, qui est jusqu’à maintenant 

peu exploré. En effet, il a été démontré que le récepteur FPRL-1 est exprimé dans plusieurs 

tissus humains et surtout dans les cellules neuronales et les cellules inflammatoires (Weiß and 

Kretschmer, 2018). De ce fait, quelques recherches ont mis en évidence l’implication de ce 

récepteur dans plusieurs pathologies telles que les maladies neurodégénératives, certaines 

pathologies psychiatriques, l’ischémie et les maladies liées à aux disfonctionnement neuro-

inflammatoire (Trojan et al., 2020). Certaines molécules, qui interagissent en tant 

qu’agonistes ou antagonistes du récepteur FPRL-1, ont été identifiées mais ne sont pas encore 

exploitées en thérapie. 

Les agonistes du récepteurs FPRL-1, qu’ils soient naturels tels les peptides d’origine virale ou 

bactérienne comme Hp(2-20) de la bactérie Helicobacter pylori ou synthétiques tels le peptide 

WKYMVm, possèdent une grande affinité pour le récepteur et agissent sur le flux calcique 

intracellulaire (Bae et al., 2003; Bylund et al., 2001). Les antagonistes comme le décapeptide 

cyclique cyclosporine H, issu du champignon Tolypocladium inflatum ou le peptide 
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synthétique WRWWWW peuvent bloquer le récepteur sans engendrer de réactions 

intracellulaires (Bae et al., 2003; Wenzel-Seifert et al., 1998).  

Ainsi, il est important de mieux explorer l’effet de AaTs-1 et d’essayer d’augmenter son 

affinité vis-à-vis de son récepteur pour améliorer l’activité antiproliférative observée. Nous 

nous sommes fixés comme objectif de synthétiser la molécule AaTs-1 et de concevoir des 

analogues en se basant sur sa séquence IWKS. Toutes les synthèses de cette partie ont été 

effectuées par un synthétiseur automatique. En effet, cette méthode est plus rentable en termes 

de temps, de coût et de rendement, que la méthode manuelle utilisée précédemment dans 

notre travail.  

 

II.1 Conception des analogues amidés et acétylés 

Nous avons donc synthétisé le peptide AaTs-1 et différents analogues. Les premières 

modifications réalisées sur la molécule AaTs-1 ont ciblé les extrémités C et N terminales.  

- Nous avons commencé par amider le côté C-terminal afin de mimer la structure d’autres 

molécules naturelles possèdent 1 terminaison amide et une autre amine (Reynaud et al., 

2020). Cette amidation a pour objectif d'améliorer l’effet de la molécule en supprimant la 

charge négative du carboxyle.  

- En deuxième lieu nous avons acétylé l’extrémité N-terminale afin d’éliminer la charge 

positive et évaluer son implication dans l’effet observé.  

- Finalement un dernier peptide, à la fois acétylé et amidé, a été synthétisé (figure 26). 

II.1.1 Synthèse de AaTs-1 et les analogues amidés et acétylés 

Afin de synthétiser le peptide AaTs-1 (tétrapeptide plutôt facile à synthétiser) nous avons 

procédé à une synthèse peptidique sur support solide en utilisant la stratégie Fmoc/tBu et un 

synthétiseur automatique. Ainsi cette synthèse a abouti à un rendement de 85,1% 

Une partie de cette résine (300 mg) est conservée avant clivage pour effectuer l'acétylation et 

obtenir l’analogue acétylé. Les deux résines portant les deux peptides (sAaTs1 et AaTs-1 

acétylé).  

La synthèse des analogues amidés (AaTs-1 amidé et AaTs-1 amidé et acétylé) est basée sur la 

même stratégie de synthèse peptidique sur support solide utilisée précédemment pour la 

synthèse de AaTs-1, mais avec une rink amide (contenant une fonction amide). Avant le 

clivage final, nous avons obtenu 653 mg de résine résultante qui représente un rendement de 

82,5 %. 
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Nous avons clivé 353 mg de résine en milieu acide pour obtenir le peptide AaTs-1 amidé et 

300 mg de la résine ont subi une acétylation pour obtenir le peptide AaTs-1 amidé et acétylé. 

Les deux produits sont ensuite solubilisés et lyophilisés pour être analysés.  

 

Figure 25 : Schéma représentatif des molécules analogues synthétiques de AaTs-1 

AaTs-1, B) AaTs-1 amidé (fonction amide en rouge), C) AaTs-1 acétylé (fonction acétyle en 

bleu), D) AaTs-1 amidé et acétylé 

 

II.1.2 Analyse et purification des peptides synthétisés  

Les produits bruts, récupérés après leur synthèse, sont analysés et caractérisés par HPLC 

analytique couplée à un spectromètre de masse électrospray (LC-ESI-MS). Une quantité de 20 

µg de chaque peptide est injectée pour vérifier sa masse molaire. Comme rapporté sur la 

figure 28, toutes les masses des peptides sont observées sous leurs formes monochargées.  
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Figure 26 : les spectres de masse des peptides synthétisés 

A) AaTs-1, B) AaTs-1 amidé, C) AaTs-1 acétylé, D) AaTs-1 amidé et acétylé 
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Les masses expérimentales obtenues sont très proches des masses théoriques (tableau 2). En 

considérant la marge d’incertitude nous pouvons conclure qu’il s’agit bien des peptides 

désirés. 

 

Tableau 1 : les masses molaires théoriques et les masses molaires expérimentales des 

peptides synthétisés. 

Peptides Masse théorique Masse expérimentale 

AaTs-1 532,64    533 

AaTs-1 amidé 531,37 532 

AaTs-1 acétyé 574,80 575 

AaTs-1 amidé et acétylé 573,52 574 

 

La figure 27 montre qu’il y a aussi des produits contaminants, qui sont formés durant la 

synthèse. La purification des 4 peptides synthétiques est effectuée en utilisant une colonne de 

HPLC C18 semi-préparative en phase inversée pour éliminer ces contaminants. La séparation 

est effectuée avec un gradient de 0 à 80% de solvant B en 80 min avec un débit de 4 ml/min. 

Les chromatogrammes obtenus montrent la présence de plusieurs pics (figure 29) que nous 

avons analysés par HPLC analytique et spectrométrie de masse afin de détecter les pics 

d’intérêt.  
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Figure 27 : Profils HPLC semi-préparatifs des peptides synthétisés 

A) AaTs-1, B) AaTs-1 amidé, C) AaTs-1 acétylé, D) AaTs-1 amidé et acétylé. La courbe 

bleue correspond à l’absorbance à 214 nm alors que la courbe rouge représente l’absorbance à 

280 nm. Les pics d’intérêts sont entourés par des rectangles noirs 
 

Les pics entourés en noir de la figure 28 sont récupérés et analysés par LC-MS pour confirmer 

la masse moléculaire et la pureté des peptides. La figure 30 représente les différents profils de 

HPLC analytique pour les 4 peptides synthétisés. Une colonne C18 est utilisée avec un 

gradient qui passe de 0 à 60% de solvant B en 60 min avec un débit de 1ml/min. Le temps 

d’élution (et donc le % d’ACN) des peptides diffère à cause des modifications structurales 

(acétylation et/ou amidation). AaTs-1 est élué à 23% d’ACN, AaTs-1 amidé est élué à 22% 

d’ACN. AaTs-1 acétylé est élué plus tard, à 34% d’ACN, car la fonction acétyl augmente son 

hydrophobicité. En revanche, AaTs-1 amidé et acétylé est élué à 32% d’ACN (figure 29). 
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Figure 28 : Profils HPLC analytiques des peptides synthétisés 

A) AaTs-1 élué à 23 min B) AaTs-1 amidé élué à 22 min C) AaTs-1 acétylé élué à 34 min D) 

AaTs-1 amidé et acétylé élué à 32.5 min. La détection des pics est faite à 214 nm. 

 

II.1.3 Tests biologiques 

II.1.3.1 Effet sur la prolifération des cellules U87 

Il est connu que le peptide AaTs-1 n’agit pas sur la viabilité de la lignée U87 de glioblastome, 

mais qu’il inhibe leur prolifération après 72h d’incubation. Cette inhibition est due au blocage 

du récepteur régulateur du taux calcique intracellulaire FPRL-1 (Aissaoui et al. 2021). Afin de 

tester l’éfficacité des peptides synthétiques, nous avons procédé à un test de prolifération. 

Pour ce faire, nous avons incubé les cellules U87 avec deux doses de AaTs-1 et de ses 

analogues (100 et 1000µM) pendant 72h. Ensuite, les cellules sont incubées pendant 3h avec 

le MTT et la quantification des cellules vivantes est réalisée par la mesure de la DO à 560 nm. 

Les résultats montrent que les peptides analogues de AaTs-1 n’ont pas montré d’activité plus 

importante que AaTs-1. En effet, même à 1000 µM AaTs-1 (44%) est le plus actif, les 

peptides amidé, acétylé et amidé acétylé n’affectant qu’à 13%, 12,7% et 15% respectivement 

la prolifération des cellules U87 (figure 30). 
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Figure 29 : Effet de AaTs-1 synthétique et de ses analogues sur la prolifération des 

cellules U87.  

Les cellules U87 sont ensemencées dans des plaque 96 puits puis et incubées avec les 

différentes doses des peptides synthétiques pendant 72h. Ensuite, elles sont traitées pendant 

3h avec le MTT et la DO est mesuré à 560 nm. 

 

II.1.3.2 Effet sur l’adhésion et la migration des cellules U87 

Les cellules gliomateuses U87 sont très invasives et expriment à leur surface des inégrines 

telle que αvβ3, αvβ5 et α5β1 qui possèdent une affinité pour la fibronectine (Ma et al., 2012, 

p. 1; Roth et al., 2013). Des tests d’adhésion et de migration des cellules U87 sur fibronectine 

en présence de 1mM pour chaque peptide.   

Pour le test d’adhésion, 5x104 cellules de la lgnée U87 sont incubées pendant 30 min à 

température ambiante avec chaque peptide, à une concentration de 1 mM, sous agitation. 

Ensuite, les cellules sont incubées dans une plaque de 96 puits pré-traitée par 10µg/ml de 

fibronectine pendant 2h à 37°C. Après incubation, les cellules sont fixées par le 

glutaraldhéhyde et colorées par le cristal violet pendant 30 min. Les cellules adhérentes sont 

quantifiées par lecture de la DO à 560 nm. 
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Figure 30 : Effet de AaTs-1 et ses analogues sur l’adhésion des cellules U87. 

Les cellules U87 traitées par 1 mM des peptides analogues, sont déposées dans une plaque 96 

prétraitée par la fibronectine. Après incubation de 2h les cellules sont fixées, colorées et la 

DO est mesurée à 560 nm. 

 

 

Nos résultats montrnt que AaTs-1 et AaTs-1 amidé présentent le meilleur effet sur l’adhésion 

des cellules U87 (Figure 31) (inhibition de 36% et 33,3% respectivement). Ce résultat montre 

que la présence du groupement acétyl dans la structure de AaTs-1 (AaTs-1 acétylé et AaTs-1 

amidé et acétylé inhibent respectivement 15,5% et 21,7% l'adhésion) peut avoir une influence 

sur la diminution de l’effet sur l'inhibition de l'adhésion des cellules U87. 

Afin d’étudier l’effet anti-migratoire de AaTs-1 et des analogues sur les cellules U87 nous 

avons procédé à un test de migration utilisant la chambre de Boyden. Après 6 heures 

d’incubation à 37°C, les cellules qui ont migré sur la face inférieure de la membrane de la 

chambre de Boyden sont fixées par du glutaraldhéhyde (4%), colorées par du cristal violet et 

quantifiées à 560 nm. Les valeurs de la DO sont converties en pourcentage de migration et 

comparées aux valeurs du contrôle négatif (cellules non traitées) qui représente 100% de 

migration. 
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Figure 31 : Effet de AaTs-1 et des analogues sur la migration des cellules U87. 

Le test de migration est effectué dans une chambre de boyden. Les cellules U87 (100000) sont 

incubées sous agitation pendant une 30 min 1 mM de chaque peptide. Ensuite elles sont 

déposées dans le dispositif pendant 6h. Les cellules qui ont migré sont fixées et colorées et 

DO est mesurée à 560 nm. 
 

 

Les résultats montrent que tous les peptides inhibent la migration des cellules U87 à une 

concentration de 1 mM. Cependant, à part AaTs-1 acétylé (55% d'inhibition), qui est 

légèrement plus actif que le peptide AaTs-1 (48,7% d'inhibition), les autres modifications 

n'ont pas amélioré l'activité du peptide initial (figure 32). Ces résultats montrent que ces 

peptides à 1 mM ont un effet inhibiteur sur l'adhésion mais surtout sur la migration des 

cellules U87.  

II.2. Conception et caractérisation d'un analogue cyclique 

La conception de peptides cycliques à partir de motifs naturels qui possèdent des activités anti 

cancéreuses a été explorée auparavant. En effet, plusieurs travaux ont été réalisés sur le motif 
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RGD qui possède une activité anti-tumorale. Le motif RGD, retrouvé dans les désintégrines 

issues de venins animaux, est directement relié à leur activité. Des études ont montré que la 

cyclisation du motif RGD augmente considérablement son activité anti-cancéreuse, 

notamment sur le glioblastome (Mas-Moruno et al., 2010). En se basant sur ces travaux, nous 

avons décidé de synthétiser un peptide cyclique basé sur le motif IWKS du peptide AaTs-1.  

II.2.1 Synthèse du peptide cyclique 

La synthèse de ce peptide cyclique est basée sur la même stratégie de synthèse précédemment 

citée dans ce travail. Nous avons ajouté des cystéines des deux extrémités N et C terminales 

pour créer des ponts disulfures en oxydant les groupements SH qui se trouvent dans les 

radicaux de cet acide aminé. Afin d’avoir une meilleure cyclisation du peptide, des acides 

aminés proline sont aussi ajoutés aux deux extrémités de sa séquence, précédant les résidus 

cystéine. En effet, les résidus proline permettent de favoriser la cyclisation en formant des 

coudes en amant des deux résidus cystéine des extrémités du peptide. Ainsi, la séquence 

finale du peptide cyclique est : CPIWKSPC, pour donner une structure cyclique représentée 

dans la figure 33. 

Nous avons obtenu un rendement de synthèse est de 47,6% après avoir séché et pesé la résine.  
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Figure 32 : schéma représentatif du peptide cyclique 

Le motif IWKS en rouge, les prolines en bleu et les cystéines en vert. Le pont disulfure est 

entouré en noir  

II.2.2 Oxydation et purification du peptide cyclique 

Dès la fin de la première étape de synthèse (assemblage des acides aminés) un clivage final en 

milieu acide (95% TFA : 2,5% TIIS ; 2,5% H2O) est réalisé. Ensuite, le peptide est solubilisé 

par le diéthyléther pour avoir le produit de synthèse brut, que l’on lyophilise pour éliminer les 

traces des réactifs utilisés lors de la synthèse.  

Afin de cycliser le peptide, une étape d'oxydation est nécessaire pour former un pont disulfure 

entre les résidus cystéine aux extrémités du peptide. L’oxydation est effectuée à l’air libre 

dans une solution contant 70% de Tris-HCL (0.1 M, pH 8.3) et 30% d’acétonitrile. Le suivi de 

l’oxydation est réalisé par HPLC analytique afin de détecter les pics correspondant aux 

peptides réduit et oxydé. L’oxydation d’une partie du peptide est confirmée après 72h (figure 

34). 

Après oxydation le produit cyclique est purifié par HPLC préparative utilisant une colonne 

RP18. L’élution est effectuée avec un gradient de 20% à 60% de solvant B en 40 min, à un 

débit de 6 ml/min. Nos résultats montrent que seule une petite partie du peptide a été oxydée 

(figure 35). Néanmoins, la quantité purifiée était suffisante pour réaliser les tests cellulaires. 
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Figure 33 : Profiles de HPLC analytique du peptide cyclique 

A) HPLC analytique du peptide cyclique à T0 après la synthèse. B) HPLC analytique du 

peptide cyclique à T72h de la réaction d’oxydation (C) HPLC préparative du peptide cyclique 
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Le peptide cyclique purifié est ensuite analysé par LC-MS. Le spectre de masse affiche la 

masse mono-chargée à 933 Da et la masse di-chargée du peptide 467 Da (figure 35), sachant 

que la masse molaire théorique du peptide cyclique oxydé est de 932,14 Da. Ces résultats 

montrent qu’il s’agit bien du peptide désiré. 

 

Figure 34 : Spectre de masse du peptide cyclique oxydé 

 

II.2.3 Effet du peptide cyclique sur la viabilité et la prolifération des cellules 

U87 

Afin de tester l’efficacité du peptide cyclique, nous avons procédé à un test MTT. 

Figure 35 : Courbe représentative de l’effet du peptide cyclique sur la viabilité des 

cellules U87 

Les cellules sont traitées pendant 24h et 72h par 1 mM du peptide cyclique. La quantification 

des cellules vivantes est réalisée par MTT. 
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Les cellules sont traitées par 1 mM du peptide cyclique avec deux temps d’incubation, 24h 

pour évaluer son effet sur la viabilité, et 72h pour la prolifération cellulaire. Comme le montre 

la figure 36, le peptide cyclique à 1mM n’agit, ni sur la viabilité, ni sur la prolifération des 

cellules U87.  

Ainsi, les résultats sur les activités de tous les peptides que nous avons conçus et synthétisés 

jusqu’à présent, montrent que les modifications apportées sur la séquence du peptide AaTs-1 

se sont avérés inefficaces. 

Nous avons donc tenté un autre type de modification, qui consiste à synthétiser des analogues 

dendrimériques basés sur la stratégie de synthèse des multiple antigen peptide (MAP). Il 

s’agit d’une stratégie très sollicitée qui présente l’avantage d’augmenter l’efficacité des 

molécules pour la production des analogues plus actifs. Nous avons donc conçu des analogues 

de AaTs-1 avec des dendrimères multi-branchés possédant plusieurs séquences IWKS. 

II.3 Conception des dendrimères multi-branchés 

James P. Tam (J P Tam, 1988) a introduit en 1988 une nouvelle stratégie de synthèse, qu’il a 

intitulée multiple antigen peptide (MAP). Cette méthode a pour but d’améliorer les 

fonctionnalités de certains agents immunogènes ou thérapeutiques. Ces entités font parties 

d’une famille de molécules synthétiques appelées dendrimères qui possèdent des structures 

très particulières. (Sapra et al., 2019). 

II.3.1 Synthèse des dendrimères multi-branchés 

Les peptides ramifiés di-([IWKS]2-K-βA), tétra-([IWKS]4-[K]2-K-βA) et octa-([IWKS]8-

[K]4-[K]2-K-βA) ont été assemblés en utilisant la stratégie Fmoc/tbu sur une résine HMP. La 

synthèse de ces analogues est basée sur un système permettant le greffage de plusieurs motifs 

(IKWS), par leur extrémité N-terminale, sur les groupes α et ε amino des lysines ramifiées 

(Tam and Spetzler, 1997), donnant ainsi à ces dendrimères une conformation 

tridimensionnelle différente du peptide de départ (Mabrouk et al., 1995). 

 La structure des dendrimères ramifiés contient trois composantes comme le montre la figure 

38. La première est constituée de la séquence initiale, suivie d'un noyau de polylysine puis de 

plusieurs copies de la séquence IWKS (2, 4 et 8 motifs pour le di-branché, le tétra-branché et 

l'octabranché respectivement) (figure 37). 
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Figure 36 : Schémas représentatif des dendrimères multi-branchés 

A) AaTs-1-2B. B) AaTs-1-4B. C) AaTs-1-8B. 

 

Les rendements des synthèses des molécules multi-branchés sont représentés dans le tableau 

3. 
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Tableau 2 : Rendement des synthèses des molécules multi-branchées 

 

molécule 

n résines 

(mmol) 

PM  

(g/mol) 

m résines 

(mg) 

Masse 

théorique 

(mg) 

Masse 

expérimentale 

(mg) 

Rendement 

(%) 

AaTs1-2B 0,2 1690  357  695 570  82  

AaTs-1-4B 0,2 2976  357  952 628  65,9 

AaTs-1-8B 0,2 5547 357  1466,4 1225 83,5 

 

II.3.2 Analyse et purification des dendrimères multi-branchés 

Tous les dendrimères multi-branchés ont été caractérisés, après la synthèse, par spectrométrie 

de masse électrospray (ESI-MS). Comme indiqué dans la figure 39, pour AaTs-1-2B nous 

avons détecté les masses 845, 564 et 423 qui correspondent aux fragments deux, trois et 

quatre fois chargés. Par contre, pour AaTs-1-4B, nous n’avons détecté que la masse de 596 

qui correspond à la molécule cinq fois chargée. Les masses détectées pour AaTs-1-8B sont 

1111, 925,793 et 694 qui correspondent respectivement, aux entités cinq, six, sept et huit fois 

chargés (figure 38).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

92 
 

 

Figure 37 : Spectres de masse des molécules multibranchées 

A) AaTs-1-2B : masses détectées 845, 564 et 423. B) AaTs-1-4B : masse détectée 596. C) 

AaTs-1-8B : masses détectées : 1111, 925, 793 et 694. 

 

Nous avons ensuite procédé à la purification des 3 molécules dendritiques multi-branchées sur 

une colonne de HPLC C18 préparative en phase inverse. La séparation est effectuée dans un 

gradient qui passe de 0 à 80% de solvant B en 80 min avec un débit de 6 ml/min (figure 39). 

 

 



 

 

93 
 

 

Figure 38 : Profils HPLC préparatifs des dendrimères multi-branchés 

A) AaTs-1-2B B) AaTs-1-4B, C) AaTs-1-8B. La courbe bleue correspond à l’absorbance 

à214 nm alors que la courbe rouge représente l’absorbance à 280 nm. Les pics d’intérêt sont 

entourés par des rectangles noirs A) AaTs-1-2B élué à 27.5 min. B) AaTs-1-4B élué à 33 min 

C) AaTs-1-8B élué à 40 min. 

 

L’analyse des fractions pures des molécules dendritiques multi-branchées est réalisée par 

HPLC utilisant une colonne C18 analytique avec un gradient qui passe de 0 à 60% 

d’acétonitrile en 60 min et un débit de 1ml/min. Les molécules présentent des temps de 

rétention différents en raison des modifications structurelles induites sur les séquences de 

l'AaTs1. AaTs-1-2B est élué à 27,5 min; AaTs-1-4B est élué à 33 min et l'AaTs-1-8B est élué 

à 40 min (Figure 40). 

Les dendrimères analysés et purifiés sont ensuite testés sur les cellules U87 et comparés avec 

la molécule AaTs-1. 
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Figure 39 : Profils HPLC analytiques des dendrimères multibranchés 

A) AaTs-1-2B élué à 27.5 min. B) AaTs-1-4B éluée à 33 min C) AaTs-1-8B éluée à 40 min. 

Une fois les molécules dendritiques multi-branchées synthétisées, analysées et purifiées, elles 

sont testées sur les cellules U87 avec la molécule AaTs-1. 

 

II.3.3 Caractérisation pharmacologique des molécules multi-branchées 

II.3.3.1 Viabilité et prolifération des cellules U87 

Dans un premier temps, l'effet des dendrimères sur la viabilité des cellules U87 a été évalué 

par le test MTT. Les résultats ont montré que AaTs-1 et AaTs-1-2B n'avaient aucun effet sur 

les cellules U87, après un traitement de 24h. Par contre, AaTs-1-4B à 100 µM inhibe de 

33,7% leur viabilité. L'inhibition la plus importante a été obtenue avec la molécule 

octabranchée, AaTs-1-8B, avec une IC50 de 31,94 µM (Figure 41A). 

L'évaluation de l'effet des molécules sur la prolifération des cellules U87 (viabilité après 72h) 

a montré que les molécules multi-branchées inhibent la prolifération des cellules U87 avec 

des valeurs IC50 de 22,7 µM, 48,2 µM et 51,5 µM pour AaTs-1-8B, AaTs-1-4B, et AaTs-1-

2B, respectivement, tandis que AaTs-1 n'a presque pas d’effet aux concentrations utilisées 

(Figure 42B). 

Dans l'ensemble, nos résultats montrent que les modifications que nous avons apportées à la 

structure de l'AaTs-1 ont augmenté d'au moins 10 fois son effet sur la prolifération des 

cellules U87. En effet, l'AaTs-1 à 100 µM n'a montré qu'une inhibition de 12,7%, alors que 

les molécules multi-branchées ont inhibé la prolifération des cellules U87 de plus de 80% à la 

même concentration (Figure 41B). Ces résultats sont en accord avec des travaux réalisés sur 



 

 

95 
 

des molécules chimio-thérapeutiques telles que le paclitaxel et le cisplatine. En effet, ces 

molécules ont été conjuguées dans un système de dendrimères et leur efficacité contre les 

cellules du cancer du sein a significativement augmenté (Chis et al., 2020). 

 

Figure 40 : courbes représentatives des effets de AaTs-1 et les molécules multi-branchées 

sur la viabilité et la prolifération des cellules U87 

A) test de viabilité cellulaire (après 24h de traitement). B) test de prolifération cellulaire 

(après 72h de traitement). 

 

Cependant, nous avons noté que AaTs-1-2B et AaTs-1-4B ont montré à peu près le même 

effet sur la prolifération avec des IC50 comparables. Ceci montre que l’effet n’est pas 

proportionnel au nombre de branches greffées et qu’il faut une structure particulière, avec un 

nombre de branches requis, pour obtenir un effet optimal.  

 

II.3.3.2. Toxicité in vivo de AaTs-1 et des molécules multi-branchées sur 

souris saines 

Pour vérifier si les nouvelles structures n’engendrent pas de toxicité, des injections intra-

cérébro-ventriculaire ont été réalisées sur des souris mâles C57/BL6 en utilisant 2 doses de 

chaque molécule. Nous avons noté que toutes les souris injectées par AaTs-1 ou par les 

analogues dendritiques restent vivantes même après 24h de l'injection. De plus, aucun signe 

de toxicité ou de changement de comportement n'a été enregistré chez les souris injectées par 

ces molécules. Ce résultat montre que les molécules ne sont pas toxiques sur les souris. En 

effet, comparé à AaHII (DL50 = 0,5 ng), la molécule la plus toxique du venin de scorpion 

Androctonus autralis hector (Clot-Faybesse et al., 1999), AaTs-1 et les dendrimères sont au 

moins 8000 fois moins toxiques. 
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II.3.3.3. Toxicité in vitro de AaTs-1 et les dendrimères multi-branchés : 

dosage de l’activité enzymatique de la lactate déshydrogénase 

Afin de déterminer le mécanisme de mort cellulaire subie par les cellules U87, nous avons 

effectué un test de dosage de l’enzyme lactate déshydrogénase (LDH). Le taux de cette 

enzyme libérée dans le milieu extracellulaire est proportionnel au nombre de cellules mortes 

(Lobner, 2000).  

La lyse des cellules par le Triton X-100 est condidérée comme 100% de mortalité et comparée 

à l’effet de AaTs-1 (100 µM), AaTs-1-2B (50 µM), AaTs-1-4B (50 µM), AaTs-1-8B (30 

µM). Les concentrations des molécules ont été choisies pour se rapprocher de leurs IC50 

respectives sur la viabilité des cellules U87 déterminée par le test MTT. Nos résultats ont 

montré qu’après traitement pendant 24h, aucune libération de LDH n’a été enregistrée pour 

les peptides AaTs-1, AaTs-1-2B et AaTs-1-4B. Par contre, AaTs-1-8B a induit une légère 

libération (9,1%) (Figure 42) de LDH par les cellules. Malgré ce faible effet, AaTs-1-8B peut 

être considéré, également, comme non toxique sur les cellules U87 (Khurana et al., 2014). 

 

Figure 41 : Libération de LDH par les cellules U87 traitées par AaTs-1 et ses analogues 

multi-branchés 

 

Les résultats du test de viabilité et du test de toxicité montrent que AaTs-1 et les analogues 

dendrimères multi-branchés agissent sur la prolifération des cellules U87 sans être 
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cytotoxiques. Cette caractéristique est très intéressante puisse que l’un des inconvénients des 

molécules chimio-thérapeutiques utilisées actuellement est la cytotoxicité, qui est responsable 

des effets secondaires (Livshits et al., 2014). L’efficacité des dendrimères multi-branchés sans 

effet cytotoxique sur les cellules U87 montre que ces molécules répondent à une partie de nos 

attentes, mais il reste à explorer d’autres activités de ces molécules sur les cellules U87 et 

confirmer si leur mode d’action est similaire à celui de la molécule de départ, en l’occurrence 

l’AaTs-1. 

 

II.3.3.4 Effet des dendrimères sur la migration des cellules U87 

Plusieurs mécanismes d’action régissent l'adhésion et la migration des cellules cancéreuses 

(Hanahan and Weinberg, 2011b). Les molécules de surface telles que les intégrines et les 

canaux ioniques sont les principaux acteurs de ces mécanismes. Nombreuses sont les 

molécules issues des venins animaux qui agissent sur les mécanismes de migration des 

cellules tumorales. En effet, des molécules comme la AaCTx et KAah1 inhibent la migration 

de différentes cellules cancéreuses en bloquant les canaux ioniques et en diminuant le taux de 

certains ions dans le cytoplasme cellulaire (Aissaoui et al., 2018; Rjeibi et al., 2011). D’autres 

familles de molécules issues de venins de vipères appelées désintégrines comme CC5, CC8 et 

la qui dérégulent la migration cellulaire en bloquant la liaison des intégrines aux protéines de 

la matrice cellulaire (Ben-Mabrouk et al., 2016).  AaTs-1 est peptide capable de perturber 

l’équilibre calcique intracellulaire chez les cellules U87 en passant par le récepteur FPRL-1. 

Ce déséquilibre calcique peut engendrer d’autres effets dont l’inhibition de la migration des 

cellules cancéreuses (Bong and Monteith, 2018). De ce faite, nous avons testé AaTs-1 et les 

dendrimères multi-branchés sur la migration des cellules U87 en effectuant un essai de 

migration bidimensionnelle suivie par microscopie en temps réel (Krayem et al., 2018; 

Morjen et al., 2013). Les paramètres de la migration et les trajectoires (où l'origine de chaque 

piste cellulaire a été fixée aux coordonnées x=0, y=0) de 7 cellules sont représentés dans la 

Figure 44. Les graphiques de la figure 44A montrent que les AaTs-1 et AaTs-1-2B n'affectent 

pas significativement la migration sur la fibronectine, alors que AaTs-1-4B et AaTs-1-8B 

réduisent significativement la motilité des cellules U87, avec un meilleur effet observé pour 

AaTs-1-4B. Cet effet est clairement visualisé dans la figure 43B. En effet, la trajectoire des 

cellules traitées par AaTs-1-4B et AaTs-1-8B est modifiée et la distance à l'origine est 

affectée. L'analyse de la trajectoire effectuée sur chaque cellule indique que les vitesses des 
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cellules traitées par AaTs-1-4B et AaTs-1-8B sont réduites respectivement de 46% et 25% par 

rapport aux cellules non traitées (figure 43A). 

 

 

Figure 42 : Effet de l'AaTs-1 et des dendrimères multi-branchés sur la migration des 

cellules U87 

Les cellules U87 ont été ensemencées à 104 cellules/puits sur une plaque de 24 puits pré-

traités par de la fibronectine et traitées avec des concentrations non toxiques des molécules 

synthétiques. Des photos de cinq champs par puits ont été prises à intervalles de 5 minutes 

pendant 4 heures. (A) La vélocité des cellules, la persistance directionnelle et la distance à 

l'origine ont été calculées à partir des prises de vue. (B) Trajectoires de 7 cellules 

représentatives pour chacune des conditions. 

 

II.3.3.5 Effet des molécules multi-branchées sur l’équilibre calcique 

intracellulaire 
Il a été démontré précédemment que AaTs-1 diminue la concentration du calcium 

intracellulaire en régulant à la hausse l'expression du récepteur FPRL-1. Nous avons donc 

vérifié l'effet des dendrimères multi-branchés sur le taux de calcium cytosolique en mesurant 
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le flux calcique intracellulaire et le relargage des ions calcium du réticulum endoplasmique 

(RE) en utilisant la sonde fluorescente, Fura-2-AM.  

Nos résultats ont révélé que AaTs-1-2B n'a aucun effet, alors que AaTs-1-4B augmente la 

libération de calcium du RE sans affecter significativement l'entrée du calcium au 

compartiment intracellulaire (SOCE). Par ailleurs, AaTs-1-8B inhibe significativement la 

libération de calcium du RE et de l'entrée de SOCE, même à une faible concentration de 15 

µM (figure 44). Il est à noter que AaTs-1-8B est le seul dendrimère qui diminue à la fois le 

SOCE et le relargage calcique par le RE, à un taux environ 50 fois plus important que AaTs-1 

(Aissaoui et al. 2021). 

Ainsi, La modification structurale de AaTs-1 par des ramifications multi-branchées a permis 

d’améliorer l’effet du motif IWKS sur l’équilibre calcique intracellulaire par inhibition des 

deux phénomènes, SOCE et relargage par le RE. 

 

Figure 43 : Effet de l'application aiguë des molécules AaTs-1 et les dendrimères multi-

branchés sur le relargage calcique du ER et l'amplitude de SOCE dans les cellules U87 

Les cellules ont été chargées de fura-2 et l'amplitude de la variation du ratio de fluorescence 

par rapport à la condition de contrôle a été calculée. Les différents histogrammes représentent 

Les valeurs individuelles et la valeur moyenne de chaque condition de traitement +/- SEM de 

n observations (N=3)  
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II.3.3.7. Effet des molécules multi-branchées sur la signalisation 

intracellulaire des cellules U87 

Les voies impliquées dans l’effet de l'AaTs-1 et des dendrimères multi-branchés sur les 

cellules U87 ont été étudiées par western blot. Nous avons ainsi évalué l'expression de P53 et 

du FPRL-1, ainsi que la phosphorylation d'ERK1/2 et d'AKT, connus comme des effecteurs 

clés des principales voies du développent oncogénique (Cao et al., 2019; Lacroix et al., 2020). 

Les résultats ont montré que AaTs-1 et les dendrimères exercent une augmentation 

remarquable de l'expression de la protéine P53 après 24h de traitement. Ce résultat est corrélé 

avec l’effet observé sur la prolifération des cellules U87. En effet, AaTs-1-8B, le dendrimère 

le plus actif sur la prolifération des cellules U87, induit la plus forte expression de la protéine 

P53. En plus, ce résultat concernant la surexpression de P53 est en accord avec ceux obtenus 

par Aissaoui et al. en réponse à AaTs-1 (Aissaoui et al. 2021). 

De manière inattendue, toutes les molécules stimulent la phosphorylation d'AKT et d'ERK1/2 

après 30 minutes de traitement (Figure 45). La phosphorylation des protéines AKT et ERK1/2 

est généralement associée au développement des cellules tumorales, puisque leur activation 

est liée à des mutations affectant les oncoprotéines en amont (Asati et al., 2016; Cao et al., 

2019). Néanmoins, des études récentes ont montré que l’hyperphosphorylation de AKT et 

ERK1/2 peuvent générer de nombreuses réponses en fonction des voies impliquées. En effet, 

Nogueira et al. ont démontré que l'activation d'AKT est associée à une régulation négative de 

la protéine FOXO, induisant une sénescence prématurée et une apoptose médiée par les ROS 

(Nogueira et al., 2008). D'autre part, il a été démontré que l'activation excessive de ERK1/2 

induit un effet anti-prolifératif en arrêtant le cycle cellulaire en phase G0-G1 (Krishna-

Subramanian et al., 2012) et provoque la mort cellulaire par apoptose, autophagie ou 

sénescence, selon les mécanismes mis en œuvre (Cagnol and Chambard, 2010). De plus, dans 

une étude récente, Zhang et al. a montré une corrélation entre l’hyperphosphorylation de 

ERK1/2 et l’inhibition de la prolifération et de la migration (Zhang et al., 2020).  

De manière intéressante, nous avons remarqué que les dendrimères induisent une 

augmentation plus conséquente de la phosphorylation de ERK1/2 que AaTs-1, indiquant que 

les modifications apportées sur la structure de la molécule AaTs-1, en augmentant le nombre 

de motifs IWKS, agissent directement sur son mode d'action. 
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Figure 44 : Analyse protéique par Western blot 

(A) Les cellules ont été traitées ou non (NT) par AaTs-1 (100 µM), AaTs-1-2B (50 µM), 

AaTs-1-4B (50 µM) ou AaTs-1-8B (10 µM) pendant 30 min pour évaluer la phosphorylation 

des MAPK, AKT et ERK1/2, et pendant 24h pour évaluer l'expression de P53. Les cellules 

ont ensuite été lysées par le tampon Laemmli et analysées par western blot. (B) Niveaux 

relatifs de phosphorylation/expression des protéines, normalisés par rapport au control. 

 

 

Il est à noter que les résultats observés avec le peptide AaTs-1 sont en opposition avec ceux 

trouvés par Aissaoui et al (2021). Cette variation est vraisemblablement due à la différence de 

temps de traitement des cellules. En effet, nous avons traité les cellules U87 pendant 30 min 

alors que dans les travaux de Aissaoui et ses collaborateurs ont traité les cellules pendant 72 h 

(Aissaoui et al. 2021).  

 

II.3.3.6. Dosage des espèces réactives de l’oxygène ou ROS 

Afin d’explorer au mieux l’effet observé des peptides multi-branchés sur les cellules U87 

nous avons procédé à un dosage des espèces réactives de l’oxygène ou ROS. Les ROS sont 

les marqueurs du stress oxydatif qui est activé dans certains cas et déclenche une apoptose 

associée à une hyperphosphorylation des MAPK et de AKT (Zakraoui et al., 2016). Pour ce 

faire, les cellules ont été incubées pendant 24h avec 100 µM de AaTs-1, 50 µM de AaTs-1-2B 

ou AaTs-1-4B et 30 µM de AaTs-1-8B, puis lavées avec du PBS 1X et incubées pendant 45 

min avec 10 µM de la sonde CMH2DCF-DA. 
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Comme on peut voir sur la figure 47, le traitement des cellules U87 par AaTs-1 et ses 

analogues multi-branchés n’induit pas l’expression des ROS. Ce résultat montre que l’activité 

inhibitrice de la viabilité et la migration des cellules U87 observée pour les dendrimères 

multi-branchés, associées à l’hyperphosphorylation des protéines AKT et ERK ½, ne 

déclenchent pas un stress oxydatif. L’une des autres voies de mortalité cellulaire telle que 

l’autophagie ou la senescence cellulaire est probablement responsable de l’effet observé. 

 

 

Figure 456 : Dosage des espèces réactives de l’oxygène après traitement des cellules U87 

avec AaTs-1 et les dendrimères multi-branchés 

A) Expression des ROS dans les cellules U87 traitées. (B) Histogrammes représentant 

l’intensité de la fluorescence proportionnelle au taux des ROS dans les cellules U87. 
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Conclusion et perspectives 
Malgré les efforts et les recherches continus pour y faire face, le glioblastome multiforme 

(GBM) reste une maladie récidivante avec un taux de mortalité élevé, témoignant de l’échec 

des stratégies thérapeutiques actuelles. L’une des causes principales de l’échec des thérapies 

conventionnelles contre le glioblastome est l’imperméabilité de la barrière hémato-

encéphalique (BHE) à la majorité des molécules thérapeutiques. Cette barrière physiologique 

protège le cerveau contre les agents pathogènes, les toxines et tout élément exogène. Cette 

fonction de protection du cerveau est très sélective, ce qui explique les difficultés rencontrées 

dans la thérapie d'un grand nombre de maladies neurologiques. 

Pour résoudre ce problème, les molécules destinées à traiter les tumeurs cérébrales, doivent 

avoir des caractéristiques physico-chimiques particulières leur permettant de franchir cette 

barrière.  

Ainsi, partant de cette logique, nous nous sommes proposés, dans le cadre de ce travail, de 

rechercher et/ou concevoir des molécules de faible masse moléculaire, capables d'inhiber le 

développement des cellules de GBM. Ainsi, nous avons isolé deux peptides que nous avons 

désigné H8 et H9 du venin de scorpion Androctonus australis hector. Le peptide H8 de 466 

Da a montré un effet important sur la migration des cellules U87. En revanche, il s’avère qu'il 

est présenté en faible quantité dans le venin, ce qui a entravé la détermination de sa structure.  

En effet, à cause de la petite quantité de la molécule, nous n’avons pas réussi à connaitre 

exactement la séquence du peptide par la méthode d'Edman, en revanche la spectrométrie de 

masse Q-TOF en tandem MS-MS, a permis la déduction de cinq séquences possibles : 

GFSGV, GFFP amidé, GFRS, GFSR et GRFS. La synthèse de ces cinq molécules a été 

effectuée et les co-élutions avec le peptide natif, ainsi que l’étude de leur activité ont montré 

qu’aucune de ces molécules ne semble correspondre à la molécule H8. 

 

Dans la deuxième partie de notre travail, nous nous sommes intéressés à H9 de 566 Da qui est 

beaucoup mieux représenté que H8. La détermination de sa structure a montré qu'il s'agissait 

d'un tetrapeptide qui a été désigné AaTs-1. Ce peptide agit sur la prolifération des cellules 

U87 en modulant le FPRL-1, un récepteur sensible au calcium. AaTs-1 engendre une 

diminution du taux calcique intracellulaire (Aissaoui et al., 2021). Cependant, le point faible 

de ce tétrapeptide est son IC50 de 566 µM sur la prolifération des cellules U87, considérée 
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relativement élevée. Nous avons donc essayé d’améliorer son activité en modifiant sa 

structure. 

Nous avons commencé par agir sur les extrémités C- et N-terminales. Les quatre peptides 

synthétisés sont, (i) AaTs-1 amidé (fonction amine en C-terminal), (ii) AaTs-1 acétylé 

(fonction acétyle en N-terminal), (iii) AaTs-1 amidé et acétylé et (iv) AaTs-1 cyclique.  

Malheureusement, ces peptides n’ont montré aucune activité sur la prolifération des cellules 

U87. Cependant, tous les peptides ont montré une inhibition de l’adhésion et de la migration 

des cellules gliomateuses. En effet, à forte dose, les peptides sAaTs-1 (AaTs-1 synthétique) et 

AaTs-1 amidé, sont plus actifs sur l’adhésion des cellules à la fibronectine que les peptides 

acétylés alors que ces derniers ont une activité anti-migratoire légèrement plus importante que 

les peptides non acétylés. Cependant, ces nouvelles molécules synthétisées ne présentent pas 

l’amélioration souhaitée de l’activité antiproliférative, ce qui nous a incités à réaliser de 

nouvelles synthèses en utilisant la stratégie des dendrimères multi-branchés. Cette méthode de 

synthèse basée sur la stratégie de synthèse des multiple antigen peptide (MAP) est utilisée 

depuis plusieurs années afin d’améliorer l’efficacité des molécules naturelles ou synthétiques.  

Ainsi, pour cette synthèse, nous avons utilisé un système de lysines ramifiées liés à plusieurs 

séquences de AaTs-1 dans leur extrémité N-terminale pour générer des molécules di-

branchées (AaTs-1-2B), tetrabranchées (AaTs-1-4B) et octabranchées (AaTs-1-8B).  

Testés sur la prolifération des cellules U87, tous les dendrimères ont montré une nette 

amélioration de l'activité. En effet, les dendrimères sont au moins 10 fois plus actifs sur la 

viabilité et la prolifération des cellules U87 que la molécule AaTs-1 native ou synthétique, en 

particulier, AaTs-1-8B et AaTs-1-4B. Il est à noter qu’aucune des molécules n’a montré 

d’effet toxique, ni sur les cellules U87, ni in vivo sur les souris mâles, ce qui est très 

intéressant. 

Les dendrimères multi-branchés ont aussi été testés sur la migration des cellules U87 par 

vidéomicroscopie, qui permet le suivi de la migration cellulaire en temps réel. AaTs-4B à 50 

µM et AaTs-1-8B à 10 µM ont montré une inhibition significative de la vitesse de migration 

des cellules U87 de l’ordre de 46,4% et 25,1% respectivement. 

L’étude de l’impact des molécules multi-branchées sur les voies majeures des MAPKs a 

montré que ces molécules augmentent de manière inattendue la phosphorylation des protéines 

AKT et ERK1/2, mais n’ont pas d’effet sur le niveau des ROS. Les dendrimères multi-

branchés augmentent également l’expression de la protéine P53, qui est un suppresseur de 

tumeurs. 
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Le dosage des taux calciques intracellulaires a montré que seule la molécule AaTs-1-8B a une 

activité similaire à celle de AaTs-1, mais avec un effet plus important sur la diminution du 

taux du calcium intracellulaire. En effet, AaTs-1-8B est 50 fois plus active que AaTs-1. Il est 

à noter que AaTs-1-4B montre une augmentation du taux calcique intracellulaire via le 

relargage par le réticulum endoplasmique.  

Tous ces résultats montrent que nous avons réussi à synthétiser de nouvelles molécules qui 

pourraient être de potentiels candidats thérapeutiques contre le glioblastome. Les dendrimères 

ont, non seulement une activité plus importante que les molécules simples, mais ils présentent 

aussi de nouvelles activités. 

Par ailleurs, des travaux sont en cours pour purifier la molécule H8 native en quantité 

suffisante pour déterminer sa séquence exacte. Ceci permettra de la synthétiser afin d’explorer 

les voies de signalisations impliquées dans son effet anti-migratoire et, pourquoi pas, de 

concevoir des peptides multi-branchés présentant à la fois les séquences de AaTs-1 et de H8 

pour avoir un effet combiné (prolifération et migration) sur la cancérogène des glioblastome, 

avec une meilleure affinité.  

Nous pourrions aussi approfondir les études des voies de signalisation affectées par AaTs-1 et 

les dendrimère. Les molécules AaTs-1-2B et AaTs-1-4B ont montré qu’ils agissent sur les 

cellules U87 mais avec des voies de signalisation différentes que AaTs-1, qu'il serait 

intéressant d'élucider.  

Il serait aussi intéressant d’explorer l'interaction entre les dendrimères et le récepteur FPRL-1 

en réalisant des études in silico ("docking") ou de "Gene-silencing". Enfin il serait intéressant 

de tester ces molécules sur des modèles précliniques de glioblastome en utilisant des souris, 

afin de confirmer leurs activités dans un microenvironnement total in vitro.  
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