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De nos jours, il est de plus en plus difficile pour la recherche Pharmaceutique de 

développer/mettre sur le marché de nouvelles molécules thérapeutiques. Des problèmes 

économiques, avec la chute dans le domaine public de brevets de nombreux « blockbuster », 

ou de l’essentiel du catalogue de certaines industries, viennent impacter les moyens financiers 

mis à disposition pour la recherche et le développement de nouveaux composés. À ces 

problèmes, se rajoutent le durcissement du cahier des charges que doivent remplir les futurs 

médicaments. Et bien sûr, il reste toujours aussi difficile d’identifier et de développer un 

nouveau médicament. 

En effet, identifier, une molécule comme étant active sur une cible d’intérêt, n’est que 

la 1ère étape du développement d’un médicament, et elle est loin d’être l’étape limitante. Ainsi 

de nombreux hits sont abandonnés, condamnés à rester dans un placard malgré leurs activités 

car ils ne possèdent pas les caractéristiques nécessaires à la poursuite des recherches (faibles 

solubilités, incapacités à franchir les membranes, effets secondaires trop importants, efficacité 

moindre que les molécules concurrentes, plus-value discutable…). À ces « défauts » des 

molécules, se rajoutent la difficulté d’atteindre la cible. Avec l’avancée de la recherche 

fondamentale, on possède une meilleure connaissance des maladies et la liste des cibles pour 

agir sur ces maladies augmente. Cependant ces cibles sont pour certaines difficiles à atteindre 

de par leurs localisations intracellulaires. À ces problèmes de développement s’ajoutent les 

problèmes après mise sur le marché. En effet l’apparition de mécanismes de résistance 

(inactivation, pompe à efflux…) diminue d’autant la durée de vie des médicaments, et donc 

rend la recherche pharmaceutique encore plus chère et difficile. 

Ainsi une grande partie de la recherche appliquée publique se consacre au 

développement de nouveaux systèmes de vectorisation. Ces systèmes regroupent à la fois de 

nouvelles formulations galéniques (microémulsions, liposomes..), de nouvelles techniques 

d’administration (technologie sonique pour perméabiliser la BHE), la création de nanoparticules 

(nanovecteurs), mais aussi l’utilisation de peptides de pénétration cellulaire, et la découverte de 

molécules de ciblage afin d’améliorer la vectorisation ciblée de composés. 

Le glioblastome est un cancer touchant le cerveau, dont le traitement est rendu difficile 

par sa localisation et la présence de la BHE. C’est dans l’optique d’améliorer sa prise en charge 

que mes travaux de thèse se sont déroulés. Les objectifs de ces travaux de thèse étaient 
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l’utilisation de toxines animales comme vecteurs peptidiques d’anticancéreux connus afin d’en 

améliorer leur pénétration et rétention dans la cellule ou afin de cibler leur administration 

précisément aux cellules cancéreuses. Pour ceux faire j’ai concentré mes efforts sur la 

maurocalcine et ses analogues (pour la pénétration et rétention) et sur la chlorotoxine et ses 

analogues (pour le ciblage).  

La maurocalcine et ses analogues sont étudiés et caractérisés dans le laboratoire au 

cours de ces dernières années comme des peptides de pénétration cellulaire ayant un intérêt 

dans l’administration de composés variés. L’utilisation d’analogues de la maurocalcine comme 

de ses substances actives permet de modifier leur pharmacocinétique, leur biodistribution et 

contrer les mécanismes de résistance, et ce uniquement en améliorant leur pénétration et leur 

rétention dans les cellules. La chlorotoxine est connue depuis quelques années comme ayant la 

particularité de cibler les cellules cancéreuses de gliome. Des toxines présentant des analogies 

de séquence et structurale ont été identifiées et utilisées au cours de mes travaux afin de 

trouver un analogue de la chlorotoxine pour vectoriser un agent anticancéreux. Pour déterminer 

l’intérêt de ces toxines en tant que vecteurs, elles ont été couplées à des anticancéreux : 

analogue du cisplatine et à la doxorubicine. Le couplage de la doxorubicine a été réalisé de 

façon innovante en utilisant la chimie click. L’efficacité antitumorale, la distribution, 

l’internalisation de ces composés ont été testées. Pour les analogues de la chlorotoxine, une 

caractérisation de ces peptides a été réalisée au préalable avant le couplage et la création d’un 

nouveau composé. 

Ce manuscrit présente les résultats obtenus aux cours de ma thèse sur ces différents 

projets. Ces résultats seront précédés d’un rappel bibliographique pour en faciliter leur 

compréhension. En annexe à la fin du manuscrit, seront regroupés l’ensemble des publications 

auxquelles j’ai participé. 
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Chapitre 1 : La maurocalcine 

I. Les peptides de pénétration cellulaire 

 Définition et découverte. a.

La membrane plasmique représente pour la plupart des molécules une barrière 

infranchissable. Son passage représente un enjeu clef dans la découverte et le développement 

de nouvelles molécules thérapeutiques. En effet, seule une molécule sur 10 000 passera tous 

les stades de développement et arrivera sur le marché (LEEM). 

Pendant longtemps, il a été considéré comme impossible que des peptides ou protéines 

arrivent à franchir cette barrière sans l’existence d’un récepteur membranaire spécifique. 

Frankel et Pabo furent les premiers à constater que cette barrière n’était pas si infranchissable. 

En 1988, ils observèrent que la protéine TAT (pour Trans-activator of transcription) du virus de 

l’immunodéficience humaine (VIH-1) était capable de pénétrer dans des cellules en culture pour 

s’accumuler dans le noyau, aucun récepteur spécifique n’étant lié à la pénétration de cette 

protéine (Frankel and Pabo, 1988). Peu de temps après, en 1991, une observation semblable a 

été réalisée sur antennapedia homeodomain, un facteur de transcription de Drosophilia 

melanogaster (Qian et al., 1989; Joliot et al., 1991; Derossi et al., 1994; Gehring et al., 1994). 

Ces découvertes successives ont conduit à l’identification des premiers peptides de pénétration 

cellulaire. Depuis, plus d’une centaine de peptides capables de se transduire dans les cellules 

ont été décrits (Tableau 1). 

Plus de 20 ans après la découverte de cette nouvelle classe de peptides, il est toujours 

difficile de donner une définition générale de ces peptides. On peut les retrouver mentionné 

sous le nom de peptides de pénétration cellulaires (CPP pour « cell penetrating peptide » en 

anglais, ou de « protein transduction domain » (PTD anglais de domaine de transduction 

protéique), ou encore sous le terme de Trojan peptide en référence au cheval de Troie. Ils 

regroupent de petits peptides de 5 à 30 acides aminés environ d’origine naturelle ou 

synthétique (Brasseur and Divita, 2010; Bechara and Sagan, 2013; Reissmann, 2014). Ils sont 

capables de franchir la membrane plasmatique par des mécanismes nécessitant ou non de 

l’énergie sans l’intervention d’un quelconque récepteur et en étant peu toxiques. Les CPP 

suscitent un réel intérêt de la part de la communauté scientifique car ils peuvent faire pénétrer 

dans les cellules, les cargos (molécules, liposomes, nanoparticules…) qui leurs sont rattachés 

(Foerg and Merkle, 2008; Brasseur and Divita, 2010; Milletti, 2012; Reissmann, 2014). Comme 

aucun récepteur spécifique n’est impliqué dans la pénétration, l’internalisation du peptide avec 

son cargo se fait de manière non spécifique, ce qui peut être problématique si un ciblage est 
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Tableau 1 : Exemple de CPP avec leur origine et séquence. 

Peptide Origine Séquence Références 

Les peptides cationiques 

TAT VIH-1 TAT GRKKRRQRRRQ (Green et al., 1989) 

Penetratine 
Homoproteine de 

Drosophilia antennapedia 
RQIKIWFQNRRMKWKK 

(Balayssac et al., 
2006) 

Polyarginine Peptide de synthèse (R)n   n=6-12 
(Tünnemann et al., 

2008) 

MCa Toxine de scorpion GDCLPHLKLCKENKDCCSKKCKRRGTNIEKRCR (Estève et al., 2005b) 

Amphiphiles primaires 

pVEC VE- cadherine LLIILRRRIRKQAHAHSK (Elmquist et al., 2001) 

Pep-1 
NLS de SV40 + 

Séquence  riche en 
tryptophane 

KETWWETWWTEWSQPKKKRKV (Morris et al., 2001) 

MPG 
NLS de SV40 + 

glycoprotéine 41 du 
VIH 

GALFLGWLGAAGSTMGAWSQPPKKKRKV (Morris et al., 1997) 

MPrPp (1-28) 
Prion protéine signal + 

motif KKRPKP 
MANLGYWLLALFVTMWTDVGLCKKRPKP 

(Lundberg et al., 
2002) 

Amphiphile à hélice α 

Transportan Galanine + Mastoparan GWTLNSAGYLLGKINLKALAALAKKIL (Pooga et al., 1998) 

MAP Peptide de synthèse KLALKLALKALKAALKLA (Oehlke et al., 1998) 

Amphiphile à feuillet β 

VT5 Peptide de synthèse DPKGDPKGVTVTVTVTVTGKGDPKPD (Oehlke et al., 1997) 

Amphiphile riche en proline 

Bac7 Cathelicidin bovine RRIRPRPPRLPRPRPRPLPFPRPG (Sadler et al., 2002) 

Pyrrhocoricin Peptide antimicrobial VDKGSYLPRPTPPRPIYNRN (Otvos, et al., 2004) 

(PPR)n Peptide de synthèse (PPR)3, (PPR)4, (PPR)5, (PPR)6 
(Daniels and 

Schepartz, 2007) 

Hydrophobes 

K-FGF 
Facteur de croissance de 

Sarcofribroblaste de Kaposi 
AAVALLPAVLLALLAP (Lin et al., 1995) 

FGF 12 
Facteur de croissance de 

fibroblaste 
PIEVCMYREP 

(Nakayama et al., 
2011) 

Bip ? VPTLK (PMLKE, VPALR, VSALK, IPALK) 
(Gomez et al., 2007, 

2010) 
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souhaité  (Vivès et al., 2008). Même si l’internalisation n’est pas spécifique, elle peut varier 

selon le type cellulaire et le cargo attaché au CPP. Jusqu’à présent leurs utilisations comme 

vecteurs a largement fait ses preuves in vitro (sur des cellules en cultures) (Heitz et al., 2009). 

L’existence de tests précliniques et cliniques montre le potentiel de ces composés (voir 

paragraphe I. d). 

 Classification b.

Il existe une grande diversité dans la famille des CPP. Il n’y a pas vraiment 

d’homologies de séquences même si certains CPP présentent des caractéristiques structurales 

identiques ou proches. La grande variété dans l’origine des CPP fait que l’on trouve aussi bien 

des peptides avec des séquences cationiques, anioniques ou neutres, et des degrés 

d’hydrophobicité et de polarité différentes. Il est possible de classer les peptides suivant deux 

classifications différentes. La première selon leurs propriétés physico-chimiques, la seconde 

selon leurs origines (Milletti, 2012; Reissmann, 2014). Ainsi dans la classification 

physicochimique, les CPP sont répartis en 3 classes (Figure 1):  

- Les peptides cationiques 

- Les amphiphiles 

- Les hydrophobes 

Les peptides anioniques n’ont pas de groupe spécifique et sont répartis au cas par cas 

avec les amphiphiles ou les hydrophobes. Ils sont assez rares, puisque pendant longtemps on a 

pensé qu’une charge nette positive était obligatoire pour l’interaction avec la membrane et la 

pénétration (Martín et al., 2011). 

 

Figure 1 : Distribution des CPP en fonction de leur charge nette (D’après 
Milletti, 2012 (modifié)) 
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Plus de 83% des CPP ont une charge nette positive (Milletti 2012), mais ne sont regroupés dans 

les peptides cationiques que les peptides dont la pénétration repose uniquement sur la 

présence de charges positives. Huit charges positives seraient nécessaires à une pénétration 

efficace des CPP cationiques (Madani et al., 2011). Cela n’empêche pas d’autres résidus d’être 

cruciaux pour la pénétration (c’est le cas de la pénétratine W14F). Parmi les peptides 

cationiques, on retrouve les deux CPP historiques, TAT et pénétratine (dérivée de 

l’antennapedia homeodomain) et leurs dérivés, ainsi que les polyarginines peptides. Dans ce 

sous-groupe, on retrouve aussi les séquences de localisation au noyau (NLS : nuclear 

localisation sequence). Ce sont de petits peptides avec des motifs riches en arginine, lysine ou 

proline qui peuvent être transportés dans le noyau via les pores nucléaires en emmenant avec 

elles les protéines qui lui sont complexées. La majorité des NLS ne sont pas de remarquables 

peptides de pénétration, mais qui lorsqu’ils sont associés à une séquence hydrophobe donnent 

des CPP amphiphiles très intéressants (Morris et al., 1997, 2001; Mueller et al., 2008; Oglecka 

et al., 2008; Milletti, 2012). 

Les CPP amphiphiles sont sous-divisés en 4 classes : 

- Les CPP amphiphiles primaires : qui sont souvent des peptides chimériques issus 

de l’association d’un NLS à une séquence hydrophobe. On retrouve aussi des 

peptides dérivés de protéines naturelles (exemple : MPrPp (1-28) basés sur la 

protéine prion associée au motif KKRPK) (Oglecka et al., 2008). 

- Les CPP à hélices alpha amphiphiles qui comme leur nom l’indique regroupent les 

CPP contenant une hélice alpha amphiphile ayant une face très hydrophobe et 

l’autre face pouvant être chargée (positivement ou négativement) ou polaire. Une 

simple mutation ponctuelle ou délétion peut entrainer une diminution de la 

pénétration (Scheller et al. 1999; Soomets et al. 2000; Milletti 2012). 

- Les CPP à feuillets Beta amphiphiles ; eux possèdent un feuillet hydrophobe 

associé à un feuillet hydrophile exposé au solvant. Une étude a montré que pour 

VT5 la présence de feuillets beta est nécessaire pour avoir une bonne pénétration 

(Oehlke et al. 1997; Milletti 2012). 

- Les CPP amphiphiles riches en proline ; la présence importante de proline impose 

au peptide une structure secondaire bien précise : (polyproline II (PPII) hélice 

prolongée gauche de 3.0 résidu par tour) (Milletti 2012). 
 

La dernière classe est celle des CPP hydrophobes. Peu de CPP font actuellement partie 

de cette classe. Un CPP est considérée comme hydrophobe s’il ne contient que des résidus 

apolaires avec une faible charge nette ou s’il possède un motif hydrophobe ou des résidus 

hydrophobes essentiels à la pénétration (Milletti 2012).  
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La seconde méthode de classification est plus simple puisqu’elle est basée sur l’origine 

des CPP. Cependant elle est de plus en plus déséquilibrée et obsolète à cause du nombre 

croissant de CPP synthétisés en laboratoire. Cette classification permet de distinguer les 

peptides d’origines naturelles, des peptides chimériques et des peptides de synthèse. 

Rapidement, les peptides d’origines naturelles regroupent tous les CPP issus de protéines 

naturelles (TAT, penetratin, maurocalcine…). Les CPP chimériques sont issus de la fusion de 

deux peptides d’origines différentes comme par exemple le transportan qui est issu de la fusion 

d’un neuropeptide la galanin1-13 et du peptide mastoparam issu du venin de guêpe. Enfin il 

reste les peptides synthétiques, dont les plus connus sont les polyarginines. Cette classe 

regroupe l’ensemble des CPP obtenus par synthèse chimique après observation des propriétés 

physico-chimiques des 1er CPP décrits.  

 Voies d’entrées dans la cellule c.

Il est impossible de parler des peptides de pénétration cellulaire sans aborder les 

différents mécanismes d’absorption de la cellule. Un composé a différents moyens pour 

pénétrer dans une cellule, mais attention, certains d’entre eux conduisent à la dégradation du 

composé dans les lysosomes. Les différentes voies d’entrée étant variées, plus ou moins 

compliquées, je ne détaillerai que ceux intervenant dans la pénétration des CPP. Cependant 

l’ensemble de ces mécanismes est brièvement décris dans le Tableau 2.  

Les voies d’entrée utilisées par les CPP pour pénétrer dans une cellule sont difficiles à 

étudier. En effet la pénétration d’un CPP peut varier en fonction du type cellulaire, du cargo lui 

étant attaché, et de la concentration utilisée. De plus, il apparait clairement qu’un même CPP 

peut utiliser plusieurs voies d’entrée dans la cellule. Ainsi il n’est actuellement accepté que deux 

types d’internalisation possible pour les CPP : 

 - La translocation : processus énergie-indépendant (diffusion directe, modèle de 

la micelle inversée, le modèle de « barrel-stave », et le modèle de « Carpet »). 

 - L’endocytose : processus énergie-dépendant (macropinocytose, l’endocytose 

clathrine-dépendante, l’endocytose dépendante des calvéoles/raft lipidiques, et l’endocytose 

clathrine calvéoline indépendante) 

Les principales différences entre les deux types d’internalisations sont bien évidemment 

le mode de pénétration mais surtout la libération du CPP dans le cytosol. Dans le cas des voies 

d’entrée par translocation, le peptide se retrouve immédiatement dans le cytosol après avoir 

passé la membrane plasmique ; alors que dans les cas d’endocytose, le peptide se retrouve 

dans une vésicule dont il doit s’échapper pour atteindre le cytoplasme. 

La diffusion directe est basée sur l’interaction des groupements guanidium des 

arginines du CPP avec les groupements phosphates des phospholipides de la membrane. Cette 

interaction va permettre de masquer les charges du peptide, atténuer sa polarité et ainsi
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Tableau 2  : Définition des différentes voies de pénétration dans une cellule 



 

29 
 

permettre sa diffusion à travers la membrane. Cette diffusion est possible grâce au potentiel 

membranaire et nécessite la présence d’un nombre minimum d’arginine et d’une charge nette 

positive (Bechara and Sagan, 2013) 

Le modèle de micelle inversée a été pour la première fois décrit pour expliquer la 

translocation de la penetratin (Derossi et al., 1996). Dans ce modèle, les résidus basiques du 

CPP vont interagir avec les phospholipides de la membrane entrainant l’interaction des résidus 

hydrophobes avec la membrane. Il va alors se produire une déstabilisation de la bicouche 

lipidique avec invagination de la membrane. La réorganisation des lipides voisins va aboutir à la 

formation d’une micelle inversée entourant le CPP. Une disruption de la membrane va alors 

conduire à la libération du peptide dans le cytosol (Figure 2) (Lundberg and Langel, 2003).  

 

Figure 2 : Modèle de la micelle inversée, les peptides (en vert) interagissent avec 
la membrane plasmique, entrainant la formation d’une micelle autour des peptides, avant leurs 
relargages dans le cytoplasme. 
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Dans le modèle de « barrel-stave », les CPP vont dans un 1er temps se lier à la 

membrane plasmique. Les molécules de CPP vont alors s’associer pour former un pore 

transitoire sous la forme d’un tonneau, laissant ainsi diffuser les autres molécules dans la cellule 

(Gazit et al., 1994; Yeaman and Yount, 2003; Sanderson, 2005). Ce type d’internalisation va 

nécessiter la présence d’une hélice alpha amphiphile ou hydrophobe, et/ou d’un feuillet beta 

(Shai and Oren, 2001). (Figure 3) 

Selon le modèle de « carpet », les peptides vont s’accumuler à la surface de la 

membrane plasmatique sur leur longueur en la recouvrant comme un tapis. Cette accumulation 

de peptides va conduire à une perturbation locale de la membrane plasmique, provoquant 

l’apparition de perforations dans la membrane permettant aux peptides de passer (Shai and 

Oren, 2001; Yeaman and Yount, 2003; Sanderson, 2005). (Figure 3) 

 

Figure 3 : Illustration de la translocation selon les modèles de « barrel - 
Stave » et de « carpet ». ( D’après Lundberg and Langel, 2003 (modifié)) 
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L’endocytose est un processus d’internalisation de composés et de fluides nécessitant 

de l’énergie. Comme décrit dans le Tableau 2, il existe différentes voies d’endocytose. 

L’endocytose des CPP peut être décomposée en 2 étapes : l’entrée par endocytose suivie de 

l’échappement  de la vésicule d’endocytose. Les conditions pour cet échappement ne sont pas 

encore connues. 

La macropinocytose qui permet l’endocytose par la cellule de grandes quantités de 

fluides a été décrite dans de nombreuses études comme la route prioritaire d’entrée des CPP 

(Nakase et al., 2004; Wadia et al., 2004; Kaplan et al., 2005; Fretz et al., 2006; Khalil et al., 

2006) et notamment pour les polyarginines (Duchardt et al., 2007; Nakase et al., 2007). 

L’endocytose dépendante de la clathrine a été montrée comme impliquée dans le mécanisme de 

pénétration de la penetratin, de TAT, lorsque la concentration est importante et d’autre CPP 

après inhibition de son fonctionnement (Säälik et al. 2004). L’endocytose dépendante de la 

calvéole est elle aussi impliquée dans la pénétration des CPP (Duchardt et al., 2007). Elle 

semble être prioritaire à faible concentration de CPP. (Figure 4) 

 

Figure 4 : Mécanisme d'entrée des CPP, A. Mécanismes énergie dépendant ; B. 
Mécanismes énergie indépendant. ( D’après Durzyńska et al., 2015 (Modifié)) 



 

 
32 

 

 Intérêt clinique des CPP. d.

Les CPP offrent de grandes possibilités dans le domaine thérapeutique, leurs utilisations 

pouvant aller de la « simple » recherche pour comprendre le fonctionnement d’une maladie, à 

l’administration d’un éventail varié de cargos. Ainsi jusqu’à présent, les CPP ont été utilisés pour 

transporter : des peptides, des enzymes, des protéines, des anticorps, des acides nucléiques et 

leurs mimes, de l’ADN, des plasmides, des agents thérapeutiques, des fluorochromes, des 

nanoparticules, tous pour des applications variées (imagerie, cancer, transfection…). Il serait 

trop long de faire ici une liste ou de développer l’ensemble de ces applications. Une liste non 

exhaustive des différents types de cargos délivrés peut être trouvée dans le Figure 5. 

Les CPP sont utilisés pour :  

 - améliorer la pénétration d’un composé dans les cellules (tumeurs par 

exemple) 

 - améliorer la rétention d’un composé dans une cellule (cellule tumorale par 

exemple) 

 - atteindre des zones difficiles d’accès (par exemple le passage de la barrière 

hémato-encéphalique). 

 

Figure 5 : Applications des CPP comme vecteur 
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Bien que leurs intérêts en clinique soient grands, il n’y a pour l’instant aucun CPP-

médicament qui ait été approuvés par la FDA, mais l’on retrouve des CPP dans des essais 

précliniques et cliniques (Tableau 3) ce qui traduit bien leurs potentiels (Shi et al., 2014). 

Cependant, leur développement en produits pharmaceutiques n’est pas garanti. En effet, il y a 

plusieurs aspects qu’il faudrait étudier avant de voir les CPP couramment utilisés comme 

vecteurs de médicaments, Le premier étant de mieux caractériser leur pénétration (mécanisme, 

efficacité, cinétique…) en fonction du type cellulaire afin de pouvoir comparer l’efficacité, 

l’intérêt des différents CPP dans différentes conditions. En effet, bien qu’il y ait un nombre 

croissant d’applications décrites, elles concernent très souvent les même CPP, avec comme 

peptides de références TAT et penetratin. On retrouve aussi souvent les polyarginines. 

Il faut ensuite s’intéresser au potentiel effet toxique ou secondaire de l’utilisation de ces 

peptides, étudier aussi une éventuelle réponse immunitaire, et la biodisponibilité d’un tel 

composé. Et enfin, il faut impérativement contrôler la pénétration non sélective de ces 

composés avant d’envisager une utilisation massive in vivo. 

Malgré tout cela, les CPP représentent dans la cancérologie, un intérêt important, ayant 

conduit récemment à l’émergence d’un groupe de CPP : les « tumor penetrating peptides », (ex 

iRGD, iNGR, lyp-1, Omomyc…). Ces peptides permettent la délivrance profondément au sein de 

tissu tumoral de petites molécules ou nanovecteurs (Sugahara et al., 2009; Savino et al., 2011; 

Alberici et al., 2013; Yang et al., 2014). 

Même s’il reste encore du travail, je ne doute pas de voir apparaitre sur le marché des 

CPP. 
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Nom CPP Cargo Indication 

Phase 

clinique 

(année) 

Entreprise Réf. 

PsorBan R8 Cyclosporine A Psoriasis 
2 arrêté 

(2007) 
CellGate 

(Lebleu et al., 

2008) 

RT-001 

Lysine-riche peptide 

encadré par  deux 

peptides TAT49-57 

Toxine botulique Cosmétique 2 (2013) 
Revenance 

therapeutics 

(Brandt et al., 

2010) 

AZX-100 PTD4 
Heat shock 

protéine 20 

Prévention et 

réduction des 

cicatrices 

2 (2012) 
Capstone 

therapeutics 

(Lopes et al., 

2009) 

KAI-9803 TAT47-57 
Inhibiteur de la 

protéine kinase Cδ 

Infarctus du 

myocarde 
2 (2011) Amgen 

(Miyaji et al., 

2011) 

KAI-1678 TAT47-57 
Inhibiteur de la 

protéine kinase Cε 

Blessure de la 

colonne vertébrale 
2 (2011) Amgen 

(Cousins et al., 

2013) 

AVI-5126 
6-aminohexanoicacid- 

spaced oligoarginine 

[(R-Ahx-R)4] 

Antisense PMO 

Maladie 

cardiovasculaire et 

pontage coronarien 

2 arrêté 

(2009) 
Sarepta 

(Hosseini et al., 

2012) 

AVI-5038 ? Antisense PMO 

Dystrophie 

musculaire de 

ducheme 

Préclinique 

(2012) 
Sarepta 

(Goyenvalle 

and Davies, 

2011) 

ISS P-002 TAT 
V2- deleted Env 

protéines 
Infection au VIH 1 (2014) 

Novartis et 

l’institut supérieur 

de la santé d’Italie 

(ISS P-002) 

ClinicalTrials.gov 

DTS-108 Vectocell SN38 cancer Préclinique 
Diatos SA et Drais 

Pharmaceuticals 

(Meyer-Losic et 

al., 2008) 

XG-102 TAT48-57 
Kinase C-Jun-N-

terminal 
Inflammation 1 (2012) Xigen 

(Wang et al., 

2003) 

p28 p28 

p28 (inhibiteur de 

l’ubiquitinisation de 

p53) 

Tumeur solide 

résistante 
1 (2013) CDG therapeutics 

(Warso et al., 

2013) 

AM111 TAT48-57 
Inhibiteur de la 

kinase C-Jun-N-

terminal 

Déficit auditif 2 (2013) 
Auris Medical et 

Xigen 

(Omotehara et 

al., 2011) 

Tableau 3 : Complexe à base de CPP en essai clinique 
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II.  La maurocalcine, un CPP à part entière. 

 Description et découverte a.

La maurocalcine (MCa) est un peptide de 33 acides aminés extraite du venin de 

scorpion Scorpio maurus palmatus qui fut identifiée pour la 1ère fois en 2000 (Fajloun et al., 

2000). Il s’agit d’un peptide ayant un fort caractère basique avec 11 acides sur 33 chargés 

positivement. Grâce à une structure 3D particulière, élucidée par 1H-RMN en 2000 (Mosbah et 

al., 2000), l’ensemble de ces charges se retrouve localisé sur la même face du peptide. On 

retrouve ce phénomène aussi chez d’autres CPP tel que TAT, ou la pénétratine (Ram et al., 

2008). La MCa doit sa structure 3D à trois ponts disulfures (Cys3-Cys17, Cys10-Cys21 ; Cys16-

Cys32), qui assure son repliement et la formation d’un motif ICK (« inhibitor cystin knot »). On 

retrouve aussi dans sa structure secondaire des motifs consensus habituellement retrouvés 

dans les toxines de scorpions : 1 hélice alpha, et 3 feuillets beta) (Figure 6). 

La MCa a été découverte grâce à son activité pharmacologique activatrice sur le 

récepteur à la ryanodine. C’est l’observation de cette activation qui a conduit à l’étude de la 

MCa en tant que CPP. 

 

Figure 6 : A. Séquence peptidique de la MCa, en rouge les cystéines, en 
bleu les acides aminés basiques, les flèches vertes correspondent au feuillet β et en 
orange apparait l’hélice α ; B. Représentation tridimensionnelle de la MCa ; C. 
Scorpio maurus palmatus (crédit photo : Stuart Summerfield). 
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 Effet pharmacologique  b.

La MCa possède une homologie de séquence de 82% avec l’imperatoxine A, qui est 

connue pour agir sur les récepteurs à la ryanodine. Les 1ères études sur la MCa ont porté sur 

son effet pharmacologique sur le RyR. 

Le RyR est un canal calcique se situant sur la membrane du réticulum endoplasmique. Il 

existe plusieurs isotypes du RyR : RyR1 essentiellement retrouvé dans les cellules du muscle 

squelettique, le RyR2 spécifique du muscle cardiaque et enfin RyR3 qui lui est ubiquitaire. Les 

RyR sont impliqués dans la mobilisation des stocks de calcium internes du réticulum 

endoplasmique permettant la contraction musculaire. Ces canaux doivent leur nom à leurs 

fortes affinités pour la ryanodine un alcaloide naturel. La MCa agit sur deux isoformes, RyR1 et 

RyR2 (Altafaj et al., 2007). La MCa se lie au récepteur sur sa face cytoplasmique. Elle va 

stabiliser l’ouverture du canal, et augmenter l’affinité du canal pour la ryanodine. La fixation de 

la MCa va induire un relargage massif de calcium par le réticulum sarcoplasmique en diminuant 

le seuil d’activation du canal et en augmentant son seuil d’inhibition (Figure 7). 

 

Figure 7 : Activation du RyR par la MCa 

Cet effet de la MCa se produit immédiatement suite à son ajout dans le milieu 

extracellulaire. Cela traduit la capacité de ce peptide à franchir la membrane plasmatique très 

rapidement et a donc conduit à la poursuite de son étude en tant que CPP. 
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 La MCa en tant que CPP c.

La première étude sur la capacité de la MCa à traverser la membrane cellulaire date de 

2005. Estève et collaborateur ont montré que la MCa biotinylé était capable de transloquer à 

travers la membrane plasmatique et d’emmener avec elle des cargos  (Estève et al., 2005a). Ils 

ont réalisé cette étude sur différentes lignées cellulaires et ont observé la pénétration de la MCa 

marquée à la Cy3, un fluorochrome dans différentes conditions : à température ambiante ou 

4°C (inhibition de l’endocytose), avec ou sans inhibiteurs d’endocytose. Cette étude a montré 

que la MCa pénètre dans la cellule sans utiliser les voies d’endocytose. L’hypothèse d’une 

pénétration de la MCa par translocation est cohérente avec le délai de son effet sur le RyR 

(après une minute seulement). Cette hypothèse a été confirmée par Boisseau et collaborateur. 

Ils ont montré que la pénétration de la toxine était dose-dépendante et dépendait du potentiel 

membranaire de la cellule (Boisseau et al., 2006). Ces deux études ont donc permis de trouver 

chez la MCa des caractéristiques communes aux CPP, et donc d’affirmer que la MCa en faisait 

partie.  

Cependant la MCa présente un inconvénient majeur par rapport aux autres CPP : elle 

possède une activité pharmacologique. Or il est préférable pour un vecteur d’être inactif. Afin 

de pouvoir utiliser la MCa comme vecteur, des travaux ont été conduits pour identifier la 

séquence porteuse de l’activité pharmacologique de la MCa. Il a ainsi été montré que l’Arg 24, 

était nécessaire à l’activité du RyR (Mabrouk et al., 2007). La synthèse d’un analogue linéaire 

de la MCa a montré que la structure tridimensionnelle de la toxine est nécessaire à son activité 

(Ram et al., 2008). A partir de ces résultats plusieurs stratégies ont été mises en place pour 

conduire à la synthèse d’analogues inactifs de la MCa gardant toujours leurs propriétés de 

pénétration (Poillot et al., 2012). La MCa linéaire fut le 1er analogue de la MCa entièrement CPP 

développé. Afin de l’obtenir, les 6 cystéines présentes dans la forme native de la toxine ont été 

remplacées par de l’acide aminobutyrique (Abu). Une cystéine en C-terminal a été rajoutée pour 

permettre le couplage du cargo. Le plus gros des travaux de caractérisation de la MCa en tant 

que CPP a été réalisé avec la MCa linéaire. Elle a notamment été couplée à des fluorochromes 

via le complexe biotin-streptavidin ou via une cystéine extra numéraire. Elle a aussi été utilisée 

pour la délivrance de quantum dots. Une version iodée grâce à l’addition d’une tyrosine en 

position N-terminale a permis d’étudier sa répartition in vitro dans la cellule, mais aussi ses 

caractéristiques in vivo (stabilité, répartition, élimination) comparée à la toxine native iodée 

(Tisseyre et al., 2014). Son utilisation en tant que vecteur de molécule active a aussi été 

vérifiée par le couplage de doxorubicine au peptide. Via un crosslinker, la doxorubicine a été 

couplée à la MCa linéaire. Aroui et al. ont pu montrer que ce complexe était actif mais surtout 

qu’il permettait de « contourner » les mécanismes de résistance des cellules cancéreuses, et de 

récupérer ainsi une sensibilité à la doxorubicine (Aroui et al., 2009a, 2009b, 2009c). C’est dans 

la poursuite de ces travaux, que se situe mon travail de thèse. En effet même si on resensibilise 
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les cellules résistantes, les cellules sensibles à la doxorubicine répondent moins bien au 

complexe qu’à la doxorubicine seul. Il y a donc des améliorations à apporter. 

Malheureusement bien que la MCa linéaire soit un bon CPP, elle ne constitue pas une 

approche viable puisque sa stabilité in vivo est diminuée dû à l’absence de structure 

tridimensionnelle (Perret et al., 2015). Les travaux sur l’amélioration/ la synthèse de nouveaux 

CPP dérivés de la MCa ont donc été poursuivis par la synthèse d’un analogue dextrogyre de la 

MCa. Il s’agit de la MCa native entièrement synthétisée avec des acides aminés dont le carbone 

alpha est dextrogyre. On conserve ainsi les propriétés de pénétration puisque l’on garde la 

même séquence. Cependant, on perd complètement l’activité biologique, puisque la MCa ne 

peut plus se fixer sur le RyR. De plus la D-MCa présente une stabilité in vivo plus élevée que la 

MCa linéaire et native (Poillot et al., 2010). Bien que cet analogue soit très intéressant sur le 

papier, sa synthèse reste contraignante et chère. Une nouvelle approche visant à améliorer la 

MCa linéaire a donc été menée. Il a été identifié que les acides aminés basiques de la MCa sont 

indispensables pour la translocation de la toxine dans les cellules. Ils garantissent en effet une 

bonne interaction avec la membrane plasmatique (Mabrouk et al., 2007). Partant de cette 

constatation, la MCa linéaire a été tronquée en plusieurs petits fragments contenant les charges 

positives afin d’obtenir de petits CPP variants de la MCa capables de pénétrer dans les cellules 

(Poillot et al., 2012; Tisseyre et al., 2013). Certains de ces petits peptides ont montré qu’ils 

pénétraient plus efficacement dans les cellules que la MCa linéaire.  

Les précédents travaux ont montré le potentiel de la MCa comme CPP. C’est dans l’idée 

de développer son utilisation pour l’administration de molécules thérapeutiques qu’une partie de 

mon travail de thèse s’inscrit. 
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Chapitre 2 : Toxine de ciblage : 

Chlorotoxine 

 Chlorotoxine  I.

 Découverte et présentation a.

La chlorotoxine (CTX) est un petit peptide de 36 acides aminés issu du venin de 

scorpion Leiurus quinquestriatus. Elle a été isolée en 1991 et doit son nom à son activité 

pharmacologique sur les canaux chlore des cellules épithéliales de colon de rat (DeBin and 

Strichartz, 1991). Cependant, ces dernières années, la CTX est surtout connue et étudiée pour 

ses propriétés de ciblage des tumeurs cérébrales. La CTX a une structure compacte maintenue 

par 4 ponts disulfures suivant le motif : C1-C4 ; C2-C6 ; C3-C7 ; C5-C8. Elle possède trois feuillets 

β antiparallèles placés à proximité d’une hélice α. (Figure 8) 

 

Figure 8 : A. Séquence peptidique de la CTX, avec en rouge les cystéines, en bleu les 
acides aminés basique, les flèches verte représentent les feuillets β et l’onde en orange 
l’hélice α ; B. Représentation tridimentionnelle de la CTX ; C. Scorpion Leiurus 
quinquestriatus 

Avec sa structure compacte, il a été proposé que la CTX soit capable de passer la 

barrière hémato-encéphalique. Cependant il n’y a pas assez de données à ce jour pour affirmer 

cette hypothèse ou la réduire à un simple passage de la barrière hématoencéphalique tumorale.  

Il a était toutefois montré que la CTX était capable de diffuser en profondeur dans les tumeurs 

alors que d’autres agents ciblants comme les anticorps n’y arrivent pas (Mamelak and Jacoby, 

2007; Veiseh et al., 2007). La composition en acide aminés de la CTX présente aussi de 
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nombreux intérêts pour un chercheur. En effet, elle est facilement marquable grâce à la 

présence d’une tyrosine unique en position 29 et de lysines permettant son marquage via des 

crosslinker. Cela a permis d’étudier sans trop de modifications, sa cible ou son récepteur, ses 

propriétés pharmacologiques et d’étudier son mode d’action. Ainsi l’ajout d’iode sur Tyr29 a 

permis d’identifier les sites de liaisons et d’affinité de la CTX sur des cellules de gliomes en 

cultures. Il a pu être montré ainsi que la Tyr29 n’est pas essentielle pour l’activité du peptide. 

C’est grâce à cette 125I-CTX que Soroceanu et al ont démontré que la toxine était capable de 

marquer spécifiquement les cellules cancéreuses sur une biopsie de patient (Soroceanu et al., 

1998). Ils ont aussi montré qu’après injection IV de 131I-CTX chez des souris porteuses d’une 

tumeur cérébrale humaine, il y avait une accumulation spécifique du composé dans la tumeur. 

Ce qui a permis de démontrer que la CTX était capable d’atteindre les cellules tumorales dans le 

cerveau. Quelques années plus tard une autre équipe : Lyons et al, a montré qu’en plus de 

marquer les cellules de gliomes, la CTX marquait aussi spécifiquement les cellules tumorales de 

la même origine neuroectodermique, augmentant ainsi le potentiel thérapeutique de la 

molécule (Lyons et al., 2002).  

 Effet biologique b.

En tant que composant du venin, la CTX induit une paralysie chez les insectes ayant été 

piqués par le scorpion. Lorsqu’elle est injectée chez les vertébrés aucune toxicité n’est 

observée. La cible liant donc la CTX à la surface des cellules chez les vertébrés n’est donc pas 

liée à une fonction essentielle à la survie de la cellule. Il a été observé à de nombreuses 

reprises que si la CTX n’a pas d’effet sur un tissu sain, elle en avait en revanche sur les cellules 

de gliomes. De nombreuses études ont montré un effet anti-migratoire et anti-invasif de la CTX 

(Soroceanu et al., 1999; Deshane et al., 2003; Olsen et al., 2003; Sontheimer et al., 2006; 

Sontheimer, 2008; Veiseh et al., 2009c; Lui et al., 2010). A l’heure actuelle, il y a 3 cibles de la 

CTX décrite : les canaux chlore (découverts en 1er), la matrice metalloprotéase MMP-2 et 

l’annexine A2. L’ensemble de ces cibles sont compatibles avec la capacité / particularité de la 

CTX à marquer les cellules cancéreuses et à inhiber la migration et l’invasion de ces dernières. 

De façon historique la CTX a d’abord été identifiée comme agissant sur les canaux 

chlore (DeBin et al., 1993). La toxine serait capable de bloquer les canaux chlore de faible 

conductance et a été longtemps utilisée comme outil pharmacologique pour l’étude des canaux 

chlore. C’est au cours d’une de ces études que Ulrich et al 1998, ont fait la découverte d’un 

courant chlore spécifique sensible à la CTX dans des coupes de gliomes humains. Après des 

investigations plus poussées, il a été démontré que la CTX interagit avec un canaux chlore de la 

famille des ClC (Sontheimer et al., 2006). Une exposition prolongée à la CTX entrainerait 

l'internalisation du canal. L’hypothèse de ce canal chlore comme récepteur de la CTX est très 

intéressante, car même si les gliomes présentent une variabilité génétique importante, il semble 

avoir en commun la surexpression de canaux chlore, ces derniers n’étant que faiblement voire 

non exprimés dans les tissus sains (Ullrich and Sontheimer, 1997; Olsen et al., 2003; Turner 
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and Sontheimer, 2014). Ce canal chlore pourrait jouer un rôle dans le changement de forme de 

la cellule cancéreuse, lui permettant ainsi de migrer et d’envahir le tissu sain (Rouzaire-Dubois 

et al., 2000). Ainsi la CTX agirait en inhibant les échanges Cl-, limitant le changement de forme 

de la cellule, prévenant ainsi l’invasion du tissu sain par les cellules cancéreuses, ce qui 

correspond aux observations d’effets anti-migration, anti-invasion de la CTX. 

Cependant l’ensemble de ces arguments en faveur d’un canal chlore comme récepteur 

sont contrebalancés par des données négatives : une inhibition du canal avec une affinité 

inférieure à celle attendue (Ullrich et al., 1998), et l’identification de 2 sites de liaison avec des 

affinités différentes chez des lignées cellulaires de gliome in vitro (Soroceanu et al., 1998). Ce 

dernier résultat nous laisserait penser à l’existence de plusieurs récepteurs membranaires de la 

CTX. C’est pourquoi lorsque Deshane et al. ont publié en 2003 un article expliquant que la 

chlorotoxine en plus d’interagir avec le canal chlore ClC-3, interagirait avec un complexe 

protéique contenant entre autre la matrix metalloprotéase MMP-2, le problème de 

l’identification de la cible de la CTX semblait résolu (Deshane et al., 2003). En effet la matrix 

metalloprotéase MMP-2, est une enzyme de la famille des métalloprotéases qui est exprimée 

uniquement dans les gliomes et autres types de tumeurs mais pas dans les tissus sains. Cette 

enzyme a été associée avec la dégradation de la matrice extracellulaire, générant des espaces 

au travers desquels les cellules anticancéreuses vont pouvoir envahir les tissus sains 

environnants. Tous les types de tumeurs sur-exprimant la MMP-2 fixent la CTX. Cette 

corrélation semble confirmer la présence de la MMP-2 dans le complexe protéique liant la 

toxine. Cependant, on ne sait toujours pas comment un peptide de cette taille pourrait interagir 

simultanément avec un complexe protéique. Mais l’idée que la CTX se lie à un récepteur qui va 

par la suite entrainer l’internalisation d’un complexe contenant à la fois ClC-3 et MMP-2 est 

possible et expliquerait les résultats obtenus par Veiseh et al avec leurs nanoparticules 

marquées à la CTX (Veiseh et al., 2007). En réalisant une expérience de pulldown avec une 

nanoparticule fonctionnalisée avec de la CTX et de la MMP-2 recombinante ils n’ont pas réussi à 

observer une liaison spécifique entre les deux composés. 

Alors que l’on pensait la question de la cible de la CTX résolue une publication en 2009 

est venue relancer les débats (Kesavan et al., 2009). En effet cette équipe a montré que la CTX  

est capable de se fixer à l’annexin A2. Il s’agit d’une protéine dépendante du calcium liant les 

phospholipides; elle est retrouvée à la fois dans les tissus cancéreux mais aussi dans les cellules 

endothéliales. Elle interviendrait dans plusieurs fonctions cellulaires comme, l’angiogenèse, 

l’apoptose, la migration, la prolifération, l’invasion et la cohésion tissulaire.  

Pour l’heure on a peu de données décrivant la liaison de la CTX sur ces 3 cibles (et 

particulièrement sur l’annexin A2) et malheureusement il semble que l’élucidation du mystère 

concernant le récepteur de la toxine reste complet tant qu’aucune étude structure-activité 

fonction ne sera réalisée. 
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 Les chlorotoxine-like peptides c.

Bien que l’on ait plus de données sur l’utilisation de la CTX que sur son mécanisme 

d’action, il a déjà été lancé des études afin de trouver d’autres peptides/ toxines de scorpion 

possédant des caractéristiques identiques à celle de la CTX. Ainsi en se basant sur une 

homologie de séquence et d’action, plusieurs peptides ont été identifiés comme de potentiels 

analogues de la chlorotoxine (Tableau 4). Cependant seulement quatre d’entre eux, partagent 

avec la CTX une activité sur les canaux chlore. Il s’agit de : 

- AaCTx, extrait du venin de scorpion : Androctonus australis (Rjeibi et al., 2011). 

- BmKCT, extrait du venin de scorpion : Buthus martensii Karsch (Zeng et al., 2000; Fu et 

al., 2005). 

- GaTx1 et GaTx2, extrait du venin de scorpion : Leiurus quinquestriatus (Fuller et al., 

2007; Thompson et al., 2009). 

L’AaCTx est un petit peptide de 34 acides-aminés ayant une homologie de séquence de 

61% avec la CTX. Tout comme cette dernière, elle possède 8 cystéines formant des ponts 

disulfures selon le même modèle. Douze acides aminés diffèrent avec la CTX, ce qui conduit à 

une charge net de l’AaCTx de +4 alors que celle de la CTX est de +3. La neurotoxicité de la 

toxine a été évaluée par Rjeibi et al. Ils ont montré que l’injection intra-ventriculaire de 1 µg de 

toxine chez la souris n’était pas toxique (Rjeibi et al., 2011). La dose utilisée lors de cette étude 

étant élevée, il en a été conclu que l’AaCTx était non-toxique pour les mammifères. L’effet de la 

toxine sur la migration et l’invasion cellulaire de gliome a montré qu’elle était moins active que 

la chlorotoxine, avec pour l’AatCTx une IC50 de 125 µM (migration) et 10 µM (invasion) alors 

que pour les deux processus la CTX agit pour des concentrations proches de 600 nM 

(Soroceanu et al., 1999; Rjeibi et al., 2011). Rjeibi et al n’ont pas trouvé d’effet de la toxine sur 

les protéines de la matrice extracellulaire (Fibronectine, fibrinogen, vitronectine, laminine et 

collagène de type IV), ils supposent que AaCTx agit via les canaux chlore. Pour l’heure, la 

toxine n’a pas été utilisée pour l’administration ciblée de composés. 

Contrairement à AaCTx, BmKCT est l’analogue de la CTX qui est le plus étudié. Il est 

extrait du venin d’un scorpion chinois Buthus martenzii karsh dont il a été montré qu’il avait un 

effet sur la croissance des tumeurs de glioblastomes et induirait l’apoptose des cellules 

cancéreuses. Pour l’instant, l’ensemble des molécules actives du venin n’a pas été caractérisé 

(Goudet et al., 2002; Wang and Ji, 2005). Il s’agit d’un peptide de 36 acide-aminés qui a une 

homologie de séquence avec la chlorotoxine de 68%. En 2005, Fu et al ont déterminé la toxicité 

de cette toxine: LD50 de 4,3 mg/kg chez la souris. Afin de déterminer les propriétés de BmKCT 

et d’évaluer son potentiel thérapeutique, de nombreuses études ont été réalisées : toxicité 

comparée cellule de gliome / astrocyte, patch -clamp analyse, et étude histologique. BmKTC 

inhibe la croissance cellulaire des cellules SHG-44 de façon dose dépendante avec un IC50 de 

0,28 µM alors que l’IC50 chez les astrocytes normaux est de 8 µM. Il existe donc une spécificité  



 

 
43 

 

 

Tableau 4 : Alignement des séquences peptidiques de la CTX et des  chlorotoxine-like peptides, les alignements ainsi que le 
pourcentage d’identité ont été obtenu en utilisant @TOME v2 (Pons and Labesse, 2009), le motif des ponts disulfures si connue 
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d’action de cette toxine. De plus l’étude histologique chez la souris a montré que BmKTC ciblait 

de façon spécifique le cerveau, le cœur et le squelette. Grâce aux études de patch clamp cellule 

entière, que BmKTC était capable d’inhiber les courants chlores des cellules SGH-44(Fu et al., 

2007). Comme pour la CTX, il a été montré que la toxine peut se lier à la MMP-2 (Fu et al., 

2006, 2011). Toutes ces similitudes avec la CTX ont mené au développement d’un composé 

basé sur BmKCT pour traiter, marquer les cellules cancéreuses (Fu et al., 2012a). Un brevet a 

même été déposé pour utiliser BmKCT comme un peptide de délivrance d’anti-tumoraux (Dahe, 

2007). 

GaTx1 et GaTx2 sont deux toxines extraites du venin du scorpion Leiurus 

quinquestriatus hebraeus. GaTx1 est un peptide de 34 résidus d'acide aminé ayant une 

homologie de séquence de 79%. Elle est connue pour agir sur le canal « cystic fibrosis 

transmembrane conductance regulator » (CFTR). C’est un récepteur de la famille des ABC, mais 

qui possède aussi une activité intrinsèque sur les canaux chlore. Ce récepteur est connu pour 

son implication dans la fibrose kystique. GaTx1 est un inhibiteur réversible spécifique des 

canaux CFTR qui se lie sur la face cytoplasmique du récepteur. Ce peptide est actuellement 

utilisé comme un outil moléculaire pour comprendre le rôle fonctionnel de CFTR (Fuller et al., 

2007). GaTx2 est un peptide de 29 acides aminés qui a une faible homologie de séquence avec 

CTX (38 %). Cependant, cette toxine est décrite comme agissant sur les canaux chlore ClC-2. 

Ces canaux appartiennent à la même famille que les canaux ClC-3 et sont aussi surexprimés à 

la membrane des cellules cancéreuses (Ullrich et al., 1998; Thompson et al., 2009). Le rôle 

physiologique de ClC-2 n’est pas encore défini, mais il est raisonnable de penser qu’il a un rôle 

semblable à ClC-3 dans l’invasion cellulaire et la migration des cellules de gliome. GaTx2 inhibe 

ClC-2 en ralentissant son activation et l'inhibition résultante est dépendante du voltage. De 

façon intéressante, GaTx2 a été décrit plus tôt en 1997 sous le nom de leiuropeptide II sans 

être plus caractérisé (Buisine et al., 1997). Il est raisonnable de penser que GaTx2 peut être 

utilisé comme outil pharmacologique pour étudier et déterminer le rôle des canaux ClC-2. Mais 

comme ces canaux sont surexprimés chez les cellules de gliome, il est envisageable de l’utiliser 

comme toxine de ciblage des gliomes, mais cela reste à tester. 

 En dehors de ces quatre toxines, deux autres toxines animales valent la peine 

d’être mentionnées. D'abord, Lqh-8/6 isolé du venin du scorpion Leiurus quinquestriatus 

hebraeus et Bs14 isolé du venin du scorpion Buthus sindicus. Ce sont des peptides de 38 et 36 

acides aminés, respectivement, partageant une homologie de séquence de 72% et 61% 

respectivement et de structure avec la CTX (8 résidus cystéine conduisant à un repliement 

identique). L’ensemble de ces données suggère une action sur des canaux chlore, cependant 

aucune étude n’a encore été mené. Ce qui nous laisse espérer que ces deux peptides sont de 

nouveaux analogues de la CTX. 
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 Chlorotoxine et chlorotoxine–like peptide : applications II.

thérapeutiques 

 Agent de marquage a.

 La première option thérapeutique dans le traitement du glioblastome est l’ablation/ le 

retrait de la masse tumorale. Malheureusement, les glioblastomes sont des tumeurs 

extrêmement invasives et non donc pas de contour clairement délimité. C’est un problème pour 

les chirurgiens lorsqu’ils veulent délimiter clairement la tumeur pour en déterminer son volume 

et retirer entièrement la masse tumorale. Le glioblastome est un cancer agressif, si l’ensemble 

des cellules cancéreuses n’est pas retiré lors de l’opération, inexorablement une nouvelle masse 

tumorale va se développer à partir des cellules restantes. C’est pour cela qu’il est très important 

d’être capable de visualiser précisément la masse tumorale et ces bords en particulier. 

L’existence de toxines comme la chlorotoxine ciblant les cellules cancéreuse de glioblastome est 

source d’espoir et d’inspiration pour le développement de sondes de marquage. De plus ces 

toxines étant synthétisables chimiquement et facilement modifiables, elles sont un outil 

potentiel à la fois pour l’imagerie et pour la thérapie. Sur la base de ce principe, trois types de 

composés ont été conçus. Le premier type est composé de CTX couplée de façon covalente à 

un fluorochrome, Cy5.5. Cet outil devrait permettre à un chirurgien de directement visualiser 

des cellules cancéreuses en temps réel pendant la résection de la tumeur (Veiseh et al., 2007; 

Akcan et al., 2011; Stroud et al., 2011). Le deuxième type de composé est de la CTX couplée à 

un ligand contrastant pour l’imagerie à résonance magnétique (IRM) (Hockaday et al., 2005; 

Veiseh et al., 2005; Sun et al., 2008a). Finalement, le troisième type de complexe est une 

nanoparticule multifonctionnelle, avec un agent de contraste pour l’IRM ou un fluorochrome 

associé à un agent thérapeutique ou non. La nanoparticule est fonctionnalisée avec de la CTX 

pour le ciblage (Veiseh et al., 2005, 2009c, 2010; Meng et al., 2007; Sun et al., 2008b). Jusqu’à 

présent la CTX est le peptide de ciblage du glioblastome le plus développé pour cette approche. 

De ce fait les exemples développés par la suite seront des composés à base de CTX. 

L’application la plus connue de la CTX comme agent de marquage est le « Tumor pain » 

(Veiseh et al., 2007). Il s’agit de CTX marquée avec un fluorochrome la Cy5,5. L’intérêt de ce 

composé repose dans le choix du fluorochrome, en effet, la Cy5,5 présente la particularité 

d’émettre des photons qui sont peu absorbés par l’eau et l’hémoglobine, permettant ainsi son 

utilisation en bloc opératoire. Le couplage du marqueur à la toxine est effectué via une liaison 

entre le NHS ester de la Cy5,5 et une amine d’une des lysines présente dans la CTX (Veiseh et 

al., 2007). Le problème avec ce protocole c’est que l’on se retrouve avec un mélange de toxine 

marqué à la Cy5,5 à différentes positions. Cela rend son utilisation telle quelle en clinique 

couteuse puisqu’il faudrait maintenir entre chaque lot le même ratio des différents marquages 

du peptide. Afin de remédier à ce problème Akcan et collaborateur, ont simplement remplacé 

les lysines 15 et 23 par une alanine ou une arginine ne laissant alors plus qu’une seule position 
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possible pour le marquage (Akcan et al., 2011). Les lysines en positions 15 et 23 ont été 

choisies puisqu’elles réagissaient peu avec la Cy5,5. La même équipe a aussi réalisé le même 

mono-marquage sur une forme non mutée cyclique de la CTX. L’ensemble de ces composés ont 

montré qu’ils gardaient leur capacité à cibler les cellules cancéreuses. Des études de toxicité et 

de bio-distribution chez la souris, ont permis de mettre en évidence une élimination rénale du 

produit, l’absence de toxicité majeure, ainsi qu’une distribution homogène du composé dans 

l’organisme après injection IV (Veiseh et al., 2007). A côté de ces essais le groupe d’Olson a 

étudié la stabilité de la CTX. Seulement 30% de CTX est dégradée après incubation pendant 

24h dans du sérum humain à 37°C (Akcan et al., 2011). Cela traduit une bonne résistance de la 

toxine au peptidase, qui est intéressante pour le développement de produits à durée de vie 

longue. 

Un des examens le plus courant pour déterminer la localisation et le volume de la 

masse tumorale est l’IRM. Cependant même en utilisant un bon agent de contraste, il n’est pas 

possible de visualiser précisément les bords de la tumeur. C’est dans l’optique d’améliorer le 

ciblage de ces produits de contraste que Huang et collaborateur créèrent une macromolécule : 

« L-Lysine dentritic macromolécule », capable de chélater le gadolinium et de fixer la CTX. Ainsi 

ils ont obtenu un nouvel agent de contraste avec un temps de rétention dans la cellule tumorale 

accru. L’utilisation de cette agent a aussi permis d’augmenter la force du signal enregistré au 

cours d’un IRM (Huang et al., 2011a). Les nanoparticules sont aussi utilisées comme agents de 

contraste et même si elles montrent une meilleure résolution des bords de la tumeur que le 

gadolinium, elles semblent plus marquer le système réticulo-endothelial entourant la tumeur 

que les cellules tumorales elles-mêmes. Afin d’améliorer leur ciblage, des nanoparticules au 

noyau de fer ont été fonctionnalisées avec de la chlorotoxine. Leurs essais in vitro et in vivo ont 

montré une amélioration du ciblage des nanoparticules. Aucune toxicité de ces nanoparticules 

fonctionnalisées n’a été observée. 

Mais le point le plus intéressant concernant ces nanoparticules, c’est que toutes les molécules 

de PEG ne sont pas fonctionnalisées par la CTX. Il en reste des libres. Il est donc possible 

d’ajouter d’autres caractéristiques à ces nanoprobes et ainsi créer des nanoparticules 

multifonctionnelles (Veiseh et al., 2005, 2009c; Meng et al., 2007). Les premières particules 

créées sur ce modèle par Veiseh et collaborateur sont des particules avec un noyau fer coater 

avec des molécules de PEG. Ces molécules de PEG ont été fonctionnalisées à la fois par de la 

CTX et aussi par de la Cy5,5 (Veiseh et al., 2005). L’intérêt de ce double marquage réside dans 

la possibilité de comparer les images IRM préopératoire avec les images intra opératoires. Le 

composé ayant montré un temps de rétention par les cellules cancéreuses d’environ 5 jours, il 

serait possible de faire le suivi opératoire IRM sans avoir à réinjecter de produit. Une 

nanoparticule semblable a aussi été synthétisée mais présente un moindre intérêt clinique 

puisqu’ à la place de la Cy5,5 c’est du isothiocyanate de fluorescéine (FITC) qui a été fixé. Les 

propriétés optiques du FITC ne lui permettent pas d’être utilisé in vivo (Meng et al., 2007). 
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Evidemment l’existence de composés multifonctionnels, ne se limite pas juste à la 

détection des cellules cancéreuses ; il a été envisagé/développé des composés à base de CTX 

permettant à la fois le diagnostic, suivi de la tumeur et son traitement. Je reviendrais sur ce 

sujet dans la section suivante. C’est à cause de l’existence de ce potentiel double effet de la 

CTX que je n’ai pas encore abordé le cas de la CTX marquée à l’iode 131 : 131I-TM601. En effet 

ce composé d’abord pour la radiothérapie, s’est montré efficace pour visualiser la tumeur. 

Comme pour les nanoparticules multifonctionnelles, j’aborderai ce composé dans la section 

suivante. Le Tableau 5 regroupe les différents composés à base CTX qui ont été développés 

jusqu’à présent que ce soit à visée thérapeutique ou pour l’imagerie. 

Types de liaison Cargo Application Références 

Directe  

Iode 
125I, 131I 

Radiothérapie et Imagerie 

(Soroceanu et al., 1998; Hockaday 

et al., 2005; Shen et al., 2005; 

Mamelak and Jacoby, 2007; Yin et 

al., 2007; Jacoby et al., 2010; Wu 

et al., 2010; Huang et al., 2011a) 

Fluorochromes 

Cy5.5 

Oregon green 

Imagerie et détection 
(Soroceanu et al., 1998; Veiseh et 

al., 2007; Kesavan et al., 2009) 

Agent thérapeutique 

Platinium 

Anticancéreux 

Thérapeutique 
(Graf et al., 2012; Nicolaides et 

al., 2013) 

Biotine Immunomarquage (Soroceanu et al., 1998) 

Oxide nitrique Adjuvant thérapeutique (Safdar et al., 2013) 

Véhicule 

Nanoparticules   

Noyau de super-oxyde de fer Agent de contraste IRM (Akcan et al., 2011) 

Nanoprobe multifonctionnelle + 

Fluorochrome (Cy5.5, FITC, Alexa 

fluor) 

Agent de contraste IRM et 

imagerie 

(Veiseh et al., 2005, 2009b; 

Huang et al., 2011a) 

Nanoprobe multifonctionnelle + 

cADN ou siARN 

Agent de contraste IRM et 

thérapeutique 

(Veiseh et al., 2009c; Kievit et al., 

2010) 

Nanoprobe multifonctionnelle + 

Methotrexate 

Thérapeutique et agent de 

contraste IRM 
(Meng et al., 2007) 

PEI core +cADN +Fluorochrome 
Thérapeutique et imagerie 

(Veiseh et al., 2009a; Huang et 

al., 2011b) 

Liposome Chargé en doxorubicine Thérapeutique (Xiang et al., 2011) 

Dendigraft de polylysine avec du 

Gadelinium 
Agent de contraste IRM (Stroud et al., 2011) 

Capsule vide de l’hépatite B Vecteur thérapeutique (Kasai et al., 2012) 

Tableau 5 : Exemples de complexes CTX-cargo et leurs applications 
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 Agent thérapeutique b.

La prise en charge thérapeutique des gliomes passe aussi par la radiothérapie associée 

ou non à de la chimiothérapie. L’utilisation de la chlorotoxine ou de chlorotoxin like peptide 

dans l’administration de thérapeutique représente un potentiel important. Puisque l’objectif de 

tout médicament est d’atteindre sa cible et uniquement sa cible, les propriétés de ciblage sont 

très importantes, d’autant plus dans le traitement des cancers. Ce ciblage va ainsi permettre de 

limiter les toxicités et effets indésirables du composé. (Tableau 5) 

Le 1er agent thérapeutique à base de CTX développé est le 131I-TM601. Il s’agit du nom 

commercial d’un dérivé synthétique de la CTX (=TM601) marqué à l’iode 131 sur la tyrosine 29. 

Assez rapidement après la découverte du potentiel thérapeutique de la CTX, de nombreux 

brevets ont été déposés pour en contrôler son utilisation. Ainsi 131I-TM601 a fait l’objet d’un 

grand nombre de publication (Hockaday et al., 2005; Shen et al., 2005; Mamelak et al., 2006; 

Mamelak and Jacoby, 2007; Yin et al., 2007; Kesavan et al., 2009; Jacoby et al., 2010; Wu et 

al., 2010; Zhai et al., 2011). Depuis 2002, 131I-TM601 est en essai clinique aux États-Unis. Les 

résultats de phase 1 ont permis de déterminer l’innocuité, la biodistribution, la tolérance et la 

dosimétrie du composé après injection intra-cavitaire chez des patients adultes atteints de 

gliome de haut grade (Mamelak et al., 2006). L’injection intra-cavitaire correspond à une mono-

injection de 10mCi du composé (0,25 à 1mg de CTX) dans la cavité laissée après la résection 

chirurgicale de la tumeur. Les résultats ont montré une bonne tolérance du composé sur la 

période d’observation de 180 jours. Comme espéré, le produit s’accumule au niveau des marges 

de résection de la tumeur, permettant la délivrance localisée des radiations, de façon à ce que 

le tissu sain ne soit pas affecté. Aucune mort ou toxicité majeure liée à 131I-TM601 ayant été 

observée, la FDA a autorisé le projet à se poursuivre en phase 2-3 (Mamelak et al., 2006; 

Mamelak and Jacoby, 2007; Wu et al., 2010). Cependant il est à noter que 3 des 18 patients, 

ont développé des effets indésirables (fièvre, faible œdème cérébral, infection de la cavité 

tumorale…) qui ont été attribués à la méthode d’injection (utilisation d’un réservoir Ommaya). 

En parallèle de ces essais, le même groupe a réalisé des tests avec une injection intra-veineuse 

de 131I-TM601 mais cette fois-ci pour une application en imagerie et non en thérapeutique 

(Hockaday et al., 2005). Une injection de 131I-TM601 permet de visualiser la tumeur par 

scintigraphie, mais semble aussi marquer l’estomac. Jusqu’à présent TM601 est le seul composé 

à base de CTX qui ait des résultats d’essai clinique chez l’homme publiés. 

En plus de ces études sur l’utilisation de CTX iodé, beaucoup de travail a été fourni sur 

la vectorisation ciblé d’agent thérapeutique (anti-tumoraux, cDNA, siRNA…) via des 

nanoparticules (Sun et al., 2008b; Veiseh et al., 2009a, 2010; Kievit et al., 2010; Huang et al., 

2011b; Fu et al., 2012b). Deux types de nanoparticules peuvent être distingués en fonction de 

leur noyau. Il peut être soit à base de polymère (polyéthylenimine ou de poly(amidoamine)) ou 

à base de super-oxyde de fer. Les nanoparticules à base de polymère ont été utilisées avec 

succès pour l’administration de cADN à des cellules cancéreuses (Veiseh et al., 2009a; Huang et 



 

49 
 

al., 2011b). Ces composés représentent une alternative à l’utilisation de virus comme vecteur 

pour la transfection de cellule in vivo. Les nanoparticules au noyau composé de fer, présentent 

un double avantage puisqu’il s’agit des nanoparticules multifonctionnelles abordées dans la 

section précédente. Elles peuvent donc être utilisées à la fois pour visualiser la tumeur par IRM 

mais aussi pour la soigner, avec un avantage en plus pour les nanoparticules au cœur de fer 

super-paramagnétique qui peuvent être utilisées comme dans les thérapies hyperthermiques 

contre les cellules cancéreuses. Ainsi deux nouveaux composés ont été développés, il s’agit de 

nanoparticules à noyaux de fer fonctionnalisées avec de la CTX et aussi par du méthotrexate ou 

un siARN (Sun et al., 2008b; Veiseh et al., 2010). Ces deux agents s’accumulent dans les 

cellules de gliome et ont permis l’augmentation de la toxicité du méthotrexate pour la particule 

fonctionnalisée avec l’agent anticancéreux et un effet inhibiteur correct pour celle au siARN. 

Une autre équipe a utilisé ces nanoparticules pour transfecter des cellules cancéreuses avec un 

plasmide codant pour une « green fluorescence protein » (GFP). Ils ont ainsi prouvé que ces 

particules représentaient un vecteur de transfection viable de cellule anticancéreuse (Kievit et 

al., 2010).  Bien que ces résultats soient extrêmement prometteurs, il faudra malheureusement  

devoir attendre longtemps avant de voir un tel composé sur le marché. En effet, très peu de 

médicaments à base de nanoparticule existent et sont développés pour une mise sur le marché 

en raison d’une faible connaissance des dangers de l’usage de telles particules in vivo (devenir 

de la particule une fois dans l’organisme).  

Heureusement les nanoparticules ne sont pas les seuls vecteurs fonctionnalisables 

disponibles. Xiang et collaborateur ont conçu avec succès un liposome chargé en doxorubicine 

et fonctionnalisé avec de la CTX (Xiang et al., 2011). L’utilisation de ce vecteur a conduit à une 

meilleure accumulation de doxorubicine dans les cellules cancéreuses suivie d’une augmentation 

de sa toxicité.  

La CTX a aussi été utilisée directement comme agent thérapeutique grâce au couplage 

par liaison covalente avec un agent thérapeutique (Graf et al., 2012; Safdar and Taite, 2012; 

Safdar et al., 2013). Graf et collaborateur ont synthétisé un complexe composé de CTX lié à du 

platinium(IV). Ce composé a été créé pour être un analogue aussi efficace que le cisplatine. En 

effet bien que le cisplatine soit un anti cancéreux efficace et largement utilisé, il a de nombreux 

effets secondaires. Ce nouveau complexe de platine offre une toxicité similaire à celle du 

cisplatine tout en amenant des propriétés de ciblage ; ce composé est très prometteur mais des 

études supplémentaires sont nécessaires pour pouvoir caractériser complètement ce nouveau 

composé. Une étude récente présente une approche originale de l’utilisation de la CTX dans la 

prise en charge thérapeutique des gliomes. En effet cette fois, au lieu de coupler un agent 

anticancéreux à la CTX, c’est un adjuvant le mono-oxyde d’azote qui a été utilisé (Safdar et al., 

2013). Safdar et collaborateur, ont en effet couplé l’oxyde d’azote à la CTX afin de former un 

diazeniumdiolate donneur d’oxyde d’azote (Safdar and Taite, 2012). Ce composé va alors 

induire une chemo-sensibilité chez la cellule cible. Ainsi lors du traitement par du temozolomide 
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ou de la carmustine des cellules tumorales, on va observer une augmentation de leur toxicité 

chez les cellules traitées avec NO-CTX. Bien que le mécanisme d’action de l’oxyde d’azote ne 

soit pas encore élucidé, cet article ouvre l’esprit à de nouvelles approches thérapeutiques pour 

améliorer les molécules existantes. 

Deux autres approches méritent d’être mentionnées ici sur l’utilisation de la CTX en 

thérapeutique. Il s’agit des travaux de Veiseh et collaborateur ainsi que ceux de Kasai et 

collaborateur. En effet pour le premier, ils ont conçu une nouvelle nanoparticule à noyau de fer, 

recouverte de PEG fonctionnalisé avec de la CTX et de l’Alexa fluor 680 (Veiseh et al., 2009b). 

Si on s’arrête ici dans la description du composé il est difficile de comprendre pourquoi il est 

développé dans la section sur l’utilisation en thérapeutique de la CTX et pas dans la section 

précédente sur l’imagerie. En fait, cette particule possède deux caractéristiques qui font d’elle 

un potentiel agent thérapeutique. La première est la composition de son noyau, il s’agit d’une 

nanoparticule de fer superparamagnétique qui va pouvoir être utilisée dans les thérapeutiques 

par action thermique. La deuxième correspond à une observation qui a été faite par l’équipe de 

Veiseh lors des tests des particules. La seule présence de la CTX comme agent de ciblage a 

aussi des effets anti-migratoires et invasifs sur la tumeur. Ainsi à défaut de tuer les cellules 

cancéreuses, ces nanoparticules les empêchent de se déplacer et d’envahir le tissu sain.  

L’équipe de Kasai, a elle crée un nouveau vecteur à base de CTX. Ils sont partis d’une capsule 

vide du virus de l’hépatite B sur laquelle ils ont fixé un fragment FC d’un anticorps (Kasai et al., 

2012). C’est sur ce fragment d’anticorps que la CTX a été couplée. Ces particules vont se fixer 

préférentiellement sur les cellules de gliomes et vont inhiber la migration et l’invasion de ces 

dernières. Comme il s’agit d’une capsule vide il est possible d’envisager de la remplir d’un agent 

toxique pour la cellule cancéreuse. 

 Il est clair que les propriétés de ciblage de la CTX représentent un potentiel énorme 

pour le développement de thérapie ciblée pour le gliome. TransMolecular Incorporation 

(l’entreprise possédant les brevets de TM601) est convaincu de l’intérêt de l’utilisation de la CTX 

dans le traitement du gliome. Il estime une augmentation de deux ans de la durée de vie des 

patients avec un traitement à base de TM601. Lorsque l’on prend en compte l’agressivité de ce 

type de cancer ainsi que les données de survie à 5 ans actuelle pour les patients, on ne peut 

que constater l’avance considérable que cela représente dans le traitement de cette pathologie. 
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Chapitre 3 : Glioblastome et 

anticancéreux 

 Le glioblastome I.

 Description et impact a.

Les glioblastomes ou gliomes de grade 4, représentent 65% des gliomes (tumeurs 

cérébrales primitives) (Lévy et al., 2014).  Rapidement, les gliomes sont des tumeurs cérébrales 

issues des cellules gliales. En temps normal, ces cellules sont des constituants essentiels du 

tissu cérébral. Elles ont un rôle de soutien pour les cellules nerveuses, en leur fournissant 

nutriments et énergie. Elles jouent aussi un rôle important dans le maintien de la barrière 

hématoencéphalique. Il existe différents types de cellules gliales avec pour chacune différentes 

fonctions (McPherson, 2013) :  

- Les astrocytes : apportent les nutriments et supportent les neurones 

- Les oligodendrocytes : fournissent la myéline aux neurones 

- La microglie : constitue les cellules gliales qui « mangent » les neurones morts 

et les pathogènes 

- Les cellules de l’épendyme, qui forment les parois des ventricules et qui 

produisent le liquide cérébrospinal. 

Les gliomes regroupent l’ensemble des tumeurs provenant de la cancérisation de ces cellules 

d’où la diversité de leur nom en fonction de leurs origines (astrocytome, oligodendrogliome, 

glioblastome…). Malheureusement, leur traitement est difficile en raison de l’organe touché, de 

leur nature infiltrant et de leur faible radiosensibilité. Le pronostic est souvent défavorable et 

varie  en fonction du type de tumeur, de l’âge du patient et de sa localisation dans le cerveau.  

 Les glioblastomes sont issus des astrocytes et correspondent à la forme la plus 

agressive et la plus commune des tumeurs cérébrales primitives. Elles se différencient 

histologiquement des autres grades de gliomes grâce à la présence de cellules nécrosées au 

cœur de la tumeur, la présence de nombreux vaisseaux sanguins à sa périphérie et la 

composition hétérogène en cellules avec des cellules de types différents (Glioblastoma (GBM) | 

American Brain Tumor Association). Comme la tumeur est issue de cellule gliale, elle va très 

facilement diffuser et infiltrer le tissu sain. La croissance de la tumeur avec des projections 

tentaculaires est d’autant plus rapide que les cellules la composant se divisent rapidement et 

sont largement alimentées en nutriments grâce à la densité élevée de vaisseaux sanguins, ce 

qui rend difficile son ablation chirurgicale (Glioblastoma (GBM) | American Brain Tumor 

Association; McPherson, 2013). 
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On dénombre en France environ 2 000 nouveaux cas par an (Lévy et al., 2014). Et 

l’incidence de ces tumeurs est en augmentation (1/33 330 par an). Elles touchent 

préférentiellement les adultes (70% des cas entre 45 et 70 ans) et plus les hommes que les 

femmes (Orphanet: Glioblastome). Il existe deux types de glioblastomes en fonction de leur 

origine : (i) les glioblastomes primaires, tumeurs de novo, c’est la forme la plus commune et la 

plus agressive. Elle se développe rapidement et avec une évolution rapide (2-3 mois) ; (ii) les 

glioblastomes secondaires, il s’agit de tumeurs qui ont souvent commencé par une tumeur de 

grade inférieur et qui ont évolué lentement vers un grade 4 très agressif. On les retrouve 

souvent chez des personnes autour des 45 ans. Leur évolution est plus lente (Glioblastoma 

(GBM) | American Brain Tumor Association). La durée médiane de survie est entre 12 et 15 

mois (Lévy et al., 2014). 

 La symptomatologie des glioblastomes va varier en fonction de la zone du cerveau 

touchée. Cependant on va retrouver quelques symptômes communs : céphalée d’apparition 

récente et vomissements (dûs à l’augmentation de la pression intracrânienne induit par le 

développement de la tumeur), associés à des troubles du comportement ou des déficits 

neurologiques focaux (Orphanet: Glioblastome). On peut aussi parfois observer des crises 

d’épilepsie. Le diagnostic du glioblastome et son traitement sont relativement urgents puisque 

ce type de tumeur évolue très vite. Le diagnostic repose sur une IRM afin d’évaluer 

l’emplacement, la taille de la tumeur et ensuite si possible une biopsie de la masse tumorale. La 

biopsie va permettre de déterminer le type (grade de la tumeur). Cette étude histologique va 

être accompagnée d’examens de biologie moléculaire : recherche de la méthylation de la O(6)-

methylguanine-DNA methyltransferase (MGMT), marqueur prédictif de sensibilité au 

témozolamide (Lévy et al., 2014). En fonction du résultat de ce test, de la localisation et de la 

taille de la tumeur, et de l’âge du patient, au cours de la réunion de concertation 

pluridisciplinaire,  un plan thérapeutique adapté sera mis en place. 

 Prise en charge thérapeutique b.

L’approche thérapeutique va varier en fonction de l’âge du patient. Deux cas peuvent 

être identifiés : un patient de moins de 70 ans et un patient de plus de 70 ans. 

Ainsi le traitement standard pour un patient de moins de 70 ans repose dans un 

premier temps sur de la chirurgie avec l’exérèse la plus large possible de la tumeur sans 

entrainer de déficit cognitif majeur (Stummer et al., 2011). La qualité de l’exérèse est un 

facteur pronostic majeur, il existe des techniques différentes afin d’aider les chirurgiens à mieux 

visualiser la tumeur (IRM fonctionnelle préopératoire, IRM en tenseur de diffusion 

préopératoire, bistouri à ultra-sons, microscope opératoire, loupes binoculaires, 

neuronavigation, cartographie per-opératoire, échographie per-opératoire, examen 

extemporané) (Chauffert, 2012). Une résection fluoroguidée est en cour de diffusion en France. 

Elle consiste à administrer au patient un composé : 5-ALA quelque heures avant l’opération ; ce 
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composé va permettre de rendre fluorescentes les cellules tumorales, et ainsi permettre de 

mieux visualiser les bords de la tumeur (Stummer et al., 2006; Jacquesson et al., 2013). 

Suivant la localisation de la tumeur, une chirurgie éveillée avec cartographie de stimulation peut 

être utilisée afin d’éviter de créer des déficits majeurs dans les zones fonctionnelles (aire du 

langage, de la mémoire…) (De Witt Hamer et al., 2012). Malheureusement parfois même avec 

l’ensemble de ces aides techniques une résection complète de la tumeur n’est pas possible ; 

dans le meilleur des cas une résection partielle de la tumeur sera réalisée et dans le pire une 

simple biopsie sera effectuée. La qualité de la résection est évaluée par IRM dans les 48 hrs 

suivant l’intervention.  

Les glioblastomes étant des tumeurs très infiltrantes, même la résection la plus large 

possible de la tumeur va laisser des cellules tumorales dans le tissu sain. Il est donc nécessaire, 

afin d’améliorer le pronostic, d’associer l’exérèse tumorale à un protocole de 

chimioradiothérapie. Le protocole standard est celui de Stupp et collaborateur : radiothérapie de 

60 Gy en 30 fractions et six semaines, associée à du témozolomide à la dose de 75 mg/m2/j 

pendant 42 jours consécutifs, puis six cycles de 150–200 mg/m2/j de j1–j5 débutant tous les 28 

jours (Stupp et al., 2005; Lévy et al., 2014). La mise en place de ce protocole a permis de faire 

passer la survie à 5 ans de 1,9% (en cas de radiothérapie seule) à 9,8%. La durée médiane de 

survie a elle augmentée de 2,5 mois (Stupp et al., 2009; Lévy et al., 2014). La chimiothérapie 

adjuvante (six cycles de témozolomide à la dose de 150–200 mg/m2/j de j1–j5 débutant tous 

les 28 jours) est souvent en pratique clinique prolongée au-delà de ces six cycles. Une étude a 

montré une augmentation de la survie liée à un plus grand nombre de cycles réalisés (Roldán 

Urgoiti et al., 2012). Cependant des études prospectives sont nécessaires pour déterminer quel 

patient bénéficierait le plus de cette augmentation du nombre de cycles (Darlix et al., 2013). 

Lorsqu’il y a eu résection totale ou quasi-totale de la masse tumorale, il est possible de mettre 

en place un implant imprégné de carmustine (Gliadel) dans la cavité opératoire. Si son 

utilisation seule montre un intérêt et une augmentation de la survie, sans augmentation des 

effets indésirables (Chauffert, 2012) et que sa combinaison avec le protocole de Stupp est 

possible (Chauffert, 2012), il n’y pas d’étude randomisée qui permettre d’en évaluer son effet 

sur la survie du patient. Il est important aussi de noter que l’implantation de Gliadel est un 

critère d’exclusion pour la plupart des essais thérapeutiques testant de nouveaux composés.  

L’essai du protocole de Stupp a été réalisé sur des patients de moins de 70 ans (Stupp 

et al., 2005). De ce fait la prise en charge des patients plus âgés diffère légèrement et est plus 

dû à un avis d’expert qu’à des résultats d’études. De plus, chez les patients de cet âge, il y a 

souvent présence d’autres pathologies, d’un état général plus altéré et d’une fragilité plus 

importante. Il y a donc une grande diversité dans les plans thérapeutiques.  Ainsi la chirurgie va 

être proposée mais l’existence de facteurs pronostics défavorables (indice de Karnofsky1  

                                                

1 L'échelle de Karnofsky court de 100 à 0, où 100 représente la pleine santé et 0 la mort, elle 
permet au médecin d’évaluer la capacité de survie d’un patient à la chimiothérapie. 
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inférieur à 80%, broncho-pneumopathie chronique obstructive, déficit moteur ou cognitif, 

trouble phasique, taille tumorale supérieure à 4 cm) peuvent conduire à l’abstention chirurgicale 

(Chauffert, 2012; Lévy et al., 2014). L’intérêt de la résection par rapport à la biopsie fait 

actuellement l’objet d’une étude randomisée (Chauffert, 2012; Lévy et al., 2014). Suivant l’état 

générale et neurologique du patient, il va lui être proposé : (i) une chimioradiothérapie selon le 

protocole de Stupp standard ; (ii) une radiothérapie seule ; ou (iii) du témozolomide seul (Lévy 

et al., 2014). La radiothérapie seule correspond soit à une dose de 50 Gy en 25 fractions de 2 

Gy (plus efficace que les soins palliatifs) (Keime-Guibert et al., 2007; Chauffert, 2012), soit en 

une dose de 40,5 Gy en 15 fractions de 2,7 Gy (mêmes résultats que pour une dose de 60 Gy 

en 30 fractions) (Roa et al., 2004; Chauffert, 2012). La présence de la méthylation de la MGMT 

peut aider à choisir entre un protocole de radiothérapie seule ou de témozolomide seul. Des 

études ont montré qu’il y avait une survie globale plus longue avec chimiothérapie lorsque la 

méthylation était présente : 9,7 contre 6,8 mois. Et en absence de méthylation, c’est la 

radiothérapie qui permet d’augmenter la probabilité de survie sans progression (Malmström et 

al., 2012; Wick et al., 2012; Lévy et al., 2014). 

Les glioblastomes sont des tumeurs à forts risques de récidives. Ces récidives sont 

généralement locales, proches de la zone irradiée (80 à 86% ont lieu dans le volume irradié 

dans les deux ans suivant le diagnostic initial) (Lévy et al., 2014). Il n’y a pas de standard de 

traitement pour les récidives, Plusieurs choix sont possibles, la décision sera prise au cas par 

cas au cours de réunions de concertation pluridisciplinaire. Parmi ces options de traitement on 

retrouve (Lévy et al., 2014) : 

-  la chirurgie qui semble allonger la médiane de survie, mais dont l’efficacité 

dépend toujours de la qualité de la résection 

- La ré-irradiation en conditions stéréotaxiques, qui permet d’obtenir une durée 

de survie médiane de 8 à 12,4 mois. Sa seule limitation est le risque de radio-

nécrose. 

- La chimiothérapie et la thérapie ciblée, il n’y a pas de protocole standard. Les 

composés utilisés sont le témozolomide, le bévacizumab, l’erlotinib associé au 

bévacizumab. 

 Les futurs traitements c.

Avec leurs incidences faibles (2 000/an pour le glioblastome, 53 913/an pour la prostate 

et 54 062/an pour le cancer du sein), le glioblastome fait partie des maladies rares. Cependant, 

beaucoup de travaux sont réalisés afin d’améliorer son dépistage et sa prise en charge. Ainsi on 

compte actuellement 109 essais cliniques nationaux et 5 essais cliniques internationaux 

(Orphanet: Glioblastome), 32 projets de recherche recensés et 16 projets de recherche 

multicentrique traitant du glioblastome. Une recherche sur pubmed avec les termes 

glioblastoma[MH] OR glioblastoma[ti] aboutit à 19 503 réponses. Détailler l’ensemble des 

travaux effectués pour améliorer le dépistage et la prise en charge du glioblastome serait trop 
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long et peu intéressant dans le cadre de ma thèse. Je vais donc me concentrer sur les travaux 

les plus porteurs d’espoir en clinique. 

Un des axes principaux dans la recherche contre le glioblastome et comme dans 

beaucoup de cancers est l’immunothérapie. En effet, l’immunothérapie semble détenir à elle 

seule la solution « miracle » pour guérir le cancer.  La majorité des essais cliniques actuels est 

basée sur l’utilisation de composés issus de l’immunothérapie. Il est important de faire la 

différence entre les thérapies ciblées qui vont utiliser des composés dirigés contre une cible 

particulière et l’immunothérapie, qui consiste en l’utilisation du système immunitaire et de ces 

outils (antigène, cellules immunitaire…) afin de « relancer » le système immunitaire du patient.  

On peut ainsi distinguer 3 approches d’immunothérapie différentes. La première 

correspond à la création de vaccins contre le glioblastome. Le principe est le même que pour un 

vaccin classique contre un agent pathogène extérieur. Il va être présenté au système 

immunitaire un antigène spécifique du glioblastome afin d’induire une réponse du système 

immunitaire. Dans le meilleur des cas ce dernier est activé et va pouvoir identifier et éliminer les 

cellules tumorales. Le vaccin anti-glioblastome le plus avancé est un vaccin dirigé contre le 

variant III du néo-antigène tumoral EGFR (« tumor-restricted neo-antigen EGFR variant III » ; 

EGFRvIII) (Okonogi et al., 2015). EGFRvIII est une forme mutante active du récepteur au 

facteur de croissance épidermal (epidermal growth factor receptor ; EGFR) exprimée chez 33% 

des glioblastomes et jamais dans les tissus sains. Un vaccin à base de cet antigène est 

actuellement en essai clinique de phase III (Ampie et al., 2015). L’essai clinique de phase II de 

ce composé a permis de déterminer l’immunogénéicité du composé, la survie sans progression 

et la survie en général après traitement. L’étude a été réalisée sur des patients nouvellement 

diagnostiqués et ayant subi une résection chirurgicale supérieure à 95% et ne présentant aucun 

signe de progression tumorale après traitement par chimioradiothérapie standard. Une seule 

réaction allergique a été observée. A part ça, seule une irritation cutanée au niveau du point 

d’injection a été observée parmi les patients. L’utilisation du vaccin a montré une augmentation 

de la survie sans progression et de la survie en générale, respectivement, 14.2 et 26 mois 

contre 6.3 et 15 mois pour les patients non traités (Ampie et al., 2015; Okonogi et al., 2015). 

L’utilisation d’un tel vaccin semble très prometteuse. Cependant il reste encore à caractériser 

l’association de cette vaccination avec le traitement standard par chimioradiothérapie. 

La seconde approche consiste à l’utilisation d’inhibiteurs des checkpoints immunitaires 

(immune checkpoint inhibiteur) (Ampie et al., 2015; Okonogi et al., 2015). Les checkpoints 

immunitaires vont permettre dans un organisme sain d’éviter les emballements immunitaires 

qui pourraient induire des dommages dans les tissus sains. Lors de son développement, le 

glioblastome va utiliser ce système pour éviter l’activation des lymphocytes T. Les cellules de 

glioblastomes vont favoriser l’apparition de nouveaux checkpoints immunitaires en exposant le 

système immunitaire de façon chronique à ses antigènes. Cela va forcer le système immunitaire 

à tolérer la présence de la tumeur. L’utilisation d’inhibiteurs de ces checkpoints immunitaires 

spécifiques du glioblastome devrait permettre une réactivation des lymphocytes T et donc une 
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disparition de la tolérance du système immunitaire vis-à-vis du glioblastome (Ampie et al., 

2015; Okonogi et al., 2015). Beaucoup de protéines impliquées dans ces checkpoints ont été 

identifiées, pour l’instant un seul composé est en essai clinique pour comparer son efficacité à 

celle de l’avastin (bevacizumab) dans la prise en charge de récidives de glioblastomes. Ce 

composé, le nivolumab est un anticorps anti-PD-1. PD-1 est une protéine impliquée dans la 

régulation négative de l’activité des cellules T (Ampie et al., 2015). Elle a été montrée comme 

étant exprimée dans les lymphocytes Trégulateur. Son expression est dépendante de l’activation du 

lymphocyte. Le nivolumab a déjà montré son efficacité en association avec un autre anticorps 

inhibiteur de checkpoint immunitaire (ipilimumab) chez des patients atteints de mélanome 

(Ampie et al., 2015). 

Enfin la troisième approche en immunothérapie peut apparaitre sous le nom 

d’ingénierie des lymphocytes T. Il s’agit en fait d’un transfert adoptif de lymphocyte T qui ont 

été modifié afin d’exprimer un récepteur d’antigène chimérique (CAR) (Ampie et al., 2015). 

L’activation de ce récepteur chimérique ne dépend plus du complexe d’histocompatibilité, ce qui 

permet de contourner les mécanismes de régulation négative du système immunitaire mis en 

place par le glioblastome. L’intérêt de l’utilisation de telles cellules vient du fait que en plus 

d’être actives directement contre les cellules tumorales, elles peuvent recruter d’autres 

composants intervenant de la réponse immunitaire. Il y a actuellement plusieurs essais cliniques 

en cours pour déterminer l’efficacité et la sureté de l’utilisation de telles cellules (Ampie et al., 

2015).  

 L’immunothérapie semble présenter à l’heure actuelle le meilleur espoir pour le 

traitement des glioblastomes. Et cela majoritairement car l’utilisation du système immunitaire 

permet de contourner les difficultés rencontrées avec la localisation et les caractéristiques de la 

tumeur. En effet le cerveau est protégé par la barrière hématoencéphalique, ce qui permet de 

le protéger des agressions extérieures. Cependant en cas de maladie cette barrière devient un 

obstacle quasi-infranchissable pour les agents thérapeutiques. L’utilisation du système 

immunitaire permet de s’affranchir de cette barrière. Une autre difficulté réside dans le fait que 

une fois la barrière franchie, les molécules se retrouvent dans le cerveau, un organe 

particulièrement fragile avec de faible capacité de régénération, ainsi tout dommage sur le tissu 

sain devient rapidement problématique. L’agent anticancéreux parfait pour le glioblastome est à 

la fois capable de passer la barrière hématoencéphalique mais aussi de cibler les cellules 

cancéreuses. A l’heure actuelle, l’utilisation du système immunitaire du patient semble être la 

seule approche qui présente ces deux avantages. Cependant il y a actuellement beaucoup 

d’équipes qui travaillent sur la création de systèmes de vectorisation plus ou moins complexes 

qui une fois optimisés devrait permettre l’administration d’agents cancéreux classiques dans le 

cadre du traitement du glioblastome. C’est dans cette optique que ces travaux de thèse ont été 

menés. 
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 La doxorubicine II.

 Présentation, historique a.

La doxorubicine ou adriamycine est un antibiotique cytotoxique de la famille des 

anthracyclines, obtenue à partir de la bactérie Streptomyces peucetius var. caesius avant d’être 

synthétisée chimiquement. La doxorubicine a une structure chimique particulière commune à 

tous les anthracyclines. On distingue deux parties (Figure 9) : 

- Une partie aglycone : composée d’un noyau tétracyclique hydrophobe formant 

quasiment un plan. Ce noyau est fonctionnalisé par des fonctions quinones et 

hydroquinones ainsi qu’une chaîne latérale. 

- Un sucre rattaché à l’aglycone par le C7 

 

Figure 9 : Structure chimique de la doxorubicine 

C’est cette structure particulière qui va permettre à la doxorubicine de s’intercaler dans l’ADN 

entre deux paires de bases de la double hélice. 

 La doxorubicine est utilisée depuis 1974 comme anticancéreux. Elle est encore très 

utilisée notamment dans la prise en charge des cancers de l’ovaire, du sein, de la vessie, de 

certains lymphomes et des tumeurs solides de l’enfant. Cependant, elle possède une 

cardiotoxicité importante, dont la prévention repose sur le nom dépassement d’une dose 

cumulée de 550 mg/m². Un autre problème rencontré avec l’utilisation de la doxorubicine est 

l’apparition de résistances importantes en cas de rechute. De plus à cause de leur capacité à 

s’intercaler dans le double brin d’ADN, la doxorubicine est un carcinogène connu. 

Un autre avantage de la doxorubicine est que la présence de ce noyau tétracyclique lui confère 

des propriétés de fluorescence.  

 Mécanisme d’action b.

Le mécanisme d’action de la doxorubicine n’est pas encore complètement résolu. La 

doxorubicine peut effectuer son action anti-cancéreuse notamment via l'inhibition de la 

topoisomérase II, l’intercalation dans l’ADN, et la formation de radicaux libres. 
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L’intercalation dans l’ADN est le premier mécanisme de l’action anti-tumorale attribué à 

la doxorubicine. Elle a été étudiée par diffraction des rayons X. La partie aglycone de la 

molécule va s’intercaler entre deux paires successives de nucléotides. Le sucre ainsi que le cycle 

de l’aglycone à laquelle il est rattaché dépasse dans le petit sillon de l’ADN. Cela va permettre 

de stabiliser la molécule dans l’ADN (Frederick et al., 1990; Gewirtz, 1999). La doxorubicine 

s’intercale préférentiellement dans un doublet GC s’il est précédé d’une adénine ou d’une 

thymine (Wang and Kang, 1999). La présence de la doxorubicine dans la molécule d’ADN va 

empêcher les enzymes responsables de la transcription de l’ADN (Wang et al., 1987). 

Les topoisomérases sont des enzymes essentiels qui contrôlent l’enroulement de la 

molécule d’ADN. Elles sont les cibles de nombreux agents cytotoxiques. Il existe deux types de 

topoisomérases :  

- Les topoisomérases de type I, qui clivent un seul brin de la molécule d’ADN afin 

de permettre la rotation du brin intact autour du brin coupé. Elles sont 

impliquées dans la séparation des brins d’ADN lors de la réplication 

(topoisomérase I) 

- Les topoisomérases de type II clivent les deux brins de la molécule d’ADN 

transitoirement. Elles sont impliquées dans la séparation de l’enchevêtrement 

des molécules d’ADN lors de la réplication. (topoisomérase II) 

La topoisomérase II est une protéine à plusieurs sous unités. La catalyse de l’ADN par 

la topoisomérase II se décompose en 6 étapes (Burden and Oshero, 1998) : 

- 1ère étape : liaison à l’ADN, La topoisomérase se lie à l’ADN au niveau de 

séquences préférentielles même si cette préférence est faible. Cette étape ne requière pas la 

présence de cofacteur. 

- 2ème étape : la coupure de l’ADN, grâce à la présence d’une tyrosine dans son 

site actif, la topoisomérase va former un complexe de clivage entrainant une coupure double 

brin de l’ADN en générant des extrémités cohésives de 4 paires de base. Le complexe de 

clivage est transitoire, pas stable dans le temps. 

- 3ème étape : Liaison de deux molécules d’ATP. La topoisomérase va alors 

changer de conformation pour permettre le passage d’un double brin d’ADN au travers de 

l’espace créer par le complexe de clivage. 

- 4ème étape : Fermeture de la molécule d’ADN, par soudage des extrémités 

cohésives générées au cours de l’étape 2.  

- 5ème étape : Libération de la molécule d’ADN. 

- 6ème étape : régénération de l’enzyme grâce à l’hydrolyse de deux molécules 

d’ATP. 

La doxorubicine agit lors de l’étape 2. Elle va interagir avec le complexe de clivage, le stabiliser 

en formant une liaison covalente entre les brins d’ADN clivé et l’enzyme. Ce qui aboutit à la 

formation de coupures simples ou doubles brin de la molécule d’ADN (Burden and Oshero, 
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1998). La toxicité de la doxorubicine va dépendre du nombre, de la localisation et de la 

persistance des cassures créées. On remarquera aussi que l’action sur les topoisomérases est 

plus toxique au cours de la phase S du cycle cellulaire de la cellule. 

 Le site d’action de la doxorubicine n’est pas uniquement localisé dans le noyau. En effet 

la doxorubicine est capable de générer des espèces réactives d’oxygène (ROS). Deux voies sont 

à l’origine de cette production de ROS (Keizer, 1990; Minotti et al., 1999, 2004) : 

- La chélation d’ions métalliques (du fer par exemple) 

- Via le cycle redox, avec la réduction monoélectrique enzymatique des fonctions 

quinones. 

La doxorubicine va conduire à la formation de diverses formes de ROS (doxorubicine radicalaire, 

H2O2, O2
.-, OH.-  …) en quantités supérieures à la capacité de détoxification de la cellule. Cette 

présence en surnombre de ROS va conduire à l’oxydation de composés cellulaires (lipides, 

protéines, ADN, ARN…) perturbant ainsi leurs structures et fonctions. Cette perte de fonction et 

la modification du statut oxydatif de la cellule conduira cette dernière à la mort. La production 

de ROS par la doxorubicine est étudiée avec intérêt puisqu’elle pourrait être à l’origine de la 

toxicité cardiaque de la molécule (Wold et al., 2005; Zhang et al., 2012). En effet les cellules 

cardiaques sont beaucoup plus sensibles au ROS du fait de leur faible capacité de détoxification.  

 Bien que découverte il y a très longtemps, l’ensemble des mécanismes d’actions de la 

doxorubicine n’est encore que partiellement résolue. Je n’ai décrit ici que trois mécanismes sur 

les différents connus. Il existe un certain nombre de revues abordant plus en détails les 

différents mécanismes d’action de la doxorubicine et leurs importances quant à l’action anti-

tumorale de la molécule. 

 Les résistances à la doxorubicine c.

Comme pour de nombreux anti-cancéreux, leur activité est mise en péril par l’existence 

de mécanismes de résistance. Ce phénomène de résistance est souvent mis en évidence lors de 

rechute du cancer traité à la doxorubicine. Pour cette dernière, on peut distinguer deux types 

de résistances : (i) associé à une diminution de la concentration intracellulaire de doxorubicine ; 

(ii) non associé à une diminution de la concentration intracellulaire de doxorubicine (Nielsen et 

al., 1996). 

Dans le premier cas, la diminution de la concentration intracellulaire de la doxorubicine 

est due à l’expression par la cellule de pompe à reflux (Dano, 1973; Juliano and Ling, 1976). Il 

s’agit de protéines transmembranaires qui vont expulser hors de la cellule les molécules de 

doxorubicine qui pénètrent dans la cellule. Un exemple de pompe à efflux très connu est la 

glycoprotéine membranaire P-gp (Juliano and Ling, 1976; Kartner et al., 1983). Elle fait partie 

de la très grande famille des transporteurs ABC (ATP-binding cassette). Elle est composée de 

deux domaines transmembranaires, de deux sites de liaisons à l’ATP localisés sur deux boucles 

intracellulaires. Les extrémités de la protéine sont intracellulaires. On la retrouve naturellement 
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exprimée dans certains organes chez l’Homme : le foie, le rein, les intestins, la barrière hémato-

encéphalique, le placenta. Elle a pour cible des constituants naturels variés à la structure 

hydrophobe, neutre ou cationique. Bien que très étudié, le fonctionnement de la P-gp n’est pas 

totalement résolu (Borst et al., 2000). Elle permettrait l’expulsion de la doxorubicine grâce à un 

phénomène de Flip-flop. Le substrat interagirait avec les domaines transmembranaires de la 

protéine. L’hydrolyse d’une molécule d’ATP induirait le changement de conformation de la P-gp 

qui libèrerait alors le substrat soit directement à l’extérieur de la cellule soit dans le feuillet 

externe de la membrane. L’hydrolyse d’une deuxième molécule d’ATP permettrait le retour à 

son état d’origine de la P-gp. 

Dans le cas où la résistance de la cellule n’est pas liée à une diminution de la 

concentration intracellulaire de la doxorubicine, on observe l’apparition de mécanismes 

d’adaptation. Afin de survivre à l’exposition à la doxorubicine, la cellule va augmenter ses 

mécanismes de détoxification, et la réparation de l’ADN. On peut aussi observer des 

modifications de la topoisomérase II et une inhibition des processus d’apoptose. 

L’augmentation des mécanismes de détoxification est obtenue par une surexpression des 

enzymes de détoxification (Nielsen et al., 1996; McLellan and Wolf, 1999). Ces enzymes vont 

permettre à la cellule tumorale de réparer et d’éliminer les dégâts des ROS produits par la 

doxorubicine. Le principal système de détoxification impliqué dans la résistance à la 

doxorubicine est le système dépendant du glutathion. Le statut redox de la cellule est maintenu 

par la neutralisation des ROS par la forme réduite du glutathion : GSH. En effet le GSH va réagir 

spontanément ou non avec des ROS et, en s’oxydant, les neutraliser. On obtient alors du 

glutathion sous forme oxydé (GST) qui ne représente pas de risque oxydatif pour la cellule. 

L’implication des mécanismes de réparation de l’ADN ou une tolérance de la cellule vis-à-vis de 

ces lésions n’est pas encore pleinement élucidée. Jusqu’à présent, les connaissances sur ce 

sujet porte à croire en l’existence d’un déficit en un système qui détecterait de façon plus 

efficace les complexe ADN-topoisomérase II. La cellule détectant moins ces complexes, elles ne 

les perturbent plus, n’entrainant ainsi plus la formation de lésions (coupures) sur l’ADN (Nielsen 

et al., 1996; Larsen and Skladanowski, 1998). 

Enfin des modifications de la topoisomérase II ont aussi été corrélées avec l’apparition d’une 

résistance à la doxorubicine ou autres inhibiteurs de topoisomérase II. Ces modifications 

peuvent être soit quantitatives, avec une diminution de l‘expression de la topoisomérase II 

(Dingemans et al., 1998). Elles peuvent aussi être qualitatives avec des mutations entrainant la 

modification des régions de liaison à l’ATP ou du site catalytique (Dingemans et al., 1998; 

Larsen and Skladanowski, 1998), ou une modification de la localisation cellulaire obtenue par 

épissage alternatif. Cet épissage peut entrainer la perte de la séquence d’adressage au noyau 

et donc l’obtention d’une enzyme cytoplasmique (Feldhoff et al., 1994). 
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 Le cisplatine et ses dérivés III.

 Présentation, historique a.

Le cisplatine est un agent alkylant dont les effets furent découverts par hasard par 

Barnett Rosenberg en 1965. C’est un sel de platine de nom chimique : (SP-4-2)-

diamminedichloroplatinum(II) (Figure 10) (Kelland et al., 1999; Kelland, 2007; Apps et al., 

2015). Depuis sa mise sur le marché en 1978, plus de 25 dérivés ont été synthétisés. Seuls 

deux (carboplatine et oxaliplatine) ont obtenu une autorisation de mise sur le marché mondial. 

Trois autres (nedaplatine, lobaplatine, heptaplatin) ont obtenu une mise sur le marché dans un 

seul pays uniquement, respectivement Japon, Chine et Corée (Figure 10) (Apps et al., 2015).  

 

Figure 10 : Structures des dérivés du platine commercialisé dans le monde. Le 
ligand transporteur apparait en rouge et le ligand labile apparait en vert.  

Les composés de cette famille ont une structure constituée autour d’un atome de 

platine. Cet atome va être lié de façon symétrique à deux types de ligands : (i) les ligands 

transporteurs, ou (ii) les ligands labiles (Figure 10). Tous les composés à base de platine sont 

en fait des pro-drogues. Afin de pouvoir exercer leurs activités, il faut qu’il y ait remplacement 

des ligands labiles par des molécules d’eau. Le cisplatine et ses dérivés sont des anti-cancéreux 

encore très utilisés de nos jours. Environ 50% des protocoles de chimiothérapie contiennent un 

dérivé du platine d’après Martindale et la base de données Australienne EviQ (Apps et al., 

2015). Ils sont utilisés notamment dans les cancers des ovaires, du col de l’utérus, des 

testicules, de l’œsophage, de la vessie, de l’estomac. Ils sont souvent utilisés en association 

avec d’autres molécules anticancéreuses. Bien que couramment administrés, il existe deux 

inconvénients majeurs à leur utilisation. Le premier est l’existence d’effets secondaires graves : 

néphrotoxicité, neurotoxicité, myelosuppression, hépatotoxicité, vomissements et diarrhées 

(Kelland et al., 1999; Thomas and Chatelut, 2007). Ces effets secondaires peuvent être 

suffisamment importants pour entrainer une diminution des doses utilisées (Apps et al., 2015). 
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Ceci facilite l’apparition de résistance. L’existence de ces mécanismes de résistances est le 

deuxième inconvénient à leurs utilisations. 

 Mécanismes d’action b.

Les dérivés du platine vont conduire à l’apoptose de la cellule tumorale en se liant de 

façon covalente à l’ADN et ainsi former des adduits. Cependant comme expliqué au point 

précédent, les molécules administrées par voie IV ne sont que des pro-drogues. Il faut attendre 

leurs pénétrations dans la cellule pour que la molécule se retrouve dans des conditions 

favorables pour échanger ces ligands labiles contre des molécules d’eau (Kelland, 2007; 

Thomas and Chatelut, 2007; Apps et al., 2015). Le composé ainsi formé va alors pénétrer dans 

le noyau et interagir avec la molécule d’ADN. Les adduits formés vont être reconnus par les 

mécanismes de réparation à l’ADN et la cellule va entrer en apoptose (Figure 11). 

 

Figure 11 : Mécanismes d'action du cisplatine 

Les étapes conduisant à la formation des adduits à l’apoptose ne sont pas encore élucidées. Ils 

existent trois types d’adduits différents (Figure 11): 

- Les adduits  monovalents : le composé à base de platine va réagir avec une 

seule base de l’ADN. 

- Les adduits de liaisons intra-brins : un composé platine va réagir avec deux 

bases de l’ADN sur un même brin. 

- Les adduits de liaison inter-brins : cette fois-ci l’atome de platine effectue deux 

liaisons covalentes avec deux bases de l’ADN de brins différents. 
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 Les résistances au cisplatine c.

Il existe 4 mécanismes de résistances connus pour les dérivés du platine. Les deux 

premiers agissent avant que les composés n’aient pu atteindre le noyau et donc l’ADN (Kelland, 

2007; Rabik and Dolan, 2007; Thomas and Chatelut, 2007). Le premier correspond à une 

diminution de la concentration de molécules anti-tumorales due à une diminution de l’entrée et 

aussi à une augmentation de l’efflux. Pendant longtemps, on pensait que les composés à base 

de platine pénétraient dans la cellule par diffusion passive. Or récemment, il a été supposé 

l’implication d’un transporteur du cuivre CTR1 comme possible voie d’entrée dans la cellule. Les 

molécules à base de platine rentrent en compétition avec le cuivre pour pénétrer dans la cellule. 

Quand il y a peu de cuivre, les composés à base de platine rentrent en plus grande quantité. Il 

a aussi été montré qu’une surexposition au cisplatine entrainait une diminution de l’expression 

de ce transporteur (Holzer and Howell, 2006; Rabik and Dolan, 2007; Ishida et al., 2010). Il 

existe aussi une augmentation de l’expulsion hors de la cellule des molécules. Deux 

transporteurs participent à ce phénomène. Le premier est impliqué dans l’homéostasie du 

cuivre ; comme pour lors de l’entrée, le cisplatine va être reconnu par cette protéine 

« spécifique » du cuivre et va donc être expulsé hors de la cellule. Le deuxième transporteur 

est une pompe à efflux membre de la superfamille ABC ; il s’agit de MRP2. Elle est exprimée à 

la membrane plasmique et va fonctionner sur le même principe que la P-gp. Une corrélation 

entre le niveau d’expression de MRP2 et la résistance à la cisplatine a été observée dans un 

rapport récent (Rabik and Dolan, 2007). 

Le deuxième mécanisme correspond à la neutralisation du cisplatine via le glutathion. 

En effet, le cisplatine va réagir très facilement avec les fonctions thiols de certains composés. 

C’est ainsi qu’une grande partie de la dose administrée par IV se retrouve très rapidement fixée 

aux protéines du plasma. On observe ce même phénomène avec le glutathion à l’intérieur des 

cellules. En absence de résistance, le stock cellulaire de glutathion n’est pas suffisant pour en 

diminuer son efficacité ; juste suffisant pour perturber l’équilibre redox de la cellule. Mais la 

cellule se met à surexprimer les enzymes responsables du piégeage des ROS, de façon 

concomitante, le cisplatine va être piégé par le glutathion de façon beaucoup plus importante et 

ne pourra donc pas atteindre le noyau (Rabik and Dolan, 2007; Thomas and Chatelut, 2007; 

Apps et al., 2015). 

Les deux autres mécanismes interviennent après l’action toxique du cisplatine. Il s’agit 

d’une augmentation de la tolérance et/ou de la réparation de l’ADN. L’augmentation de la 

tolérance de la cellule à la présence d’adduits est liée en partie à la présence d’ADN 

polymérases plus permissives. En effet, elles vont détecter la présence d’adduit et au lieu de 

s’arrêter, elles vont rajouter des nucléotides en face de l’adduit. Il n’y aura alors pas de 

signalement de lésions de l’ADN et donc pas de signal induisant l’apoptose (Rabik and Dolan, 

2007; Thomas and Chatelut, 2007). La déficience des systèmes identifiant et signalant les 

lésions à l’ADN est aussi responsable de la tolérance de la cellule aux adduits. Enfin, l’utilisation 
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importante du cisplatine, va aussi conduire la cellule tumorale à s’adapter et à augmenter 

l’efficacité des systèmes de réparation de l’ADN (NER, BRCA). Ces systèmes vont détecter les 

adduits, couper l’ADN avant et après la liaison, éliminant ainsi l’adduit de la séquence d’ADN qui 

sera ensuite réparée par une ADN polymérase (Rabik and Dolan, 2007). 

C’est l’existence de ces mécanismes variés de résistance au cisplatine qui a poussé la 

communauté scientifique à créer de nouveaux analogues et de nouvelles méthodes 

d’administration.  
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Chapitre 4 : La chimie click 

 La chimie click : concept I.

 Généralités a.

La chimie click prend exemple sur la nature pour créer de nouvelles molécules. En effet, 

la nature est capable de créer un grand nombre de molécules très diverses. Un grand nombre 

d’entités chimiques peuvent être découpées en plusieurs morceaux qui sont reliés les uns aux 

autres par des liaisons carbones hétéroatomes. Cependant, ces morceaux sont constitués de 

liaisons carbone-carbone que seule la nature arrive à créer facilement. La chimie click n’a pas 

pour but /ambition l’élaboration de telles liaisons. Elle se concentre sur la création de liaisons 

carbone-hétéroatome entre divers fragments (Kolb et al., 2001; Kolb and Sharpless, 2003; 

Moses and Moorhouse, 2007). 

Ces liaisons sont créées grâce à des réactions ayant des caractéristiques précises. Elles 

doivent être modulaires, rapides et faciles à mettre en place, à très hauts rendements, et 

générer seulement des sous-produits inoffensifs pouvant être éliminés par des méthodes non-

chromatographiques. De plus ces réactions doivent être stéréospécifiques. Le milieu réactionnel 

doit être simple, les matières premières ainsi que les réactifs doivent être faciles à trouver. 

L’utilisation d’un solvant n’est pas obligatoire, dans tous les cas il doit être facilement 

éliminable. Les différentes réactions utilisées peuvent être regroupées en quatre catégories 

(Kolb et al., 2001; Kolb and Sharpless, 2003; Moses and Moorhouse, 2007; Hein et al., 2008) : 

- des réactions de cycloadditions dont celles de la famille des Diels-Alder 

transformations. 

- des réactions de substitutions nucléophiles conduisant à l’ouverture d’un cycle. 

- des réactions chimiques de type non aldoliques sur des fonctions carbonyl. 

- des réactions  sur des doubles liaisons carbone-carbone : surtout des réactions 

d’oxydation. 

L’ensemble de ces réactions est regroupé sous le terme de « click réaction » (Figure 12). 

 Les matières premières nécessaires à ces réactions sont fournies aux chimistes par 

l’industrie pétrolière. En effet, les matières premières utilisées lors de synthèses ayant recourt à 

la chimie click sont des oléfines et des composés acétyléniques. Ces composés possèdent des 

doubles liaisons carbone-carbone qui sont de très bons réactifs. Ces molécules peuvent être 

facilement modifiées via des réactions d’oxydation et d’addition. Ces matières premières 

renferment de l’énergie qui va être utilisée lors de la réaction. En résumé, les réactifs apportent 

une partie de l’énergie nécessaire à la réaction (Kolb et al., 2001; Kolb and Sharpless, 2003; 

Moses and Moorhouse, 2007; Hein et al., 2008) . 
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Figure 12 : Classification des différentes click réaction, avec Nu = nucléophile et 
EWC = « electron withdrawing group » ou groupe électro-attractif (d’après Hein et al., 
2008a) 

Le solvant, le plus couramment utilisé est l’eau. En effet l’équipe du professeur 

Sharpless a constaté que de nombreuses réactions se déroulaient sans problème pour donner 

un seul produit dans l’eau chaude. La solubilité des réactifs dans l’eau n’entre pas en compte. 

En effet, l’énergie libre de telles molécules est augmentée lorsqu’elles ne sont pas solubles dans 

l’eau, ce qui a pour conséquence d’augmenter leurs réactivités. De plus, l’eau est un solvant 

neutre, il ne va pas interférer avec les réactifs. L’eau empêche aussi les différentes fonctions 

telles que les fonctions hydroxy et amides d’interférer avec les réactions clicks, ce qui va avoir 

pour conséquence de supprimer toutes les étapes de protection et de déprotection de ces 

fonctions. Enfin l’eau est un solvant qui présente l’avantage d’avoir une température 

d’évaporation facile à obtenir, et c’est aussi un solvant très intéressant de par sa capacité à 
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stocker de grandes quantités d’énergie (Kolb et al., 2001; Kolb and Sharpless, 2003; Moses and 

Moorhouse, 2007; Hein et al., 2008). 

 Les réactions clicks  b.

Les réactions de cycloadditions, sont les plus utilisées des réactions clicks. Ces réactions 

de cycloadditions se rapportent majoritairement aux 1, 3 dipolar cycloadditions (Figure 13). 

Elles  regroupent aussi les hétéro Diels-Alder cycloadditions (Moses and Moorhouse, 2007; 

Colombo and Peretto, 2008; Hein et al., 2008; Moorhouse and Moses, 2008). C’est cette classe 

de réaction, et plus particulièrement la : « Huisgen 1,3 dipolar cycloaddition (HDC) of azides 

and terminal alkynes », qui est la plus utilisée (Hein et al., 2008; Gregoritza and Brandl, 2015). 

En effet, la grande majorité des publications sur les applications de la chimie click font 

référence à cette réaction. De plus, elle peut être considérée comme la click réaction type : elle 

remplit tous les critères et est facile à mettre en place. Comme il s’agit de la réaction la plus 

utilisée, elle va être abordée en détail dans la sous-partie suivante. 

Les autres réactions clicks sont moins utilisées que les cycloadditions. Mais ce n’est pas 

pour autant qu’elles ne présentent aucun intérêt. Par exemple, les réactions nucléophiles 

conduisant à l’ouverture de cycles peuvent être utilisées pour former les fonctions azides ou 

alkynes sur une molécule. Ces réactions d’ouvertures de cycles regroupent notamment les 

ouvertures de cycles tendus à hétéroatomes tels que les époxides, les aziridines, les cycles 

sulfates… (Figure 13) (Moses and Moorhouse, 2007; Colombo and Peretto, 2008; Hein et al., 

2008; Moorhouse and Moses, 2008). 

Les réactions chimiques de type non-aldolique sur des fonctions carbonyle renferment 

elles des réactions telles que la formation d’oxime d’éthers, d’hydrazones et d’hétérocycles 

aromatiques (Kolb et al., 2001; Kolb and Sharpless, 2003; Moses and Moorhouse, 2007; 

Colombo and Peretto, 2008; Hein et al., 2008) (Figure 13). 

Pour les réactions sur des doubles liaisons carbone-carbone, on retrouve surtout des 

réactions d’oxydation telles que l’époxidation, la dihydroxylation… et certaines réactions 

d’addition de Michael (Figure 13) (Kolb et al., 2001; Kolb and Sharpless, 2003; Moses and 

Moorhouse, 2007; Colombo and Peretto, 2008; Hein et al., 2008). 
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Figure 13 : A. Réaction click énergétiquement favorable, en rouge les liaisons 
nouvellement formées. B. Exemple d'une cycloaddition catalysée par le cuivre  et 
comparaison structurale et électronique d'une liaison peptidique et d'une 
liaison 1,2,3 triazole. D’après (Kolb and Sharpless, 2003). 

 Huisgen 1.3 dipolar cycloaddition c.

Cette réaction permet l’obtention d’hétérocycles 1, 2, 3 triazolés disubstitués. Elle peut 

être réalisée dans de nombreuses conditions expérimentales (Moses and Moorhouse, 2007; 

Hein et al., 2008) :  

- des températures allant de 0 à 160°C 

- une large variété de solvants (dont l’eau) 

- à différentes valeurs de pH (5 à 12) 

L’étape de purification ne consiste généralement qu’en une étape de filtration. De plus, 

cette réaction n’est pas affectée par des problèmes d’encombrements stériques. Les autres 

avantages de cette réaction viennent du fait que les fonctions azides et alkynes terminales sont 

faciles à obtenir (Breinbauer and Köhn, 2003; Hein et al., 2008; Tron et al., 2008). Le produit 

obtenu lui aussi présente des avantages. En effet, les cycles 1, 2, 3 triazolés imitent les 

propriétés des liaisons peptidiques (place des atomes et propriétés électroniques) mais sans 

être sensibles au clivage par hydrolyse. Cette réaction n’est utilisée qu’en présence d’un 

catalyseur. En fonction de la nature de ce dernier, le produit obtenu varie (Hein et al., 2008) : 

- Si le catalyseur utilisé contient du cuivre, comme dans l’exemple suivant, on 

obtient alors un 1, 2, 3 triazolés disubsitué en 1,4. 

- Si on utilise un complexe au ruthenium alors on obtiendra un 1, 2, 3 triazolés 

disubstitué en 1, 5. 
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En général, les mécanismes réactionnels des cycloadditions se font par processus 

concertés. Cependant, d’après des études expérimentales, il a été montré que pour cette 

réaction il ne s’agissait pas d’un mécanisme concerté. Le mécanisme détaillé ci-dessous est 

celui de la « CuI catalysed huisgen dipolar cycloaddition ». Ce schéma a été réalisé d’après des 

résultats expérimentaux (Hein et al., 2008). 

 

Figure 14 : Mécanisme réactionnel de la cycloaddition dipolaire de Huisgen, L 
représente les ligands qui peuvent être très variable. D’après (Bock et al., 2006; Hein et 
al., 2008). 

 La  première étape de cette synthèse est la complexation de l’atome de cuivre par une 

des liaisons pi de l’alkyne. Il y a ensuite déprotonation de l’alkyne pour former un Cu-acetylide. 

Cette déprotonation est rendue possible car la complexation de l’atome de cuivre a conduit la 

diminution du pKa de l’alkyne de départ. De ce fait, cette protonation peut se réaliser dans un 

solvant aqueux sans l’ajout d’une base. 

Dans l’étape suivante, le doublet libre de l’azote (N1) va réagir avec le deuxième atome 

de cuivre du Cu-acetylide. Cette étape va conduire à un réarrangement électronique au niveau 

des atomes d’azotes de l’azide. Ce réarrangement va conduire à une attaque nucléophile de 

l’azide sur la triple liaison de l’alkyne. Il va alors se former un métallo-cycle qui va évoluer vers 

la formation d’un hétérocycle à 5 atomes. 

La dernière étape de cette synthèse est la protonation du cycle, conduisant à la 

régénération du catalyseur et à la libération du produit. L’utilisation d’une telle réaction a permis 

la création d’une librairie de molécules très variées.   
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 Les applications de la chimie click en biologie II.

 Découvertes / synthèses de nouvelles molécules a.

- Synthèses de molécules leader / bibliothèques de molécules. 

La création de bibliothèques de molécules avec l’aide de la chimie click peut être divisée 

en deux parties. En effet on peut distinguer les bibliothèques obtenues à partir d’un seul produit 

de départ qui va subir des modifications (chimie combinatoire), de celle appelée « convergent 

click librairies » (Moorhouse and Moses, 2008). 

Les bibliothèques découlant de la modification d’une molécule servant de modèle sont 

nombreuses et ont amené à la découverte de molécules intéressantes pour la recherche 

médicale. Ainsi, Lexion Pharmaceuticals a utilisé la chimie click pour produire une librairie de 

molécules contenant 200000 composés différents, chacun étant pur à plus de 85% (Kolb and 

Sharpless, 2003). La synthèse de ces composés a été réalisée à partir de petits blocks non 

commerciaux. Des réactions telles que l’ouverture de cycle par attaque nucléophile ont été 

utilisées pour la création de cette librairie. Une des molécules leader de cette librairie a conduit 

à la découverte d’un agoniste des récepteurs gamma, responsable de l’activation de la 

prolifération des peroxysomes (peroxisome proliferator-actived receptor γ agonist) (Kolb and 

Sharpless, 2003). Plus récemment, des chercheurs ont créé une librairie de molécules en 

prenant comme point de départ la molécule de zanamivir dans le but de trouver de nouvelles 

molécules pour le traitement de la grippe aviaire. 16 molécules ont été synthétisées ; certaines 

possédaient une activité plus faible que le zanamivir et une seule était à peu près aussi active 

que la molécule de départ. Il existe plein d’autres exemples de ce type de librairie ayant 

contribué à la découverte de nouvelles molécules actives (Moorhouse and Moses, 2008). 

Les « convergent click librairies » ont aussi conduit à la découverte de nouveaux 

composés. Dans ces bibliothèques, la synthèse des produits se fait par couplage de plusieurs 

petites entités complexes. Cela a pour conséquence d’augmenter la diversité des molécules 

produites (Moorhouse and Moses, 2008).  

- In situ chimie click. 

Cette technique correspond à la synthèse guidée de façon irréversible d’une molécule 

cible. On va par exemple chercher à synthétiser un inhibiteur d’une enzyme (Manetsch et al., 

2004; Krasiński et al., 2005; Moorhouse and Moses, 2008; Mamidyala and Finn, 2010). Pour se 

faire, on va mettre dans notre milieu réactionnel une certaine concentration d’enzymes puis des 

fragments de molécules se liant au site actif de l’enzyme. Ces fragments devront contenir de 

façon individuelle une fonction azide et une fonction alkyne terminale. Ces deux fonctions 

devront se trouver à proximité dans le site actif. L’enzyme va alors synthétiser par elle-même 

son inhibiteur. Cette technique de synthèse de molécules d’intérêts a été mise au point par le 
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professeur Sharpless et ces collègues (Manetsch et al., 2004). Pour mettre en évidence ce 

phénomène, ils ont utilisé comme enzyme l’acétylcholine estérase (AChE) (Figure 15).  

 

Figure 15: Représentation schématique du couplage entre la tacrine et un 
fragment alkyne dans le site actif de l'AChE (Moorhouse and Moses, 2008). 

Cette technique est à l’origine de nombreuses publications dans le domaine de recherche de 

ligands de diverses enzymes, une des récentes correspond à la recherche d’un inhibiteur d’une 

enzyme bactérienne : une chitinase (Hirose et al., 2009; Mamidyala and Finn, 2010). 

Bien que la découverte de nouvelles molécules d’intérêts médicales soit l’un des domaines dans 

laquelle l’utilisation de la chimie click est très répandue, les applications de cette stratégie de 

synthèse sont très variées allant de la synthèse d’inhibiteurs, de ligands spécifiques à un 

récepteur, à la synthèse d’anticorps  (Krasiński et al., 2005; Moorhouse and Moses, 2008; 

Hirose et al., 2009; Mamidyala and Finn, 2010; Millward et al., 2013). 

 Bioconjugaison b.

La bioconjugaison consiste à la modification in vivo  ou in vitro de molécules biologiques 

sur des cellules vivantes dans des conditions physiologiques. L’utilisation de la chimie click dans 

ce domaine est due aux propriétés de la « Copper-catalysed azide-acetylene union » 

(Breinbauer and Köhn, 2003). En effet, de par la grande inertie des réactifs de départ et de la 

capacité de cette réaction de se dérouler sans problème dans des conditions biologiques, cette 

réaction est parfaite pour ce type d’application. Cette réaction a été utilisée pour marquer des 

organismes vivants ou des protéines. Grâce à l’utilisation de cette méthode, le professeur Finn 

et son équipe ont réussi à étiqueter sans dommage les particules composant la capside du « 

Cowpea mosaic virus » (CMPV) (Breinbauer and Köhn, 2003; Kolb and Sharpless, 2003).  

L’application de la chimie click au domaine de la bioconjugaison permet aussi le 

marquage de l’ADN. Cette application peut être utilisée pour le séquençage de fragments d’ADN 

en utilisant la méthode de Sanger. Pour ce faire, il suffit de rajouter dans le milieu PCR une 
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base purique modifiée (contenant une fonction azide rajouté à l’aide d’un « linker ») (Kolb and 

Sharpless, 2003; Seo et al., 2003; Ami and Fujimoto, 2008).  

On peut aussi utiliser cette réaction pour réaliser un ABPP (Activity-based protein 

profiling) (Breinbauer and Köhn, 2003; Moses and Moorhouse, 2007). Il s’agit d’une méthode 

chimique qui utilise des sondes se liant au site actif des protéines pour marquer ces protéines et 

suivre leur taux d’expression ainsi que leur fonction. La sonde utilisée porte à son extrémité une 

fonction azide. Cette dernière réagira avec la fonction acétylène du révélateur, marquant ainsi 

la protéine ayant fixée la sonde. Cette méthode a déjà permis la détection de nombreuses 

molécules. Cette technique a démontré qu’elle était aussi efficace que les méthodes 

traditionnelles pour déterminer le taux d’expression de la glutathion S-transférase (GSTO 1-1) 

dans les cas de cancer du sein (Kolb and Sharpless, 2003). 

 

Figure 16 : Application de la bioconjugaison par cycloaddition d'azide et 
acetylène. A. Virus, cellule, et marquage de protéine ; B. Profil d'activité 
protéique in vivo ; C. Séquençage de l'ADN par la méthode de Sanger. D’après 
(Kolb and Sharpless, 2003). 

Dans la Figure 16 sont  résumées toutes les applications de bioconjugaison utilisant la 

cycloaddition d’une fonction azide et acétylène. 
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 Sciences de polymères c.

- Les polymères thérapeutiques. 

Les polymères thérapeutiques regroupent tous les différents types de polymères 

pouvant être utilisés comme vecteurs non viraux (Binder and Sachsenhofer, 2007; Hein et al., 

2008). Bien que la chimie click ait été développée pour être un outil important dans la 

recherche de nouvelles molécules d’intérêt thérapeutique, l’application pour laquelle elle est le 

plus utilisée est la chimie des polymères. En effet, la majorité des publications contenant les 

mots clés « Click chemistry » a pour sujet la synthèse de polymères. Comme pour les autres 

applications, la réaction la plus utilisée est la réaction de cycloaddition permettant la formation 

d’un hétérocycle 1,2,3 triazolé (Opsteen and van Hest, 2007; Billiet et al., 2009). Toutes ces 

publications abordent différents points de la synthèse des polymères allant de la synthèse de 

blocs de copolymères à celle de la synthèse de dendrimères. Il serait trop long de décrire toutes 

les utilisations de la chimie click dans ce type de synthèse, c’est pourquoi il ne sera abordé que 

les aspects généraux de certaines de ces utilisations (Binder and Sachsenhofer, 2007; Dijk, 

2009; Ma et al., 2015). 

L’apparition du concept de chimie click a grandement modifié la synthèse de nouveaux 

blocs de copolymères. En effet, c’est l’un des moyens les plus efficaces pour relier deux 

substances ensemble et de répéter cette étape de lier des homopolymères pour former des 

blocs de copolymères. L’utilisation de la chimie click dans ce domaine a permis d’utiliser un plus 

large panel de composés, qui ne pouvait être employés avec les anciennes méthodes (Billiet et 

al., 2009).  

La chimie click a aussi un rôle dans la synthèse de dendrimères. Elle en a grandement simplifié 

leurs synthèses. Elle a rendu plus facile leurs applications (Binder and Sachsenhofer, 2007). 

- Synthèse de nanoparticules pour la délivrance de composés. 

Ces nanoparticules sont des systèmes de délivrances de substances médicamenteuses 

ou non. On retrouve sous ce terme : les nanoparticules d’or, les liposomes, les micelles… Ces 

systèmes de livraisons de molécules présentent un grand intérêt dans le domaine 

pharmaceutique (Brennan et al., 2006; Binder and Sachsenhofer, 2007; Gole and Murphy, 

2007; Hein et al., 2008). La chimie click est notamment utilisée pour la modification de la 

surface des liposomes pour en améliorer leur propriété. Deux études sont parues sur ce sujet, 

celle du professeur Hassane est particulièrement intéressante. Le professeur Hassane et ses 

collègues ont reporté une nouvelle stratégie pour la fixation de mannose sur la surface de 

liposomes via la chimie click (Hassane et al., 2006; Hein et al., 2008). Le résultat de cette étude 

a montré que de tels liposomes pouvaient servir de véhicules pour des substances ayant une 

cible bien particulière comme les cellules dendritiques humaines. 
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Chapitre 1 : Administration ciblés de 

doxorubicine  

 Introduction I.

 Les glioblastomes, comme abordés lors des rappels bibliographiques, sont des cancers 

difficiles à prendre en charge. Une majorité des travaux de recherche menée pour améliorer 

leurs prises en charge repose sur l’administration ciblée de médicaments. Avec la découverte de 

la CTX, une alternative à l’utilisation de l’immunothérapie semble viable et prometteuse. Dès 

lors, l’identification de peptides semblables à la CTX est devenue un enjeu important. 

Actuellement un seul analogue de la CTX montre un intérêt il s’agit de BmKCT. De très récents 

travaux ont montré un potentiel comparable pour ce peptide à celui de la CTX (Xu et al., 2016). 

Au cours de mon travail de thèse, j’ai travaillé à la caractérisation de 3 autres peptides : 

Lqh8/6, Bs 14 et le lepidopteran. Ces 3 peptides sont issus de venins de scorpions comme la 

CTX et partagent avec cette dernière une forte homologie de séquences (61% à 72%). Il nous 

a donc semblé intéressant de les étudier afin de déterminer s’ils pouvaient être utilisés pour 

l’administration ciblée de médicaments. Le but de cette caractérisation était d’identifier parmi  

ces 3 peptides, celui qui était le plus intéressant et de réaliser des essais d’administration de 

doxorubicine avec ce composé. 

Ce travail a été mené en parallèle avec mes autres travaux de thèse basés sur une 

autre toxine : la maurocalcine et avec le même fil conducteur, à savoir l’utilisation d’un système 

de couplage  « cargo-vecteur » universel. C’est pour cela que nous avons à nouveau eu recourt 

à la chimie click afin de coupler la doxorubicine au meilleur des trois peptides. En effet, 

l’utilisation de la chimie click pour réaliser le couplage présente deux intérêts majeurs : (i) la 

réaction de couplage azide/alkyne choisi est spécifique, ne génère pas de sous-produit et 

permet la plupart du temps l’utilisation de solvant simple ; (ii) la synthèse d’un vecteur unique 

« universel » avec une fonction azide qui pourra être couplé à tout cargo possédant la fonction 

alkyne (fluorochrome, agent thérapeutique, nanoparticule, quantum dot…). Cependant un 

inconvénient majeur de cette stratégie est la nécessité de modifier le cargo pour introduire la 

fonction alkyne. Si l’introduction de la fonction azide sur le peptide peut se faire facilement au 

cours de la synthèse par l’introduction d’un acide aminé modifié porteur de la fonction, la 

modification du cargo nécessite plus de travail. Il faut en effet identifier une fonction chimique 

facilement modifiable et qui n’est pas essentiel à l’activité du cargo. 

 Les résultats obtenus sur ce projet sont présentés sous la forme du draft d’un article 

qui sera soumis dès l’obtention des résultats des essais in vivo. 
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 Conclusions II.

Depuis la découverte de la CTX, beaucoup de travaux ont été conduits sur l’utilisation 

de cette toxine dans la lutte contre le glioblastome. Concentrant ainsi l’attention, il y a encore à 

ce jour peu d’articles publiés sur l’existence d’autres peptides présentant les mêmes 

caractéristiques. Cependant la découverte d’un tel peptide représente un véritable potentiel 

pour améliorer la prise en charge des glioblastomes mais aussi d’autres cancers. Avec ce projet 

nous avons voulu identifier de nouveaux peptides d’origine naturelle présentant des 

caractéristiques identiques. Après avoir sélectionné trois candidats sur la base de leur 

homologie de séquences et de structure, nous avons commencé à caractériser ces peptides, à 

comparer leurs propriétés à celle de la CTX. Si l’on regarde les résultats présentés concernant la 

caractérisation, il apparait clairement qu’il s’agit uniquement d’un début. Cependant l’absence 

de toxicité des peptides, l’effet anti-invasif de Lqh8/6 et du lepidopteran associé à leur capacité 

à pénétrer dans la cellule et à diffuser dans le cytoplasme, représente autant de résultats 

encourageants pour la suite de ce projet. Il est évident que la prochaine étape dans la 

caractérisation de ces peptides est la vérification du ciblage des cellules cancéreuses sur une 

des coupes histologiques humaines. En effet sans la capacité de ciblage, l’utilisation de ces 

peptides dans le traitement des glioblastomes sera compromise malgré l’efficacité observée lors 

de l’administration de Lqh-8/6 doxorubicine. Des essais de toxicité et de pénétration sur des 

lignées astrocytaires saines doivent aussi être réalisés afin de compléter les résultats obtenus 

jusqu’à présent. De plus les résultats des essais in vitro viendront aussi parachever les résultats 

présentés dans ma thèse. 

La Lqh-8/6 doxorubicine permet d’apporter la preuve de concept que l’utilisation d’un 

système de couplage « universel » basé sur la chimie click est très intéressante. En effet les 

résultats de toxicité, bien que montrant un effet de la Lqh-8/6 doxorubicine, il reste moindre 

que celui de la doxorubicne alkyne et de la doxorubicine. Il reste donc du travail à réaliser afin 

d’optimiser ce composé sans doute en se concentrant sur le couplage. L’utilisation d’un autre 

anticancéreux ayant une activité uniquement cytoplasmique est aussi une possibilité à 

envisager.  

Le travail réalisé sur ce projet au cours de ma thèse représente le premier pas vers le 

développement d’un nouveau système de délivrance de composés actifs pour le traitement des 

glioblastomes et des autres tumeurs cancéreuses de la même origine neuro-ectodermique..  
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Chapitre 2 : La maurocalcine comme 

vecteur d’un dérivé du cisplatine. 

Article : Un nouveau conjugué : Platine-maurocalcine induit l’apoptoses des 

cellules de glioblastome Humain en agissant sur la voie ROS-ERK/AKT-p53. 

 Introduction I.

Comme nous l’avons vu dans la présentation de la maurocalcine, de nombreux travaux 

ont été conduits au sein du laboratoire pour trouver le variant le plus intéressant comme 

vecteur de composé. Seul trois papiers ont été publiés présentant l’intérêt du couplage de la 

MCa à la doxorubicine. Dans le but d’approfondir ces résultats, nous avons choisi de tester le 

couplage d’un autre anticancéreux, un dérivé du cisplatine. En effet, les dérivés du cisplatine et 

ce dernier font partie de l’arsenal thérapeutique pour traiter les glioblastomes. Suite à la 

parution de travaux de Damian et collaborateur (Damian et al., 2010), nous avons décidé 

d’utiliser leurs nouveaux dérivés du platine, le MBL-III-7. Il a l’avantage d’être facilement 

synthétisable et de pouvoir se coupler au peptide au cours de la synthèse peptidique. Ce sont 

deux avantages très importants puisque pour ce projet nous avons retenu deux analogues de la 

MCa comme vecteur : un variant tronqué linéaire constitué des neuf premiers acides aminés de 

la MCa : la MCaUF1-9 et un variant taille complète la D-MCa. Il nous fallait donc trouver une 

méthode de couplage applicable pour ces deux vecteurs et qui n’augmentait pas le coût de 

production. Comme la D-MCa est un peptide de 33 acides aminés ayant une structure 

secondaire maintenue par 3 ponts disulfures, l’utilisation d’une cystéine surnuméraire et un 

couplage via une liaison disulfure ou maleimide était une stratégie trop couteuse. La possibilité 

de coupler l’agent thérapeutique sur le vecteur au cours de la synthèse peptidique présente un 

véritable avantage.  

Lors des travaux préliminaires sur ces deux composés, j’ai comparé leurs activités sur 

des cellules F-98 (cellules de glioblastome de rat). Ces résultats non présentés dans l’article, ont 

permis de déterminer que bien que nous ayons une activité pour le composé utilisant la D-MCa 

comme vecteur, on ne retrouve pas d’effet similaire pour le composé utilisant le MCaUF1-9 

comme vecteur. La suite des travaux, ayant pour objectif de déterminer s’il y a une 

augmentation de la toxicité pour le composé vectorisé par rapport au cisplatine et sur les 

mécanismes de toxicité, a été réalisée en collaboration avec d’autres laboratoires. Afin de 

pouvoir poursuivre mes travaux sur mes autres projets de thèse, seule la synthèse chimique et 

les résultats préliminaires ont été réalisés au laboratoire. Ce sont les résultats de ces travaux 

qui ont abouti à la publication de l’article suivant. 



 

116 
 



 

117 
 



 

118 
 



 

119 
 



 

120 
 



 

121 
 



 

122 
 



 

123 
 



 

124 
 



 

125 
 



 

126 
 



 

127 
 



 

128 
 



 

129 
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After publication of the article, we identified errors in the article 

body, concerning the reference in the text to the result of figure 2. It also 

appears, that figure 9, showing the results on the study of 

phosphorylation of ERK is missing since the results are referenced in the 

text as in figure 8. You will find below the correction to the relevant 

section and the figure 9. 

� Results 

Pt-1-DMCa Causes Cytotoxicity in Astrocytes and in Glioma U87 Cells.  

To investigate the cytotoxic effect of the Pt-1-DMCa conjugate and to compare it with that of 

cisplatin in U87 GBM cells, MTS assays were performed after treating the cells, or not, with 

several concentrations of each drug for variable durations (Figure 2). As shown in Figure 2A, 1-

DMCa alone had negligible cytotoxicity against this cell line, including at high concentration (60 

μM). These results are in line with the reported absence of toxicity of D-MCa14 and indicate that 

MBL-III-7 (1) conjugation to D-MCa does not generate by itself a toxic compound. In contrast, 

48 h treatments with either Pt-1-DMCa or cisplatin induce cell cytotoxicity in the cell line in a 

concentration-dependent manner (Figure 2A). The cell toxicity after treatment with the novel 

platinum-conjugate Pt-1- DMCa (concentration from 1 to 60 μM) ranged from 10.9 to 79.6%. 

The average IC50 value of the conjugate determined from three independent experiments in 

U87 cells was 12.7 ± 2 μM, whereas the average IC50 value for cisplatin was 23.5 ± 3.4 μM. 

Interestingly, the Pt-1-DMCa platinum conjugate appears to possess a marked cytotoxic effect 
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at lower concentrations that is not observed with cisplatin (below or equal to 10 μM). At higher 

concentrations, however, the cytotoxicity of Pt-1- DMCa was similar to that of cisplatin. In 

addition, we examined the cytotoxic effects of both compounds on a normal non tumor cell line 

such as SVGp12. Pt-1-DMCa seems to possess a negligible cytotoxic effect on SVGp12 since it 

did not exceed 13.6% at concentrations below or equal to 10 μM (Figure 2B). In contrast, in the 

case of cisplatin, cytotoxicity starts at low concentrations and reaches greater levels (28.7%) 

than with Pt- 1-DMCa, suggesting that the latter has a more selective effect on cancerous cells.  

To further study the toxicity of both drugs on U87 cells, their effects were analyzed at the 

concentration of 5 μM for prolonged times (1−4 days). At this concentration Pt-1-DMCa exerted 

a significant effect that was not observed for cisplatin. In these conditions, up to 42 ± 4.2% of 

the cells were not viable in the presence of the platinum conjugate, while in the presence of 

cisplatin only 17 ± 5% of the cells died at 4 days (Figure 2C). In addition, the effect of each drug 

was assessed after a short term exposure (4 h) at higher concentration (20 and 40 μM) followed 

by 1−4 days incubation of the cells after removal of the drugs. Treatment with 20 μM Pt-1-DMCa 

induced from 32.5 ± 1.6% to 48 ± 2% of cell killing between 1 and 4 days (Figure 2D). In 

contrast, in the same conditions, 20 μM of cisplatin produced a low toxicity (from 10.2 ± 1.6% to 

22 ± 2%). However, rising the concentration of these drugs to 40μM led to similar effects of both 

compounds on cytotoxicity (from 23 ± 2% to 41 ± 2.1% for cisplatin and from 27 ± 3.2% to 45 ± 

2% for Pt-1-DMCa) (Figure 2E). 

Pt-1-DMCa Causes DNA Damage in U87 Cells. 

Production of DNA damage is the main known mechanism by which platinum and its 

analogues induce cell apoptosis. In this work, we examined whether Pt-1-DMCa or cisplatin 

could generate DNA damage and subsequently activate proteins such as histone H2A.X and 

p53, involved in response to this phenomenon (Figure 3). Comet assay was chosen to assess 

the DNA damage induced by each compound in experimental conditions similar to those of 

Figure 2D,E. The chosen concentrations (20 μM for the conjugate and 40 μM for cisplatin) 

generated similar toxic effects in GBM cells. Comet tails reflecting DNA damage could be 

observed in cells treated with cisplatin or Pt-1-DMCa, suggesting a common action of both 

compounds on DNA fragmentation (Figure 3A). To further confirm the effect caused by Pt-1-

DMCa and cisplatin on DNA, the expression levels of several DNA damage related signaling 

proteins, phospho-histone H2A.X, phospho-p53, and total p53, were assessed by Western blot. 

Increased phosphorylation levels of p53 and histone H2A.X were observed with 20 μM Pt-1-

DMCa and 40 μM cisplatin (Figure 3B). Phosphorylation of these proteins is well known to occur 

in response to DNA damage.
29

 These data demonstrate that both compounds act through DNA 

damage. 



 

131 
 

 

Figure 2 : Cell death induction by 1-DMCa, cisplatin, and Pt-1-DMCa in SVGp12 and glioma 
U87 cells. (A) Compounds were applied at various concentrations on U87 cells for 48 h before 
performing the MTS assay, as described in the Methods section. (B) SVGp12 cells were treated 
with various concentrations of Pt-1-DMCa, cisplatin, or 1-DMCa for 48 h before performing the 
MTS assay. (C) Cytotoxicity was assessed by 5 μM of all compounds after 4 h treatment, 
removing the medium, and cultured again for 1, 2, 3, and 4 days. (D) 20 μM of Pt-1-DMCa or 
cisplatin was used to treat the cells for 4 h, removing the medium, and cultured again for 1, 2, 3, 
and 4 days before performing the MTS assay. (E) 40 μM of Pt-1-DMCa or cisplatin was used to 
treat the cells for 4 h, removing the medium and cultured again for 1, 2, 3, and 4 days before 
performing the MTS assay. Data are representative of two independent experiments carried out 
in triplicate. Results are presented as mean ± SD. Significant differences between stimulated Pt-
1-DMCa and cisplatin cells are indicated by a star, *(P < 0.05) (A,B and C). Significant 
differences between stimulated cells (Pt-1-DMCa or cisplatin) and control cells are indicated by 
stars, *(P < 0.05) and **(P < 0.01) (D and E). 

Pt-1-DMCa Induces Apoptosis by Inhibiting ERK Phosphorylation.  

Activation of the MAPK pathways is commonly recognized to be associated with the 

resistance to cisplatin in many cancer cells, such as ERK.
35

 ERK phosphorylation can interfere 

with apoptosis at several levels. It can prevent the activation of caspases and induce the 

expression of anti-apoptotic factors such as Mcl-1 and Bcl-2. In this study, experiments were 

conducted to assess the effects of Pt-1-DMCa on the MAPK pathway in GBM cells. Decreased 

levels of phosphorylated ERK and decreased phospho-ERK/ERK ratio were detected in cells 

treated with 20 μM Pt-1- DMCa (Figure 9A,B) but not in cells exposed to 40 μM cisplatin (Figure 

9C,D) for different periods of time ranging from 0 to 24 h. In all conditions tested, total ERK 

protein remained globally stable. The phosphorylation level started to decrease after 2 h and 

was strongly inhibited after 24 h. Phospho-ERK inhibition may represent an early event in the 

apoptosis process as for the inhibition of phospho-AKT. The specific effect of the conjugate on 

inhibition of ERK phosphorylation represents another functional advantage of Pt-1-DMCa as a 
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potential anti-cancer effect. To analyze the importance of inhibition of ERK phosphorylation on 

U87 cells apoptosis, U0126, an inhibitor of MEK, the upstream kinase of phospho-ERK, was 

tested in the same experimental condition than in Figure 1C,D. Alone or combined with 20 μM 

Pt-1- DMCa or 40 μM cisplatin, an important cytotoxicity was observed with all these treatments 

(Figure 9E). Furthermore, the Western blotting assay showed that U0126 significantly inhibits 

phospho-ERK level in cells treated by 20 μM Pt-1- DMCa and enhances this inhibition effect in 

cells treated by 40 μM cisplatin after 24 h (Figure 9F). In this case, cisplatin acts similarly to Pt-

1-DMCa. These results indicate that inhibition of ERK phosphorylation plays an important role in 

the apoptosis induced by Pt-1-DMCa but not by cisplatin. 

 

Figure 9 :  Contribution of ERK to apoptosis induced by Pt-1-DMCa and cisplatin. 
(A, B) Time dependent Effect of Pt-1-DMCa and cisplatin on the phosphorylation and 
expression level of ERK for 1-24 h, respectively. (C, D) Comparison of total ERK and 
phospho-ERK levels on treated cells. Quantification of the western band intensity was 
performed using the Image G software. (E) Effect of U0126 (MEK inhibitor) on growth 
inhibition induced by Pt-1-DMCa and cisplatin. Cells were pretreated with 5 μM U0126 for 
1 h and then cultured in presence of Pt-1-DMCa for 72 h. Cell viability was determined by 
the MTS assay. All data are expressed as means ± SD of triplicates. Bars with different 
characters are statistically different at P < 0.05 level. (F) Cell lysates were subjected to 
Western blot analysis to determine the effect of U0126 on ERK and histone H2A 
phosphorylation. Equal protein loading was confirmed by analysis of Hsc70 in the protein 
extracts. 
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 Conclusions II.

Dans cette étude, nous avons montré que notre composé Pt-1-DMCa présente des 

propriétés différentes de celle du cisplatine : 

- Une activité cytotoxique à plus faible dose, 

- L’induction de l’apoptose via la production d’espèces réactives de l’oxygène 

(ROS), augmentant les dégâts à l’ADN induit par le platine, 

- L’induction de l’apoptose par la voie intrinsèque et extrinsèque 

- L’inhibition des voies AKT et ERK. 

L’ensemble de ces propriétés ayant été observé chez une lignée cellulaire connue pour 

présenter une résistance au cisplatine, rend notre nouveau composé intéressant pour 

l’administration d’anticancéreux à base de platine. 

Bien que ces résultats soient très positifs, il reste encore des questions en suspens 

concernant le mécanisme d’action de ce composé. Il serait en effet intéressant de déterminer 

plus précisément l’action de Pt-1-DMCa sur les enzymes responsables de la production de ROS, 

et déterminer comment cette augmentation des ROS entraine l’inhibition de voies AKT et ERK. 

De plus si l’on reprend les résultats préliminaires, il serait utile de déterminer les raisons de 

l’efficacité de la D-MCa comme vecteur par rapport à la MCaUF1-9. Même si l’utilisation de la D-

MCa fonctionne et offre au composé en plus de son activité une résistance aux protéases ; la 

synthèse de la D-MCa n’en est pas moins coûteuse et plus complexe qu’un peptide linéaire. Afin 

de réduire le coût de cette stratégie, il serait intéressant de pouvoir déterminer les raisons de 

l’efficacité de la D-MCa pour essayer de la remplacer par un analogue de la MCa qui serait plus 

facile et moins coûteux à produire. 
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Chapitre 3 : La maurocalcine, vecteur de 

doxorubicine 

 Introduction I.

Comme abordée dans le chapitre précédent, la MCa est un bon vecteur de substances 

anticancéreuses. Dans l’optique de créer un vecteur « universel » de composés au sein de 

cellules, j’ai poursuivi au cours de ma thèse les travaux du laboratoire sur l’administration de 

doxorubicine via la MCa. Comme de préalables travaux ont déjà montré l’efficacité du couplage 

de la doxorubicine via une liaison covalente (Aroui et al., 2009a; Poillot and De Waard, 2011), 

nous sommes restés sur cette idée de couplage via liaison covalente, mais au lieu d’utiliser un 

cross-linker, ou les réactions de couplage traditionnel (maleimide, formation de liaison 

disulfure), nous avons opté pour une approche plus originale : la chimie click. Cela nous a 

permis d’utiliser la même doxorubicine modifiée que pour le couplage avec la Lqh-8/6. 

L’utilisation de la doxorubicine dans cette preuve de concept présente 2 intérêts : (i) la 

doxorubicine étant fluorescente par elle-même, il est donc possible d’évaluer sa pénétration et 

localisation dans la cellule ; (ii) elle a déjà été utilisée dans le laboratoire couplé à la MCa, ce 

qui nous offre un point de comparaison. Ainsi dans le cadre de ce projet nous avons décidé 

d’évaluer l’intérêt de cette stratégie, en caractérisant les nouveaux composés formés puis en 

évaluant leurs toxicités sur différentes lignées cellulaires. Afin de ne pas me répéter, je ne 

reviendrai pas sur la synthèse de la doxorubicine alkyne et sur ses caractéristiques optiques. 

Ces points ayant été abordés dans le chapitre 1. Afin de compléter les travaux effectués et 

décrits dans le chapitre précédent, nous sommes partis des deux même vecteurs : D-MCa et 

MCaUF1,9. 

L’intérêt de la vectorisation de la doxorubicine via un variant de la MCa est d’en 

améliorer sa pénétration dans les cellules cancéreuses et les tissus difficiles d’accès (cerveau 

protégé par la BHE…), mais aussi de traiter de façon efficace des tumeurs complexes 

composées de cellules sensibles à la doxorubicine et des cellules résistances à la doxorubicine. 

C’est avec ces deux objectifs en tête que nous avons choisi de réaliser les tests in vitro sur des 

cellules F-98 (présentée plus tôt) et sur deux lignées cellulaires de cancer du sein : les MDA-

MB-435s (sensibles à la doxorubicine) et les MDA-MB-231 (résistantes à la doxorubicine). 
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Matériels et méthodes II.

 Modélisation moléculaire a.

En utilisant le logiciel Sybyl X 1.3 (Tripos Inc., St. Louis, MO, USA), et les structures 

PDB de la D-MCa (code 2KQL) et de la L-MCa (code 1C6W) et de la doxorubicine (code 1DA9), 

une représentation 3D des nouveaux composés a été réalisée. En utilisant la fonction mutation 

build de sybyl, les séquences de la D-MCa et de la L-MCa ont été modifiées pour correspondre 

au vecteur utilisé. En utilisant la fonction draw, les vecteurs et la doxorubicine ont pu être 

fusionné en créant un cycle triazolé entre les deux structures. 

 Synthèse peptidique b.

La synthèse des toxines a été réalisée par synthèse peptidique en phase solide comme 

décrit précédemment (Poillot et al., 2010). N-α-Fmoc-L-acide-aminé, Wang-Tentagel résine et  

autres réactifs utilisés ont été obtenus chez Iris Biotech. Les  solvants utilisés étaient de grade 

analytique et produit par Acros Organics. Brièvement, les peptides ont été chimiquement 

synthétisés en utilisant un synthétiseur de peptide automatisé (CEM © liberty). La chaîne 

peptidique a été assemblée un acide aminé à la fois à partir de 0.24 mEq de Fmoc-L-Arg (Pbf) -

wang-tentagel résine pour la MCaUF1-9 en utilisant 0.24 mmol des dérivées N-α-

fluorenylmethyloxycarbonyl (Fmoc) L-amino-acid. Pour la D-MCa la résine utilisée fut de la 

Fmoc‐D‐Arg‐Pbf‐Wang‐Tentagel résine (0.24 mEq) using 0.24 mmol of N‐α‐

fluorenylmethyloxycarbonyl (Fmoc) D‐amino‐acide. Les groupes de protection des chaînes 

latérales utilisés sont : trityl pour Cys et Asn, tert-butyle pour Ser, Thr, Glu et Asp, Pbf 

(2,2,4,6,7-pentamethyl-dihydrobenzofuran-5-sulfonyl) pour Arg et tert-butylcarbonyl pour Lys. 

Les réactifs étaient aux concentrations suivantes: Fmoc-amino-acide [0.2 M Fmoc-AA-OH dans 

dimethylformamide (DMF)], l'activateur (0.5 M 2-(1H-benzotriazole-1-yl)-hexafluorophosphate 

1,1,3,3-tetramethyluronium dans DMF), l'activateur base [2 M diisopropylethylamine dans N-

methylpyrrolidone (NMP)] et l'agent de déprotection (5 % piperazine/0.1 le M de 1-

hydroxybenzotriazole dans DMF), comme conseillé par PepDriver (CEM ©). Une fois la chaîne 

peptide synthétisée, les résines ont été traitées 4 heures à température ambiante avec un 

mélange d'acide trifluoroacetique/l'eau/triisopropylsilane (TSI)/dithiothreitol (DTT) 

(92.5/2.5/2.5/2.5). Le mélange peptidique est alors filtré et le filtrat est précipité à froid par 

l’ajout de tert-butylmethyl éther. Les peptides bruts sont récupérés par centrifugation (10.000 × 

G, 15 minute) et le surnageant est éliminé. Les peptides synthétisés sont ensuite purifiés par 

HPLC, utilisation d'une colonne Vydac C18 (218TP1010, 25 × 10 cm). L’élution des peptides a 

été exécutée avec un gradient de 10-60 % acetonitrile contenant 0.1 % d’acide 

trifluoroacétique (TFA). Les fractions purifiées ont été analysées par RP-HPLC analytique (Vydac 

C18 la colonne 218TP104, 25 × 4.6 cm). Tous les peptides ont été caractérisés par 

spectrométrie de masse MALDI-TOF.  
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 Couplage de la doxorubicine-alkyne avec les vecteurs c.

Afin de réaliser le couplage par chimie click le vecteur MCa –azide (1 eq) a été dissous 

dans du DMF et la doxorubicine-alkyne en solution dans du méthanol/DCM (1/1) a été ajouté 

(10 eq). Ensuite une solution aqueuse de CuSO4.5 H2O (5 eq) et une solution aqueuse 

d’ascorbate de Sodium (5 eq) ont été ajoutées. Le mélange a ensuite été soniqué à 35°C 

pendant 2 jours. La solution a ensuite été purifiée par HPLC en utilisant une colonne Vydac C18 

(218TP1010, 25×10 cm). L’élution de la doxorubicine-MCa a été réalisée en utilisant un 

gradient de 5-90% d’acétonitrile et 0,1% TFA. Le complexe a été identifié grâce à l’absorbance 

simultanée du complexe à 214 nm (liaison peptidique) et 495 nm (doxorubicine). La fraction 

d’intérêt est ensuite purifiée et quantifiée (rendement théorique de 90%). Une analyse par 

spectrométrie de masse (MALDY-TOF) a permis de caractériser le produit. 

 Culture cellulaire d.

Afin d’évaluer la toxicité des composés développés, des cellules indifférenciées de 

gliome de rat (F-98), deux lignées de cellule humaine de cancer du sein (MDA-MB-435s et MDA-

B-231). Les cellules F-98 ont été maintenues en culture à 37°C, 5% CO2 dans du milieu 

DMEM/F-12 supplémenté avec 2% (v/v) de sérum de veau fetal et 100 µg/mL de streptomycine 

et 100 unités/mL de pénicilline (invitrogen). Les lignées de cancer de sein  ont été maintenues 

en culture à 37°C, 5% CO2 dans du milieu DMEM avec une forte concentration de glucose (5 

g/l) supplémenté avec 10% (v/v) de sérum de veau foétal, 100 mM de MEN et 100 µg/mL de 

streptomycine et 100 unités/mL de pénicilline (Invitrogen). Le milieu de culture est changé tous 

les deux jours. Toutes les expériences ont été réalisées sur des cellules ayant une viabilité de 

95%. Après ensemencement, les cellules sont incubées à 37°C et 5% de CO2 sur la nuit avant 

d’être utilisées pour les différentes expérimentations. 

 Etude de microscopies e.

Afin d’étudier la pénétration et la répartition des composés synthétisés, de la 

doxorubicine, doxorubicine-alkyne, j’ai réalisé une série d’expériences d’imagerie confocale. Les 

cellules ont été ensemencées dans des labteks à une densité de 1000 cellules/puits. Après les 

avoir laissé sur la nuit à l’incubateur, les cellules ont été incubées pendant deux heures avec 10 

µM de doxorubicine, doxorubicine-alkyne, doxorubicine-DMCa ou de doxorubicine-MCaUF1,9  dans 

du milieu de culture sans FBS. Après les deux heures d’incubation, les cellules sont rincées 2 

fois avec du PBS. Les cellules ont été marquées dans du PBS avec 60 µg/mL Hoechst 34580 

(Molecular Probes Invitrogen, Cergy Pontoise, France) pendant 5 min afin de visualiser les 

noyaux des cellules. Les cellules ont ensuite été lavées avec du PBS avant d’être marquées dans 

du PBS contenant 50 µg/mL concanavalin A-Alexa 647 (Molecular Probes Invitrogen, Cergy 

Pontoise, France) pendant 5 min afin d’observer la membrane plasmique des cellules. On a de 

nouveau rincé les cellules avec du PBS. Avant de les ré-incuber dans du milieu de culture sans 

FBS et phénol red. Les cellules ont été immédiatement analysées en microscopie confocale en 
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utilisant un système Zeiss LSM. Hoechst 34580 (405 nm), Alexa 647 (668 nm) et la 

doxorubicine (590 nm) ont été excités et leur émission enregistré séquentiellement. Le réglage 

du laser permettant la détection de la doxorubicine a été réalisé en utilisant des cellules 

contrôles non incubées avec un composé contenant de la doxorubicine. Les paramètres ont été 

réglés au niveau le plus haut n’entrainant pas l’apparition d’une fluorescence chez ces cellules. 

Une fois le réglage effectué, le temps de la manipulation n’a plus été modifié. Après la prise 

d’images d’au minimum 50 cellules, les images ont été analysées en utilisant image J, et le 

rapport fluorescence dans le cytoplasme sur celles dans le noyau a permis de déterminer la 

localisation préférentielle des composés. 

  Evaluation de la pénétration des composés f.

Les différentes lignées cellulaires ont été ensemencées dans des plaques 24 puits à une 

densité de 50 000 cellules/puits. Après 24 hrs de culture, les cellules ont été incubées avec des 

concentrations diverses des différents composés (doxorubicine, doxorubicine-alkyne, 

doxorubicine-DMCa, doxorubicine-MCaUF1,9 dans du milieu de culture sans sérum à 37°C pour 2 

hrs). Les cellules ont été alors lavées avec du PBS pour enlever l'excès extracellulaire de 

composé et ont été traitées avec 500 µL de trypsine (Invitrogen) pendant 3 min à 37°C pour 

détacher les cellules de la surface et centrifugées à 500 g dans du milieu de culture avec sérum 

avant resuspension dans du PBS. Les cellules ont été immédiatement analysées par cytométrie 

en flux utilisant un BD Accuri C6 cytomètre (BD Biosciences, Pont de Claix, la France). Les 

données ont été obtenues et analysées utilisant le logiciel CFlow (BD Biosciences). Les cellules 

vivantes ont été consignées par forward/side scattering et un total de 10,000 événements ont 

été enregistrés. 

 Essai de toxicité et cytométrie en flux g.

Afin d’évaluer la toxicité des composés par cytométrie en flux, le kit LIVE/DEAD® 

Viability/Cytotoxicity, for mammalian cells (life technologies) a été utilisé. Les cellules ont été 

ensemencées dans des plaques 24 puits à une densité de 7500 cellules/puits. Après 24 heures 

de culture les cellules ont été incubées pour 24, 48, 72 hs à 37°C avec la doxorubicine, la 

doxorubicine-alkyne et la doxorubicine-DMCa. Une condition contrôle correspondant aux cellules 

incubées avec le véhicule a été ajoutée à chaque expérience. Après incubation, le milieu de 

culture contenant les composés est éliminé et les cellules sont rincées avec du PBS. 500 µL de 

Trypsine/EDTA (InVitrogen) a été utilisé pour détacher les cellules. Les cellules ainsi détachées 

furent centrifugées dans du milieu de culture contenant du FBS, à 500 g pendant 5 min. Le 

surnageant est éliminé et les cellules sont resuspendues dans du milieu de culture sans phénol 

red et FBS contenant 31 nM calcéine et 1 µM d’homodimer d’éthidium. La calcéine permet de 

marquer les cellules vivantes et l’homodimer d’éthidium marque les cellules mortes. La 

suspension cellulaire est incubée dans ce milieu pour 15 min à température ambiante et à l’abri 

de la lumière avant d’être analysée en cytométrie de flux (C6 Flow cytometer (Accuri)). Les 
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cellules ont été identifiées en utilisant  forward/side scattering et un total de 10,000 

événements ont été enregistrés. Les données obtenues ont été analysées en utilisant le logiciel 

Accuri CFlow (Accuri). 

 Test MTT. h.

Les cellules des différentes lignées cellulaires ont été ensemencées dans une plaque 96 

puits à une densité de 8.104 cellules/puits. Après un jour de culture, les cellules ont été 

incubées pour 72 hrs à 37°C avec de la doxorubicine, doxorubicine-alkyne, doxorubicine-DMCa 

ou doxorubicine-MCaUF1,9 à des concentrations différentes. Pour chaque expérience des 

conditions contrôles ont été ajoutées, 6 puits ne contenant que du milieu de culture (blanc), 6 

puits contenant des cellules traitées uniquement avec le véhicule (contrôle positif) et 6 puits 

contenant des cellules traitées avec 0,1% de saponine (contrôle négatif). Les cellules ont été 

alors incubées avec du MTT pendant 30 min. La conversion du MTT en MTT formazan par les 

cellules vivantes indique la mesure de viabilité cellulaire, l’état de leur métabolisme. Les cristaux 

ont été dissous avec du DMSO et la densité optique a été mesurée à 540 nm en utilisant un 

lecteur de microplaque (PHERAstar fsx; GMG Labtech.). Tous les essais ont été réalisés en 

triplicat. 

 Résultats III.

 Conception et synthèse des nouveaux composés a.

Afin de rendre, nos deux vecteurs peptidiques chimie-click compatibles, nous leur avons rajouté 

lors de la synthèse peptidique à leur extrémité N-terminal deux acides aminés. Comme pour la 

synthèse de la Lqh-8/6 azide, une glycine extra-numéraire a été rajoutée entre le premier acide 

aminé de la séquence peptidique et l’acide aminé modifié porteur de la fonction azide (Figure 

17A.). La présence de cette glycine supplémentaire va permettre d’apporter à la fois de la 

flexibilité au complexe et de diminuer la gêne stérique des vecteurs peptidiques sur la 

doxorubicine. L’acide aminé modifié porteur de la fonction azide utilisée est le même que celui 

utilisé pour la Lqh-8/6 azide. Une fois la D-MCa azide et la MCaUF1,9 azide synthétisé le couplage 

à la doxorubicine alkyne a été réalisé selon la même réaction chimique qu’avec Lqh-8/6 azide 

(Figure 17B). Après purification par RP-HPLC et caractérisation par analyse de masse, nous 

avons obtenu nos deux nouveaux composés anticancéreux (Figure 17C, D) :  

- La doxorubicine D-MCa 

- La doxorubicine MCaUF1,9 
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Figure 17 : Synthèse de la MCaUF1,9 et de la D-MCa et couplage avec la 
doxorubicine-alkyne ; A. Séquence peptidique de la MCaUF1,9 et de la D-MCa, avec la 
structure de l’acide aminé porteur de la fonction azide en encart ; B. Réaction chimique de 
couplage de la doxorubicine alkyne aux deux vecteurs ; C. Modélisation moléculaire 
de la doxorubicine MCaUF1,9, en bleu la MCaUF1,9, en vert la glycine surnuméraire et le cycle 
triazolé couplant la doxorubicine au vecteur, en rouge la doxorubicine ; D. Modélisation 
moléculaire de la doxorubicine D-MCa, en bleu la D-MCa, en vert la glycine surnuméraire 
et le cycle triazolé couplant la doxorubicine au vecteur, en rouge la doxorubicine. 

 Evaluation de l’efficacité in vitro des nouveaux composés b.

synthétisés  

Afin d’évaluer les composés nouvellement synthétisés, j’ai observé leur toxicité sur les 

trois lignées cellulaires à des concentrations et temps d’incubation différents. Dans un premier 

temps la toxicité des composés a été évaluée par FACS via le kit d’Invitrogen. Pour des fins de 

comparaison, la toxicité de la doxorubicine et la doxorubicine alkyne ont été évaluées en 

parallèle. L’absence de toxicité des variants de la maurocalcine ayant déjà été démontrée dans 

le laboratoire, je n’ai pas reproduit la manipulation avec les vecteurs seuls.  

Après 72 hrs d’incubation, chez les cellules F-98 et MDA-MB-435s, on observe pour 

l’ensemble des composés que la concentration-dépendance de la toxicité présente le même 
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profil mais avec une plus grande toxicité de la doxorubicine (Figure 18A et B). Ainsi sur chez 

les cellules F-98, les IC50 sont de 0,39 ± 0,02 µM doxorubicine, 0,84 ± 0,05 µM doxorubicine 

alkyne, 2,36 ± 0,03 µM doxorubicine D-MCa, et 1,92 ± 0,02 µM doxorubicine MCaUF1,9. Chez les 

MDA-MB435s, les IC50 sont de 11,7 ± 0,03 µM doxorubicine, 21,19 ± 0,04 µM doxorubicine 

alkyne, 19,66 ± 0,02 µM doxorubicine D-MCa, et ≥ 33µM doxorubicine MCaUF1,9. On constate 

que les F-98 sont plus sensibles à la doxorubicine sous toutes ces formes que les cellules MDA-

MB-435s. Par contre le shift de toxicité observé entre la doxorubicine et la doxorubicine alkyne 

est très probablement lié à la modification chimique réalisée sur cette dernière pour la rendre 

chimie click compatible. Les différences de toxicité entre la doxorubicine alkyne et la 

doxorubicine couplé au vecteur peut être imputable à plusieurs phénomènes : (i) la gêne 

stérique provoquée par la présence du vecteur, (ii) l’efficacité de pénétration du nouveau 

complexe.  

Par contre de façon très intéressante le couplage de la doxorubicine aux deux vecteurs 

entraine une récupération de la sensibilité à la doxorubicine des cellules MDA-MB-231 (Figure 

18C). On retrouve des IC50 supérieur à 33 µM pour la doxorubicine et la doxorubicine alkyne et 

de 6,34 ± 0,03 µM et 28,01 ± 0,02 µM, respectivement pour la doxorubicine D-MCa et 

doxorubicine MCaUF1,9. La D-MCa semble être un vecteur plus performant que la MCaUF1,9, cela 

pourrait s’expliquer par une moins bonne compensation de l’hydrophobicité de la doxorubicine 

par le petit variant de la MCa. 

Afin de confirmer ces résultats, j’ai par la suite évalué la toxicité de ces composés par 

MTT. De façon surprenante, les résultats obtenus semblent montrer une plus grande toxicité 

des composés en général quelque-soit la lignée cellulaire (Figure 18D, E et F). De plus, il 

semble que les cellules MDA-MB-231 ne soient que légèrement moins sensibles à la 

doxorubicine que les MDA-MB-435s, et on n’observe plus une re-sensibilisation des MDA-MB-

231 à la doxorubicine lorsqu’elle est couplée à un vecteur (Figure 18F). Ces différences de 

toxicité peuvent s’expliquer par la différence entre les deux tests réalisés. L’analyse par FACS se 

base sur la perméabilisation membranaire pour détecter les cellules mortes, alors que le MTT se 

base sur l’activité métabolique de la cellule. De ce fait on peut se demander si les résultats 

obtenus par MTT, ne montrent pas à la fois un effet létal des composés ainsi qu’un effet sur le 

métabolisme de la part de ces composés. 

L’obtention de ces résultats contradictoires, montre l’importance de déterminer le 

mécanisme de toxicité de ces molécules, d’étudier les voies d’apoptose impliquées… 

Malheureusement par manque de temps, je n’ai pas eu le temps de réaliser ces études. 
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Figure 18 : Toxicité de la doxorubicine, doxorubicine alkyne, doxorubicine D-
MCa et doxorubicine MCaUF1,9. A. Concentration-dépendance de la toxicité des 
composés sur des cellules F-98 après 72 hrs d’incubation par FACS; B. Concentration-
dépendance de la toxicité des composés sur des cellules MDA-MB-435s après 72 hrs 
d’incubation par FACS ; C. Concentration dépendance de la toxicité des composés sur des 
cellules MDA-MB-231 après 72 hrs d’incubation par FACS ; D. Concentration dépendance 
de la toxicité des composés sur des cellules F-98 après 72 hrs d’incubation par  MTT ; E. 
Concentration-dépendance de la toxicité des composés sur des cellules MDA-MB-435s 
après 72 hrs d’incubation par MTT ; F. Concentration-dépendance de la toxicité des 
composés sur des cellules MDA-MB-231 après 72 hrs d’incubation par MTT. 
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 Caractérisation des nouveaux composés à base de c.

doxorubicine 

Afin de mieux caractériser les effets des nouveaux composés, et d’expliquer la 

différence d’efficacité de ces derniers, j’ai dans un premier temps regardé s’il y avait une 

modification de la répartition cellulaire. Chez les F-98, on observe une nette différence de 

répartition, la doxorubicine est le seul composé qui s’accumule préférentiellement dans le noyau 

(Figure 19). La doxorubicine alkyne, doxorubicine D-MCa et doxorubicine MCaUF1,9 

s’accumulent majoritairement dans le cytoplasme. Cette différence de localisation peut-être à 

l’origine de la plus faible toxicité de ces trois composés par rapport à la doxorubicine.  

 

Figure 19 : Localisation cellulaire de la doxorubicine, doxorubicine alkyne, 
doxorubicine D-MCa et doxorubicine MCaUF1,9 chez des cellules F-98 ; A. Quantification 
de la répartition cellulaire de la doxorubicine, doxorubicine alkyne, doxorubicine D-MCa et 
doxorubicine MCaUF1,9 chez des cellules F-98 ; B. Localisation cellulaire de la doxorubicine, la 
doxorubicine alkyne, doxorubicine D-MCa et doxorubicine MCaUF1,9 dans les cellules F-98 à 3 µM 
(2 heures d'incubation). Doxorubicine, la doxorubicine alkyne, doxorubicine D-MCa et 
doxorubicine MCaUF1,9 sont représentés en vert . La membrane plasmique est marquée avec de 
la concanavaline -A- alexa Fluor 647 (couleur rouge) et le noyau avec Hoechst 34580 (couleur 
bleu). 

On observe ce même déplacement de l’accumulation vers le cytoplasme pour les deux 

lignées du cancer du sein (Figure 20, Figure 21). Cependant ce phénomène est moins 

marqué dans ces deux lignées. Pour les cellules MDA-MB-231 seuls des résultats partiels sont 

présentés (absence de données pour la MCaUF1,9) dus à un problème technique qui m’a 

empêché d’acquérir les images avant la fin de ma thèse (Figure 21). Cependant je pense que 

l’on peut s’attendre à un même déplacement de l’accumulation du composé dans le cytoplasme. 

En effet la taille du composé et les données dans les autres lignées cellulaires tendent vers un 

mauvais passage de la membrane nucléaire pour atteindre le noyau. 
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Figure 20 : Localisation cellulaire de la doxorubicine, doxorubicine alkyne, 
doxorubicine D-MCa et doxorubicine MCaUF1,9 chez des cellules MDA-MB-435s ; A. 
Quantification de la répartition cellulaire de la doxorubicine, doxorubicine alkyne, doxorubicine 
D-MCa et doxorubicine MCaUF1,9 chez des cellules MDA-MB-435s ; B. Localisation cellulaire de la 
doxorubicine, la doxorubicine alkyne, doxorubicine D-MCa et doxorubicine MCaUF1,9 dans les 
cellules MDA-MB-435s à 3 µM (2 heures d'incubation). Doxorubicine, la doxorubicine alkyne, 
doxorubicine D-MCa et doxorubicine MCaUF1,9 sont représentés en vert. La membrane plasmique 
est marquée avec de la concanavaline -A- alexa Fluor 647 (couleur rouge) et le noyau avec 
Hoechst 34580 (couleur bleu). 

 

Figure 21 : Localisation cellulaire de la doxorubicine, doxorubicine alkyne, et 
doxorubicine D-MCa chez des cellules MDA-MB-231 ; A. Quantification de la répartition 
cellulaire de la doxorubicine, doxorubicine alkyne, et doxorubicine D-MCa chez des cellules 
MDA-MB-231 ; B. Localisation cellulaire de la doxorubicine, la doxorubicine alkyne, et 
doxorubicine D-MCa dans les cellules MDA-MB-231 à 3 µM (2 heures d'incubation). 
Doxorubicine, la doxorubicine alkyne, et doxorubicine D-MCa sont représentés en vert. La 
membrane plasmique est marquée avec de la concanavaline -A- alexa Fluor 647 (couleur rouge) 
et le noyau avec Hoechst 34580 (couleur bleu). 
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Après avoir vérifié la répartition cellulaire des composés, j’ai étudié la pénétration des 

composés dans les cellules des différentes lignées (Figure 22) 

 

Figure 22 : Pénétration de la doxorubicine, doxorubicine alkyne, doxorubicine D-MCa et 
doxorubicine MCaUF1,9 chez des cellules F-98 (A.), MDA-B-435s (B.) et MDA-MB-231 (C.), 
après deux heures d’incubations. 

Lorsque l’on regarde rapidement ces données on constate rapidement que la pénétration des 

différentes molécules varie grandement en fonction de la lignée cellulaire. Par ordre de 

pénétration décroissante, on retrouve chez les cellules F-98 : la doxorubicine, doxorubicine D-

MCa, doxorubicine MCaUF1,9 et enfin la doxorubicine alkyne. Chez les cellules MDA-MB-435s, 
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l’ordre est légèrement différent avec: la doxorubicine, doxorubicine D-MCa et la doxorubicine 

alkyne avec une pénétration comparable, et en dernière position doxorubicine MCaUF1,9.  Enfin, 

chez les cellules MDA-MB-231, on a un classement bien différent avec en première position 

doxorubicine D-MCa, suivis de la doxorubicine puis de la doxorubicine alkyne et en dernière 

position doxorubicine MCaUF1,9. Si l’on compare ces résultats avec les résultats de toxicité de la 

Figure 18, on ne retrouve pas forcément le même ordre dans les composés. Même si le 

composé qui pénètre le mieux semble être toujours le plus actif. La différence d’activité des 

composés ne peut donc pas être simplement expliquée par une différence de pénétration.  

 Conclusions IV.

Les travaux décris dans ce chapitre sont incomplets et vont nécessiter du travail 

complémentaire avant de pouvoir être publiés. En effet même si nous avons avec succès 

produit de nouveaux composés anticancéreux, et montrés que la chimie click est une méthode 

de couplage viable dans la recherche biomédicale, il reste encore de la place pour 

l’amélioration. De façon identique à ce qui a été dit pour la lqh-8/6 dans le chapitre 1, mes 

travaux de thèse ne sont qu’une preuve de concept, qu’une vague idée du potentiel que 

représente l’utilisation des toxines animales et de leurs variants en médecine.  Si l’on associe les 

résultats obtenus avec ceux obtenus avec la Lqh-8/6, il apparait clairement que l’utilisation d’un 

système de couplage universel et très spécifique est possible et pourrait représenter un atout 

dans le développement de nouvelles molécules et dans la re-valorisation d’anciennes molécules 

comme la doxorubicine.  

Cependant, bien qu’encourageant ces résultats doivent être complétés par des études 

des mécanismes d’action ainsi que par des essais in vivo, avant de pouvoir être publié. De plus 

une fois ce travail effectué, il serait très intéressant d’utiliser un autre anticancéreux ou une 

autre molécule active pour démontrer la pluri-potence de l’utilisation de CPP comme vecteur 

d’agent thérapeutique. 

Une autre approche qui peut aussi être envisagée c’est une amélioration des variants 

de la MCa utilisés comme vecteur. Jusqu’à présent dans le laboratoire, on ne s’est concentré 

qu’autour de l’idée de trouver le variant complet ou non de la MCa qui présente le plus d’intérêt 

comme vecteur sans en modifier sa séquence. Et même s’il est vrai que l’utilisation du vecteur 

le plus petit et le plus simple possible (pas de ponts disulfures…) soit très intéressante d’un 

point de vue financier, les variants longs, voir complet de la MCa présente l’avantage d’être 

modifiable afin d’intégrer par exemple facilement des séquences d’adressage au noyau. Il est 

aussi facile d’imaginer la possibilité de fusion la MCa et la séquence responsable du ciblage des 

glioblastome de la CTX, et d’étudier l’efficacité de ce nouveau vecteur à la fois ciblant et 

pénétrant. 
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Au cours de cette thèse, j’ai étudié le potentiel thérapeutique de différentes toxines 

animales issues de venins de scorpion. Depuis longtemps la nature a fourni à l’Homme des 

composés servants de base à de nombreux médicaments. Jusqu’à présent les toxines animales 

sont majoritairement utilisées comme agent pharmacologique (Zhang et al., 2007; Soman et 

al., 2009). La découverte de la MCa et de la CTX a entrouvert la porte pour l’usage de toxines 

comme vecteurs de substances thérapeutiques d’intérêt. 

La MCa est une toxine de scorpion qui est depuis longtemps étudiée dans le laboratoire. 

Au départ, les travaux portaient uniquement sur l’utilisation de la MCa pour l’étude du récepteur 

à la ryanodine. C’est au cours de ces travaux que les propriétés de la MCa ont été découvertes. 

Dès lors plusieurs travaux de thèse ont été menés pour caractériser et découvrir le potentiel de 

la MCa et de ses analogues comme vecteur. Les travaux que j’ai conduits au cours de ma thèse 

sont la suite logique de ces précédents efforts de faire des variants de la MCa des vecteurs de 

substances d’intérêt. Ainsi deux variants de la MCa : la D-MCa et la MCaUF1,9 ont été choisis pour 

ma thèse. Comme montré dans des travaux précédents, ces deux variants possèdent chacun 

des propriétés, des caractéristiques pouvant représenter un avantage lors de leur utilisation. La 

D-MCa possède une structure plus importante de par sa taille mais aussi une plus grande 

stabilité in vivo grâce à la présence des ponts disulfures (Poillot et al., 2010). La MCaUF1,9 est 

quant à elle de petite taille mais a une plus faible stabilité in vivo, cependant ce CPP présente 

une pénétration cellulaire augmentée en milieu acide (Poillot et al., 2012; Tisseyre et al., 2013), 

ce qui présente un avantage puisque le milieu extracellulaire tumoral possède un pH plus faible 

que celui du tissu sain.   

L’un de mes deux projets de thèse portant sur l’utilisation d’analogues de la MCa 

comme vecteurs de substances actives correspond à une étape essentielle pour la poursuite du 

développement de ces composés. Afin d’évaluer pleinement leurs potentiels nous avons retenu 

deux anticancéreux : le cisplatine et la doxorubicine pour être couplés aux peptides. Pour ces 

molécules, nous avons dû avoir recours à des méthodes de couplage non conventionnelles. 

Contrairement à ce qui est réalisé dans la majorité des cas nous n’avons pas utilisé d’agents de 

couplage vendus dans le commerce. 

Pour les composés à base de platine nous avons reproduit les travaux de Damian et al, 

en utilisant nos deux vecteurs à base de MCa. Une fois nos nouveaux vecteurs synthétisés, 
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nous avons testé leurs efficacités anticancéreuses sur des lignées de glioblastomes animales 

puis humaines. De façon intéressante seul le composé à base de D-MCa a montré une efficacité 

comparable à celle du cisplatine. Et les résultats obtenus sur les voies d’apoptose entrainant 

l’effet toxique du composé, ont mis en évidence un mode d’action différent du cisplatine. Il 

serait intéressant de poursuivre ces travaux pour comprendre pourquoi le petit variant de la 

MCa couplé au dérivé de la platine n’est pas actif, et ainsi croiser ces résultats avec ceux 

obtenus avec les composés à base de doxorubicine et de MCa. 

 En effet, l’autre versant de ce projet de thèse sur la MCa, portait sur le couplage des 

deux même variants la D-MCa et la MCaUF1,9 à de la doxorubicine via de la chimie click.  Cette 

fois-ci aussi, la méthode de couplage utilisée est innovante. Après avoir modifié chimiquement 

la doxorubicine et ajouté une fonction alkyne aux vecteurs, nous avons pu réaliser le couplage. 

Il m’a alors été possible d’évaluer la toxicité de ces composés sur différentes lignées cellulaires. 

Sur des cellules très sensibles (F-98) à sensibles (MDA-MB 435s) je n’ai pas observé une plus 

grande efficacité des nouveaux composés synthétisés. J’ai néanmoins observé de façon similaire 

à ce que Aroui et al avait trouvé, une re-sensibilisation de cellules résistantes à la doxorubicine 

(MDA-MB-231) (Aroui et al., 2009a, 2009c). Ces résultats sont à nuancer puisque lorsque que 

l’on change de test incluant non seulement la mort mais aussi le ralentissement / blocage du 

métabolisme, on ne conserve pas cette re-sensibilisation. Ces travaux sur la vectorisation de la 

doxorubicine par la MCa sont à poursuivre en étudiant de façon précise les mécanismes d’action 

des nouveaux composés et en les comparant à ceux de la doxorubicine.  Les données sur la 

pénétration cellulaire des composés ainsi que sur leurs répartitions cellulaires, indiquent que 

l’on a bien des composés qui pénètrent dans la cellule et qui s’accumulent préférentiellement 

dans le cytoplasme. Déterminer l’implication de l’inhibition des topoisomérases et des ROS dans 

la toxicité de ces composés permettrait de savoir si ce changement de répartition se traduit 

bien par une modification des mécanismes d’action. Il reste encore beaucoup de travail à 

effectuer in vitro et in vivo avant de pouvoir pleinement conclure sur la viabilité de telles 

molécules. Cependant les résultats que j’ai obtenus jusqu’à présent sont encourageants. 

 La MCa n’est pas la seule toxine qui a fait l’objet de mon attention pendant cette thèse. 

Mon second projet de thèse portait sur l’administration ciblée d’anticancéreux en utilisant une 

toxine. La CTX est la première toxine qui a montré des propriétés de ciblage des cellules 

cancéreuses, la rendant extrêmement intéressante comme agent thérapeutique pour le 

traitement des cancers. Après avoir identifié plusieurs toxines présentant une homologie de 

séquence avec la CTX, nous en avons sélectionné trois : la Lqh-8/6, Bs-14 et le lepidopteran sur 

lesquelles j’ai concentré mes efforts. Outre cette homologie de séquence, ces toxines ont 

montré des propriétés identiques à celles de la CTX. Lors des tests j’ai montré l’innocuité de ces 

trois toxines, leurs capacités à pénétrer et diffuser dans le cytoplasme de cellules, ainsi que 

l’effet anti-invasif de la Lqh-8/6 et du lepidopteran. Ces résultats sont un premier pas dans la 

caractérisation de ces peptides mais aussi dans la compréhension des propriétés de ciblages de 
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la CTX et de la Lqh-8/6. Au cours de ces travaux seules les capacités de ciblage de la Lqh-8/6 

ont été testées sur des coupes de cerveaux de rats Fisher ayant développés un glioblastome 

après implantation de cellule F-98. Il serait intéressant de réaliser cette même expérience avec 

les deux autres toxines et la CTX sur des coupes humaines et de comparer leurs propriétés de 

ciblage.  

 Parce que la Lqh-8/6 est l’équivalent de la CTX trouvé chez un scorpion 

phylogénétiquement le plus proche (Smertenko et al., 2001) et qu’elle présente un effet anti-

invasif comparable à la CTX, nous l’avons choisi pour la suite du projet. Après avoir synthétisé 

une nouvelle Lqh-8/6 azide, j’ai pu, en utilisant la chimie click, lui coupler la doxorubicine 

alkyne. Les résultats de la toxicité de la Lqh-8/6 doxorubicine sont très encourageants. Il 

montre un effet toxique du composé qui est certes moindre que celui de la doxorubicine alkyne 

et de la doxorubicine mais qui est présent. Pour un composé non optimisé, c’est un très bon 

point de départ.   

 La Lqh-8/6 doxorubicine et les MCa doxorubicine sont des preuves de concept de 

l’intérêt de l’utilisation d’un système de couplage « universel» basé sur la chimie click. Les 

résultats que j’ai obtenus au cours de ma thèse ne sont que les bases d’un tel système. 

Beaucoup de possibilités sont à présent envisageables à partir de ce système. En effet, en 

modifiant le cargo couplé à ces toxines, il est possible de passer d’une application thérapeutique 

à une application plus centrée sur l’imagerie, simplement en remplaçant la doxorubicine par un 

marqueur fluorescent par exemple. De même, au cours de mes travaux de thèse j’ai travaillé 

avec la doxorubicine parce qu’elle présente l’avantage d’être fluorescente, ce qui permet de la 

suivre en microscopie ou au FACS. Mais c’est aussi un anticancéreux qui est souvent utilisé dans 

la recherche pour tester de nouveaux moyens de vectorisation, ce qui permet d’avoir une base 

de données importante sur les fonctions chimiques modifiables pour l’adapter à la chimie click. 

Au vue des données obtenues avec la doxorubicine, concernant la localisation des peptides, il 

est assez facilement envisageable de remplacer la doxorubicine par un autre anticancéreux 

ayant un mécanisme d’action principal se situant dans le cytoplasme. 

De même, il est aussi possible de poursuivre les travaux menés au cours de ma thèse 

en optimisant les vecteurs. Une des difficultés dans la prise en charge thérapeutique des 

cancers et particulièrement pour les glioblastomes est d’arriver à délivrer l’agent anticancéreux 

aux cellules cancéreuses en touchant le moins possible les tissus sains. L’utilisation de la CTX ou 

de la Lqh-8/6 permet de réduire l’impact du traitement sur les tissus sains en ciblant les cellules 

cancéreuses. L’intérêt de l’utilisation d’un CPP comme les analogues de la MCa pour la 

vectorisation d’anticancéreux repose sur la très bonne rétention cellulaire et tissulaire de ces 

peptides, ce qui permettrait, associé à une méthode d’administration ciblée, de traiter 

l’ensemble d’une tumeur en provoquant un minimum de dégâts au tissu sain entourant la 

tumeur. Maintenant en modifiant ces peptides, en les faisant fusionner pour associer leurs 

points forts on pourrait alors obtenir un vecteur idéal. De plus, il existe aussi la possibilité 

d’ajouter à ces vecteurs une séquence d’adressage au noyau afin de passer outre 



 

152 
 

l’accumulation dans le cytoplasme observé avec la doxorubicine. On n’aurait alors aucune 

limitation dans le choix de l’anticancéreux à coupler au vecteur.  

Les travaux menés au cours de cette thèse confirment le potentiel des toxines animales 

et montrent l’intérêt des vecteurs peptidiques dans la recherche biomédicale. L’utilisation de ces 

toxines comme vecteurs de substances d’intérêt permettrait de redonner une seconde vie à des 

molécules délaissées actuellement car ne correspondant plus aux critères de sécurité des 

différentes agences du médicament (FDA, EMA, ANSM …). Mais elle serait aussi un atout pour 

le développement de nouvelles molécules puisqu’on ne demanderait plus à une seule molécule 

de posséder de façon intrinsèque toutes les caractéristiques nécessaires à son utilisation chez 

l’Homme. Il est donc nécessaire de continuer de travailler sur ces projets afin de prendre 

pleinement conscience du potentiel de ces toxines. 
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Résumé 

Les glioblastomes sont des tumeurs cérébrales qui sont extrêmement agressives, et qui, en dépit de 

l'arsenal thérapeutique (chirurgie, radiothérapie ou chimiothérapie), ne laissent pas plus de 16 mois d'espérance 

de vie aux patients. Dans le cadre de cette thèse, nous proposons d'utiliser certaines toxines en tant que vecteurs 

pour l'administration de médicaments anticancéreux, et notamment pour le traitement du gliome. Les travaux 

présentés ici se concentrent sur l’utilisation de variants de la maurocalcine (MCa) et des analogues de la 

chlorotoxine (CTX). La MCa est une toxine issue du venin du scorpion Scorpio Maurus palmatus, qui est capable 

de pénétrer dans les cellules facilement et rapidement. Il a été prouvé que la MCa peut entrer dans la cellule avec 

une cargaison. C’est en exploitant cette capacité présente chez deux de ces variants, que nous avons synthétisé 

avec succès deux nouveaux composés à base de cette toxine avec de la doxorubicine et un dérivé du platine. Les 

études de toxicité et de caractérisation de ces composés, qui ont été réalisé, on permit de mettre en évidence 

l’intérêt et le potentiel de la MCa. La seconde partie de ces travaux de thèse portée sur la CTX et des peptides 

semblables, également extrait de venin de scorpion. Ils ont la particularité de fixer / d’interagir uniquement avec 

les cellules cancéreuses d'origine gliale. Après une rapide caractérisation de ces analogues de la CTX, l’un d’eux la 

Lqh-8/6 a été utilisé avec succès pour l'administration ciblée de doxorubicine. L’ensemble des travaux menés 

durant cette thèse constitue une base de départ solide pour une amélioration des systèmes de vectorisation, 

surtout en cancérologie de molécules actives. De plus ces résultats mettent aussi en avant l’avantage de 

l’utilisation d’un système de couplage « universel » basé sur la chimie click. 

Mots Clés : Maurocalcine, Chlorotoxine, Chimie click, Doxorubicine, Platine, Glioblastome 

Abstract 

Glioblastoma are cerebral tumors that are extremely aggressive, and that, in spite of a battery of 

therapeutic interventions (surgery, radiotherapy or chemotherapy), leave no more than 16 months life 

expectancy to the patients. As part of this thesis, we propose to use some selected toxins as vectors for the 

delivery of anticancer drugs, and namely for the treatment of glioma. The works presented here concentrate on 

the use of variants of maurocalcine (MCa) and the analogues of chlorotoxine (CTX). MCa is a toxin from of the 

scorpion Maurus palmatus  that has cell penetrating propriety. It has been proved that MCa can enter the cell 

with cargoes. While exploiting this present capacity to two of these variants, we synthesized successfully two new 

compounds with this toxin with the doxorubicine and a by-product of the platinum. Toxicity studies and 

characterization of these compounds that have been made, have permitted to highlight the interest and potential 

of the MCa. The second part of this thesis work focused on the CTX and similar peptides, also extracted from 

scorpion venom. They have the particularity to fix/ interact only with cancer cell from neuroectodermal origin. 

After a fast characterization of these analogues of CTX, one of them (Lqh-8/6) was successfully used for the 

targeted administration of doxorubicin. All work conducted during this thesis constitutes a solid starting point for 

an improvement of the systems of vectorization of active molecules, especially in cancer research Moreover, 

these results also emphasize the advantage of the use of a system of "universal" coupling based on the click 

chemistry. 

Keywords: Maurocalcine, Chlorotoxin, Click chemistry, Doxorubicin, Platin, Glioblastoma 


