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2 Résumé 

2.1 Résumé en français 

Les tumeurs malignes sont la première cause de mortalité dans les pays industrialisés. Parmi 

les tumeurs solides, le carcinome hépatocellulaire (CHC) est la 4ème cause de décès dans le 

monde et son incidence progresse. 

Les peptides sont de courtes chaines d’acides aminés dont les propriétés biologiques 

peuvent être utilisées en thérapeutiques. Ainsi les peptides interférants (IP) ont la propriété 

de bloquer l’interaction entre 2 protéines. D’autres peptides ont la propriété de franchir les 

membranes biologiques ou cellulaires, les cell penetrating peptides (CPP), parmi lesquels 

certains ne pénètrent que dans les tissus tumoraux, les tumor-penetrating peptides (TPP). La 

combinaison d’un TPP avec un IP produit un peptide bi-fonctionnel (TPP-IP). 

Le but de cette thèse était d’étudier l’efficacité des TPP-IP dans des modèles de leucémie 

lymphoïde chronique humaine (LLC), in-vitro et in-vivo et des cellules humaines de CHC. 

Les résultats obtenus, publiés dans 6 articles étaient les suivants : 

 A partir de protéines dont les interactions sont connues, la technique du PEPscan, 

peu coûteuse et rapide, permettait d’identifier des candidats IP d’une part, en 

nombre relativement faible d’autre part. Les résultats du PEPscan ont été comparés à 

des modélisations in silico. Sous réserve des informations structurelles disponibles 

sur les protéines, ces 2 méthodes sont concordantes et encourageantes. 

 Le site d’interaction entre les TPP et le récepteur membranaire NRP-1 est situé sur le 

domaine b1 de NRP-1 par modélisation in silico. 

 C9h est un IP qui interfère entre les protéines PP2A et Caspase 9. La constante 

d’affinité entre C9h et PP2A a été mesurée et était proche de la constante d’affinité 

entre PP2A et Caspase 9. 

 Les TTP (iRGD, LinTT1, TT1 et RPARPAR) avec ou sans un IP qui bloque l’interaction 

entre PP2A et SET, pouvaient pénétrer dans les cellules B des patients souffrants de 

LLC et dans les hépatocytes de CHC et induisaient une apoptose. Inversement, 
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l’internalisation était minime dans les cellules B ou hépatocytes normaux. Ces 4 TPP-

IP étaient faiblement dégradés dans du sérum humain. L’iRGD-IP augmentait 

significativement la survie dans un modèle murin de xénogreffe de LLC. 

 Les 4 peptides bi-fonctionnels (iRGD-IP, RPARPAR-IP, LinTT1-IP, TT1-IP) (IP bloque 

l’interaction PP2A/SET) ont été testés sur des hépatocytes malins ou non et 

l’internalisation peptidique était corrélée de manière logarithmique à la quantité de 

récepteur exprimée à la surface des cellules ainsi qu’à un score d’agressivité 

tumorale. L’internalisation induisait une apoptose des hépatocytes malins 

uniquement. 

 TT1-IP et LinTT1-IP prolongeaient la survie de souris immunodéficientes greffées avec 

une lignée tumorale humaine de LLC, mais seul TT1-IP avait un effet significatif. La 

captation in-vivo de TT1-IP fluorescent après marquage par le Cy7, était plus 

importante chez une souris porteuse de cellules de LLC. Dans ce modèle, RPARPAR-IP 

n’avait pas d’effet sur la survie. Pourtant, l’apoptose induite sur les cellules tumorales 

par TT1-IP, LinTT1-IP et RPARPAR-IP était comparable. Aucun effet apoptotique n’a 

été observé avec IP seul ou TT1 seul ou sur des cellules saines. Ces derniers résultats 

démontraient les rôles complémentaires du TPP et de l’IP pour obtenir une apoptose 

spécifique des cellules tumorales. Sur les souris immunocompétentes nous n’avons 

pas observé de toxicité de TT1-IP. L’injection intra-péritonéale était suivie d’une 

concentration plasmatique maximale atteinte en 10 minutes puis d’une clairance 

plasmatique avec un temps de ½ vie de 28 minutes. Dans du sérum humain, la 

proportion de TT1-IP détectable était de 40% après 6h d’incubation montrant ainsi sa 

lente dégradation par protéolyse. 

En résumé, les résultats obtenus dans cette thèse laissent penser que l’utilisation de 

peptides thérapeutiques dans le traitement des cancers est une possibilité réelle. La 

perspective immédiate est de tester ces peptides bi-fonctionnels sur des modèles murins de 

xénogreffes de CHC dans un but de validation pré-clinique. 

Mots clefs 

Cancer, leucémie lymphoïde chronique, carcinome hépatocellulaire, PP2A, SET, peptide, 

PEPscan, souris, xénogreffe. 
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2.2 Bi-functional peptides : interest in the cancer treatment. Application 

to hepatocellular carcinoma 

2.3 Summary in english 

Malignant tumours are the leading cause of death in industrialized countries. Among solid 

tumours, hepatocellular carcinoma (HCC) is the 4th leading cause of death worldwide and its 

incidence is increasing. 

Peptides are small amino acids chains whose biological properties can be used in 

therapeutics.  

As their name suggests, interfering peptides (IP) interfere between two proteins. Other 

peptides, named cell penetrating peptides (CPP), have the property of crossing biological or 

cellular membranes. In addition, some CPPs penetrate tumor tissues only and are therefore 

called tumor-penetrating peptides (TPP). The combination of a TPP with an IP produces bi-

functional peptides (TPP-IP). 

The purpose of this thesis was to study the efficacy of TPP-IP in models of human chronic 

lymphoid leukemia (CLL), in-vitro and in-vivo and human HCC cells. 

The results were published in 6 articles, as follows: 

• From proteins whose interactions are known, the PEPscan technique, inexpensive 

and fast, made it possible to identify a relatively small number of IP candidates. 

PEPscan results were compared to an in silico modelling system. Subject to the 

available structural information about proteins, these two methods are consistent 

and encouraging. 

 The site of interaction between TPP and the NRP-1 membrane receptor is located on 

the b1 domain of NRP-1 through in silico modelling. 

 C9h is an IP that interferes between PP2A and Caspase 9 proteins. The affinity 

constant between C9h and PP2A was measured and was close to the affinity constant 

between PP2A and Caspase 9. 

 TTPs (iRGD, LinTT1, TT1, and RPARPAR) with or without an IP that blocks the 

interaction between PP2A and SET, were internalized into the B cells of patients with 
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CLL and HCC hepatocytes and induced apoptosis. Conversely, internalization was 

minimal in normal B cells or hepatocytes. These 4 TPP-IPs were weakly degraded in 

human serum. iRGD-IP significantly increased survival in a murine xenograft model of 

LLC. 

 The 4 bi-functional peptides (iRGD-IP, RPAR-IP, LinTT1-IP, TT1-IP) (IP blocked the 

PP2A/SET interaction) were tested on malignant or non-malignant hepatocytes and 

peptide internalization was logarithmically correlated with the amount of receptor 

expressed on the cell surface as well as with tumor aggressiveness score. 

Internalization led to apoptosis of malignant hepatocytes only. 

 TT1-IP and LinTT1-IP (IP blocked the PP2A/SET interaction) extended the survival of 

immunodeficient mice grafted with a human LLC tumour line, but only TT1-IP had a 

significant effect. In vivo uptake of fluorescent Cy7 labelled TT1-IP was greater in a 

mouse with CLL cells. In this model, RPARPAR-IP had no effect on survival. However, 

tumour cell-induced apoptosis by TT1-IP, LinTT1-IP and RPARPAR-IP was similar. No 

apoptotic effect was observed with IP alone or TT1 alone or on healthy cells. This last 

result demonstrated the complementary roles of TPP and IP in achieving specific 

tumor cell apoptosis. In immunocompetent mice, no toxicity of TT1-IP was observed. 

Following an intraperitoneal injection, the plasma concentration reached a maximum 

peak within 10 minutes before a plasmatic clearance of 28 minutes half-time life. In 

human serum incubation, 40% of TT1-IP was detectable after 6h showing its slow 

degradation by proteolysis. 

In summary, the results obtained in this thesis suggest that the use of therapeutic peptides 

in cancer treatment is a real possibility. The immediate prospect is to test these bi-functional 

peptides on a HCC murine xenograft models for pre-clinical validation. 

Key words 

Cancer, cancer targeting, liver cancer, hepatocellular carcinoma, chronic lymphocytic 

leukemia, interfering peptides, tumor-penetrating peptides, PEPscan, PP2A, SET, mouse, 

xenograft. 
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4 Introduction 

Les cancers sont la première cause de mortalité, en particulier dans les pays développés 

(Sung et al, 2021). L’incidence dans ces pays devrait encore augmenter en raison de l’âge 

grandissant des populations et de l’importance des facteurs de risque (Vogelstein et al, 

2013). La plupart des cancers sont secondaires à des altérations génétiques (Vogelstein et al, 

2013) qui vont modifier les fonctions des protéines, donc des cellules. Elles vont finir par se 

multiplier sans contrôle avec la capacité de migrer et de s’implanter à distance sous forme 

de métastase. Ce processus aboutit à la mort de l’individu. 

Pour contrôler la maladie cancéreuse, les axes thérapeutiques sont les suivants : prévention, 

dépistage et traitements à visée curative qui s’accompagnent d’effets secondaires. Les 

traitements incluent l’exérèse chirurgicale pour les tumeurs solides, la destruction locale par 

des agents physiques ou des radiations ionisantes, la destruction des cellules malignes par 

des drogues cytotoxiques (chimiothérapie) ou leur contrôle par des traitements hormonaux 

et plus récemment via le système immunitaire (immunothérapie). 

L’objet de cette thèse concerne une nouvelle approche thérapeutique : l’utilisation de 

peptides qui vont interférer avec les voies métaboliques désorganisées par la maladie 

cancéreuse. Nous y reviendrons après quelques généralités sur le carcinome 

hépatocellulaire, également objet de cette thèse. 

4.1 Carcinome hépato-cellulaire 

Les cancers du foie sont en augmentation globale dans le monde et l’on estime qu’ils 

devraient concerner plus d’1 million de personne par an en 2025 (Sung et al, 2021). Le 

carcinome hépato-cellulaire (CHC) représente environ 90% des tumeurs primitives du foie et 

a plusieurs caractéristiques que nous développerons succinctement : épidémiologie, 

physiopathologie, diagnostic et traitement. 

Epidémiologie du CHC 

Le CHC est le 6ème cancer dans le monde, avec 841 080 nouveaux cas en 2018 et la 4ème 

cause mondiale de mortalité par cancer (Sung et al, 2021). Les taux d’incidence et de 
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mortalité les plus élevés sont observés en Asie de l’Est et en Afrique (Figure 1), bien que 

l’incidence et la mortalité des CHC augmentent dans différentes parties de l’Europe et aux 

États-Unis (McGlynn et al, 2015). Le CHC est la cause de décès par cancer qui progresse le 

plus rapidement aux États-Unis depuis le début des années 2000 et il devrait devenir la 

3ème cause de décès par cancer d’ici 2030, si ces tendances se maintiennent (Rahib et al, 

2014). 

Figure 1: 
Incidence 
géographique et 
principaux 
facteurs 
étiologiques des 
carcinomes 
hépatocellulaires 
(CHC) 

La plus forte 

incidence de CHC 

est observée en 

Asie de l’Est, la Mongolie présentant la plus forte incidence de CHC dans le monde. Le virus de l’hépatite B (VHB) 

est le principal facteur étiologique dans la plupart des régions d’Asie (sauf Japon), d’Amérique du Sud et 

d’Afrique; le virus de l’hépatite C (VHC) est le facteur causal prédominant en Europe occidentale, en Amérique 

du Nord et au Japon. La consommation d’alcool est le facteur étiologique en Europe centrale et orientale. La 

stéatohépatite non alcoolique (NASH), la principale étiologie incluse dans la catégorie « Other », est un facteur 

de risque qui augmente rapidement et qui devrait devenir la principale cause de CHC dans les régions à revenus 

élevés dans un proche avenir. ASR : age-standardized incidence rate. D’après Bray et al, 2018; Llovet et al, 2021; 

Singal et al, 2020. 

En France, l’incidence annuelle en 2018 était de 12,5/100 000 chez l’homme et 2,5/100 000 

chez la femme (rapport InVS 2020 http://lesdonnees.e-cancer.fr/). Le nombre de nouveau 

cas était estimé à 10 580 cas en 2018 et était en augmentation depuis 1980. L’augmentation 

de l’incidence est expliquée par l’épidémie d’hépatite C entre 1990 et 2015 (Global Burden 

of Disease Liver Cancer Collaboration et al, 2017), l’augmentation des cas de syndrome 

métabolique (Welzel et al, 2011) et par l’amélioration du dépistage (Costentin et al, 2018). 

Physiopathologie et mécanismes d’apparition du CHC 

Une particularité centrale du CHC est qu’il est lié à une inflammation chronique du foie, elle-

même responsable de processus cicatriciels fibrosants, qui au long des années constituent 

http://lesdonnees.e-cancer.fr/
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une cirrhose. C’est habituellement à ce stade (75-80% des CHC) que se développe le CHC 

avec des mécanismes de carcinogénèse multiples et intriqués (Figure 2) (D’souza et al, 2020; 

Mohr et al, 2021; Seen, 2021; Taniai, 2020). L’apparition d’un CHC au stade d’hépatite 

chronique non cirrhotique est possible, surtout en cas de NASH (Ioannou, 2021) mais cette 

éventualité est plus rare. Rappelons que le CHC sur foie sain est exceptionnel. 

Les facteurs d’agression chronique du foie sont importants à connaître parce qu’ils 

influencent le dépistage, la prévention, la surveillance et la répartition géographique (Figure 

1). Il s’agit principalement de la consommation excessive d’alcool, d’une NASH liée à un 

diabète ou une obésité, d’une infection par le VHB ou le VHC. Les autres facteurs de risque 

sont la surinfection par l’hépatite virale Delta (HDV) chez un patient porteur de l’antigène de 

surface du VHB (Ag HBs), l’âge (> 70 ans)(Rich et al, 2020), le sexe masculin (2 à 3 homme 

pour 1 femme), certaines ethnicités (hispanique) (Rich et al, 2019), certains toxiques 

(aflatoxine), les cholestases chroniques, des maladies génétiques héréditaires 

(hémochromatose, déficit en α1 anti-trypsine), le tabac (Lee et al, 2009). Inversement, 

d’autres facteurs pourraient être protecteurs comme le café ou l’aspirine (Bravi et al, 2013). 

Figure 2: 
Représentation 
schématique des 
facteurs de risque et 
mécanismes 
d'apparition des CHC 

Sous l’effet de facteur 
d’agression chronique 
des cellules 
hépatiques, une 
inflammation 
chroniques se 
pérennise et aboutit à 
une fibrose d’intensité 
croissante jusqu’au 
stade de cirrhose. Ce 
processus favorise 
l’apparition de cellules 
cancéreuses. Bien que 
plus rare, le passage 

rapide du foie normal au cancer est possible. EMC : Extracellular matrix. D’après Man et al, 2021.  

 

Les dernières avancées dans le domaine, stimulées par l’épidémie de CHC associés aux 

maladies graisseuses du foie (NAFLD pour non-alcoholic fatty liver disease) font intervenir 
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dans la carcinogénèse la contribution de l’inflammation (NASH pour non-alcoholic 

steatohepatitis), de la cirrhose mais également du microenvironnement cellulaire, du 

système immunitaire (Figure 3) (Friedman et al, 2018). 

 

Figure 3: 
Représentation 
schématique de la 
pathogénie de la 
NAFLD. 

Les acides gras libres 

qui proviennent de la 

lipolyse des 

triglycérides dans les 

tissus adipeux sont 

libérés dans le sang 

et captés par le foie. 

Une autre source 

majeure du flux 

d’acides gras (AG) 

sont les glucides en 

excès, en particulier le fructose, qui sont convertis en AG dans l’hépatocyte. Les deux grandes destinations des 

AG sont la bêta-oxydation mitochondriale et le stockage sous forme de gouttelette lipidique ou l’export sanguin 

sous forme de VLDL. Les triglycérides des gouttelettes de lipides subissent également une lipolyse régulée qui 

libère des AG dans d’hépatocytes. Le gène PNPLA3 intervient dans ce processus lipolytique. Une variante 

nucléotidique unique du PNPLA3 est fortement associée à la progression du NASH, ce qui souligne l’importance 

de la régulation de cette lipolyse. Lorsque l’élimination des acides gras par bêta-oxydation ou formation de 

triglycérides est dépassée, les acides gras peuvent contribuer à la formation d’espèces lipotoxiques qui 

entraînent le stress du reticulum endoplasmic, un stress oxydant et l’activation d’inflammasomes. Ces 

modifications sont responsables du phénotype de NASH avec lésion hépatocellulaire, inflammation, activation 

des cellules stellaires et accumulation progressive de matrice extracellulaire en excès. Les modifications du 

mode de vie qui comprennent des habitudes alimentaires saines et l’exercice régulier détournent les substrats 

métaboliques vers les tissus métaboliquement actifs et peuvent ainsi prévenir ou inverser la NASH. (Friedman et 

al, 2018). Schéma : Marina Corral Spence/Springer Nature 
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Principales altérations génétiques somatiques du CHC et classification 

Les principaux gènes impliqués dans la cancérogenèse hépatique ont un impact sur 6 voies 

biologiques clefs (Campani et al, 2023) : 

1. les mutations TERT (Telomerase reverse transcriptase) sont observées dans 60% des 

cas. La maintenance des télomères favorise l’immortalisation cellulaire ; 

2. la dérégulation de la voie Wnt/β-caténine, secondaire à la mutation CTNNB1 (20-

30%), est responsable d’une accumulation de β-caténine nucléaire, qui active des 

gènes de prolifération. CTNNB1 est plus fréquente avec l’abus d’alcool ; 

3. la dérégulation du cycle cellulaire par mutation de TP53 (tumor proteine 53) (20-50%) 

conduit à une prolifération cellulaire et une résistance à l’apoptose. Elle est plus 

fréquemment associée au VHB ; 

4. la dérégulation épigénétique intervient par modification de l'expression des gènes 

par divers mécanismes, notamment le remodelage de la chromatine, les 

modifications des histones et de la méthylation ; 

5. une inflammation chronique ou une exposition à des agents cancérigènes expose les 

hépatocytes à un stress oxydatif. Le facteur 2 lié au NRF2 (nuclear factor erythroid 2-

related factor 2), codé par NFE2L2 et l'activation de la voie KEAP1 (kelch-like ECH-

associated protein 1) jouent un rôle clef dans la protection des cellules contre le 

stress oxydatif. Des mutations activatrices de NFE2L2 et des mutations inactivatrices 

de KEAP1 sont retrouvées dans environ 6 % et 4 % des CHC et confèrent aux cellules 

cancéreuses un avantage de résistance au stress oxydatif par l'inhibition de la 

dégradation médiée par KEAP1 de NRF2 (Zucman-Rossi et al, 2015). Une association 

significative entre NFE2L2 et KEAP1 et des mutations CTNNB1 ou AXIN1 a été décrite, 

suggérant que les réponses au stress oxydatif pourraient coopérer avec la voie 

Wnt/β-caténine pour favoriser la carcinogenèse hépatique ; 

6. l’activation des voies RAS/RAF/MAP kinase et PI3K/AKT/MTOR. Les protéines RAF 

(Rapidly Accelerated Fibrosarcoma) / RAS (Rat Sarcoma) / MAP (Mitogen-activated 

protein) kinase et la voie PI3K (phosphoinositide 3-kinase) / AKT (protein kinase B) / 

MTOR (mecanistic target of rapamycine) sont activées en environ 5 à 10 % des CHC 

(Zucman-Rossi et al, 2015). L'activation de la voie RAF/RAS/MAP kinase favorise la 

prolifération cellulaire. Les mutations associées sont des mutations de RAS ou de 
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RPS6KA3 (Ribosomal Protein S6 Kinase) (2 à 10 %) (Nault et al, 2020). Les mutations 

activatrices de PIK3CA (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase, catalytic 

subunit alpha) (2 %), les mutations inactivatrices de TSC1 ou TSC2 (3–8 %) et la 

délétion homozygote de PTEN (2 –3 %) favorisent l’activation permanente de la voie 

AKT/MTOR (Nault & Zucman-Rossi, 2011). Les mutations TSC2 surviennent souvent 

en même temps que les mutations TP53 (Campani et al, 2023). 

Enfin, le VHB peut entraîner la surexpression d'oncogènes, mais peut également déclencher 

des réarrangements chromosomiques entraînant des altérations génétiques à distance 

(Péneau et al, 2022). 

Au total, sur la base des résultats de la génomique, de la transcriptomique et de 

l’épigénétique, les CHC sont classés en 2 grandes classes : la classe proliférative et la classe 

non-proliférative (Annexe 1). Les retombées cliniques des altérations génétiques, 

permettent également d’orienter certaines stratégies thérapeutiques comme pour les 

adénomes hépatocellulaires (Nault et al, 2017, 2022). Cependant, en plus des variations du 

type de CHC d’un patient à l’autre, il faut rajouter une hétérogénéité intratumorale, c’est-à-

dire, qu’au sein de la même tumeur coexistent différentes populations cellulaires avec des 

caractéristiques biologiques différentes. Par conséquent, une simple biopsie peut ne pas 

permettre d’appréhender toute les facettes d’un processus tumoral et limiter ainsi la 

pertinence des choix thérapeutiques. L’intérêt de mesurer les marqueurs circulants, tels que 

les acides nucléiques tumoraux circulants, les cellules tumorales circulantes (CTC), l'ARNm, le 

microARN et les exosomes, permettrait d’avoir une approche globale des signatures 

tumorales et pourrait permettre de contourner ces hétérogénéités (Campani et al, 2023). 

Diagnostic et traitements du CHC 

Le CHC est l’une des rares tumeurs pour laquelle le diagnostic morphologique peut suffire à 

décider d’un traitement. Les critères d’imagerie ont été standardisés par le système LI-RADS 

(Liver Imaging Reporting and DataSystem)(Santillan et al, 2018) et doivent être validés en 

réunion de concertation pluri-disciplinaire spécialisée (Bruix et al, 2005). Le diagnostic de 

CHC est complété par un diagnostic d’extension de la maladie tumorale, par une évaluation 

de l’hépatopathie sous-jacente et par une évaluation globale du patient et de ses 

comorbidités. Au terme de cette évaluation, il est possible de classer les patients. Ces 
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classifications permettent d’élaborer des recommandations et des algorithmes de décision 

thérapeutiques (Blanc et al, 2021; Llovet et al, 2021; Reig et al, 2022) (Figure 4 et Figure 5). 

Figure 4: Schéma de prise en charge 
thérapeutique des carcinomes 
hépatocellulaires 

Cet algorithme est basé sur celui du 

BCLC (Barcelona Clinic Liver Cancer) 

qui classe les patients en 5 stades et 

sur les recommandations de 

l’European Association for the Study 

of the Liver. La survie est estimée 

pour chacun des stades lorsque le 

traitement recommandé est appliqué. 

D’après Villanueva, 2019. 

Le meilleur traitement est bien sûr la prévention, par la suppression de l’agression virale, 

l’arrêt de l’alcool, le contrôle des anomalies métaboliques. Cependant, au stade de cirrhose, 

le risque de CHC persiste et seul le dépistage de petits CHC (± 2cm) permet d’obtenir de bons 

résultats thérapeutiques avec un bon rapport coût/efficacité (Cadier et al, 2017). En cas 

d’hépatopathie non-cirrhotique les recommandations restent débattues (Costentin & 

Nahon, 2021; Poynard et al, 2019). 

Les traitements non médicamenteux sont très efficaces mais ils s’adressent à un nombre 

limité de patients, parce qu’ils sont indiqués aux stades précoces ou intermédiaires de la 

maladie tumorale (Figure 4). Ainsi, les patients asymptomatiques avec une faible charge 

tumorale et une bonne fonction hépatique (BCLC 0 ou A) doivent être traités par des 

traitements curatifs locaux (résection ou destruction locale selon la présence d'une 

hypertension portale, le nombre de nodules et la fonction hépatique). Les indications de 

transplantation hépatique pour CHC sont avant tout guidées par l’extension tumorale et le 

taux d’α-foeto-protéine, résumés par le score alpha (Duvoux et al, 2012). 

Les traitements médicamenteux non-systémiques sont destinés aux patients 

asymptomatiques présentant un CHC multinodulaire et une fonction hépatique adéquate 

(BCLC B). Il s’agit de la chimioembolisation ou de la radioembolisation. 
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Les patients ayant une thrombose portale tumorale ou une propagation extrahépatique 

(BCLC C) doivent être traités par des thérapies systémiques. Les traitements systémiques 

peuvent être classés en 3 groupes : les inhibiteurs de tyrosine kinase (TKI), les thérapies 

ciblées dirigées (anticorps dirigés contre le récepteur du VEGF) et les inhibiteurs des points 

de contrôle immunologique (ICI pour immune-check point inhibitor) (anticorps anti-CTA4, 

anti-PD1, anti-PDL1). Les mécanismes d’action et les schémas thérapeutiques récents sont 

illustrés en Annexe (Annexe 2). 

L’avènement des ICI pour les CHC avancés a élargi les indications des traitements 

systémiques en raison de leur relative efficacité et de leur bonne tolérance par rapports aux 

TKI. Cependant, en monothérapie les taux d’événements indésirables liés aux traitements 

par ICI et de grade 3 à 4 variaient de 18% à 22 % (Finn et al, 2020b; Yau et al, 2019) et 

montaient à 37% en association (Finn et al, 2020a). Avec les ICI, une toxicité par activation 

du système immunitaire peut survenir dans n’importe quel système d’organes, allant 

d’événements légers et gérables comme les éruptions cutanées, les douleurs articulaires ou 

l’hypothyroïdie, à des événements graves et potentiellement mortels comme une 

pneumopathie, une entérocolite ou myocardite (Sangro et al, 2020). Un argument plus 

récent en faveur des ICI par rapport aux TKI est le rapport coût/bénéfice favorable (Gaugain 

et al, 2023). Actuellement, les traitements systémiques de première ligne sont donc de type 

atezolizumab/bevacizumab ou durvalumab/tremelimumab. Les traitements de seconde 

lignes ou les alternatives en cas de contre-indication sont les TKI et/ou des anti CTL4 (Figure 

5). 
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Figure 5: Stratégie de 
traitement du CHC 
avec des thérapies 
systémiques 

En vert, traitements 

approuvés par les 

organismes de 

réglementation basés 

sur des études de 

phase III. En orange, 

combinaisons 

positives versus 

sorafenib. En jaune, 

les traitements qui ont 

reçu l'approbation 

accélérée de la FDA sur la base d'études de phase II. PD : progressive disease. D’après (Llovet et al, 2022). 

Dans tous les cas, en dehors des coûts des traitements (anticorps monoclonaux), deux 

éléments limitent l’utilisation de ces molécules : leurs effets secondaires en particulier chez 

les patients ayant un désordre immunitaire (maladie ou traitement immunosuppresseur) et 

l’altération de la fonction hépatique (ictère, hypertension portale à haut risque de 

complication). 

4.2 Les peptides thérapeutiques  

Un peptide est une courte chaine d’acides aminés (< 50) (Annexe 3). Les protéines sont des 

macromolécules également constituées d’acides aminés qui assurent une multitude de 

fonctions au sein des cellules : protéines enzymatiques qui catalysent les réactions 

chimiques de synthèse et de dégradation nécessaires au métabolisme de la cellule, protéines 

structurelles au sein du cytosquelette (actine, collagène). Certaines sont des moteurs 

moléculaires qui permettent la mobilité (myosine), d'autres sont impliquées dans le 

conditionnement de l'ADN (histones), la régulation de l'expression génétique (facteurs de 

transcription), le métabolisme énergétique (ATP synthétase) ou encore la transmission 

de signaux cellulaires (récepteurs membranaires, hormones). Les peptides peuvent interagir 

avec les protéines et cette propriété débouche sur de nouvelles perspectives thérapeutiques 
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(Bidwell & Raucher, 2009; Hayashi et al, 2012). Ce sont les peptides interferants (IP pour 

interering peptide) (Figure 6). 

Figure 6: Représentation schématique de l’effet d’un peptide interférant (IP) ciblant une interaction protéine-
protéine (IPP). 

Un IP est un peptide qui peut 

affecter spécifiquement 

l’interaction normale entre 

deux protéines. Dans la 

plupart des cas, l’utilisation 

d’une IP entraîne la 

modulation d’une voie de 

signalisation. D’après Bruzzoni-Giovanelli et al, 2018. 

Peptides anti tumoraux 

Les peptides pénétrant dans les cellules (CPP pour cell penetrating peptide) sont apparus 

comme une nouvelle classe de vecteurs qui permettent la « délivrance » de biomolécules à 

travers les barrières biologiques. En fait, ils sont largement utilisés pour l'administration 

intracellulaire de diverses molécules, notamment des médicaments, des peptides, des 

protéines, des gènes et des nanoparticules. Cependant, l'un des freins à l'utilisation clinique 

des CPP est leur sensibilité à la dégradation par des protéases. Pour surmonter ce problème, 

différentes stratégies ont été élaborées, notamment la substitution des acides aminés 

lévogyres par des dextrogyres, la cyclisation et la stabilisation de l'hélice par agrafage 

peptidique (peptides agrafés ou stappled peptides). 

Un second frein associé à l'administration systémique de médicaments par CPP est le 

manque de spécificité. Une méthode attrayante pour augmenter l'indice thérapeutique d'un 

médicament consiste à délivrer spécifiquement la molécule thérapeutique sous sa forme 

active non seulement dans le tissu ciblé, mais plus précisément dans la cellule ciblée et 

encore plus précisément dans l'organite cellulaire. Cette thérapeutique intracellulaire 

assurerait une efficacité «optimale ». Si l’on considère les chimiothérapies anticancéreuses, 

un défi majeur est de délivrer des médicaments exclusivement aux cellules tumorales tout 

en épargnant les cellules normales. Une sous-classe de peptides, les peptides pénétrant dans 

la tumeur (TPP pour tumor penetrating peptide) peut être utilisée pour augmenter 
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l’administration de médicaments, d'agents d'imagerie et de nanoparticules dans les 

tumeurs. 

Pour cette thèse nous avons utilisé 2 types de peptides combinés, chacun ayant une fonction 

propre, d’où le titre de peptide bi-fonctionnel. Nous décrirons successivement 1) les TPP 

utilisés 2) les protéines cibles (PP2A et SET) du peptide interférant IP (IP pour interfering 

peptide) et 3) la méthode dite PEPscan utilisée pour isolée l’IP en question. 

Peptides pénétrants les tumeurs (TPP) 

Les peptides pénétrant dans la tumeur sont définis par la présence du motif C-end rule 

(CendR) avec le consensus R/KXXR/K (R-Arg ou K-Lys suivi de 2 acide aminés quelconques 

puis à nouveau de R-Arg ou K-Lys). Ce motif doit être démasqué en C-terminal pour 

permettre la liaison au récepteur de pénétration cellulaire neuropilin-1 (NRP-1) (Teesalu et 

al, 2009; Zanuy et al, 2013). NPR-1 est surexprimé dans le système vasculaire tumoral et 

dans diverses cellules tumorales, y compris les cellules tumorales péritonéales, in vitro et in 

vivo (Braun et al, 2016; Simon-Gracia et al, 2016; Sugahara et al, 2015b). La liaison du 

peptide CendR à NRP-1 active une voie de transport qui ressemble à de la macropinocytose 

mais qui en est différente mécanistiquement et qui entraîne la distribution des charges utiles 

profondément dans le parenchyme tumoral (Figure 7)(Pang et al, 2014). 

Figure 7: Le peptide CendR déclenche un processus d’endocytose dépendant du NRP1 et qui ressemble à une 
macropinocytose. 

Microscopie électronique à 

transmission. (a) Culture 

pendant 16 h de cellules de la 

lignée de cancer de prostate 

PPC1 dans des milieux 

complets, sans acide-aminé 

(AA) ou sans glucose afin 

d’augmenter la captation, 

suivie par l’incubation avec des nanoparticules d’or recouvertes de peptide RPARPAR (R-Au) (points denses, 50 

nm) pendant 30 min. (b) organites intracellulaires contenant du R-Au avec des caractéristiques d’endosome et 

de corps multivésiculaire (MVB). (c) Dépendance NRP1 de l’endocytose CendR. Des cellules HeLa, qui 

n’expriment pas naturellement NRP1, ont été transfectées avec des plasmides exprimant le type sauvage (WT) 

de NRP1, ou le mutant NRP1 DSEA (DSEA) où la séquence d’interaction GIPC1/synectine est absence, ce qui 
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bloque l’entrée de R-Au dans les cellules ont été incubées avec R-Au pendant 30 minutes avant la fixation. Barre 

d’échelle, 200 nm. D’après Pang et al, 2014. 

Le premier peptide pénétrant dans la tumeur, iRGD (internalizing RGD, séquence: 

CRGDKGPDC), a été identifié par phage display in vivo sur des modèles de xénogreffes 

métastatiques de cancer de la prostate chez la souris (Sugahara et al, 2009). L'iRGD pénètre 

dans le tissu tumoral à l'aide d'un mécanisme en plusieurs étapes (Figure 8) :  

(1) l'iRGD est recruté dans les vaisseaux tumoraux par l'interaction de son motif RGD 

avec les intégrines αvβ3 et αvβ5 sur les cellules tumorales et les cellules 

endothéliales tumorales ;  

(2) Le peptide est ensuite scindé par une protéase liée à la tumeur ce qui expose en 

position C-terminale le motif CendR actif, CRGDK;  

(3) le fragment CRGDK de iRGD se lie ensuite à NRP-1 pour déclencher une cascade de 

transcytose qui conduit à une pénétration profonde du peptide dans le tissu tumoral. 

Il est important de noter que pour la pénétration tumorale, la cargaison n'a pas 

besoin d'être conjuguée à l'iRGD : le peptide augmente l'accumulation et la 

pénétration des médicaments et des macromolécules co-administrés avec l'iRGD - un 

phénomène connu sous le nom d'effet de proximité (Sugahara et al, 2010). 

Figure 8: Transport 
trans-tissulaire par 
la voie CendR. 

La voie de 

pénétration 

cellulaire et 

tissulaire du TPP 

est basée sur un 

processus en trois 

étapes. 1) le 

peptide se fixe sur 

les récepteurs cibles primaires spécifiques à la tumeur (par exemple, αvβ3/αvβ5 integrin dans le cas d’iRGD; 

p32/gC1qR dans le cas de LyP-1 et TT1). 2) le peptide est clivé par des protéases pour démasquer l’élément 

CendR cryptique (R/KXXR/K) en C-terminal. Enfin, le motif CendR interagit avec la neuropiline-1 (NRP-1) pour 

déclencher la pénétration des tissus vasculaires et tumoraux. D’après Lingasamy & Teesalu, 2021. 
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La surexpression des récepteurs iRGD (intégrines et NRP-1) dans les tissus malins et la 

capacité de l'iRGD à pénétrer directement dans les tumeurs par voie non vasculaire 

(Sugahara et al, 2009, 2010) rendent l'iRGD bien adapté à l'administration de précision. Dans 

le modèle de xénogreffe de cancer gastrique MKN-45P, l'iRGD administré par voie 

intrapéritonéale a potentialisé la pénétration tumorale et l'activité anticancéreuse de la 

doxorubicine libre co-administrée (Sugahara et al, 2015b). La co-administration d'iRGD a 

augmenté l'accumulation intra-tumorale de doxorubicine d'environ 2,5 fois, alors qu'elle n'a 

eu aucun effet sur les organes normaux. L'effet iRGD sur l'accumulation tumorale et la 

pénétration de la doxorubicine était indépendante de la circulation, suggérant que les 

tumeurs péritonéales petites et mal vascularisées sont directement ciblées (Sugahara et al, 

2015a). 

Une autre technologie très prometteuse pour l'administration ciblée de tumeurs, en 

particulier pour les charges utiles d'acide nucléique, est celle des nanoparticules de 

liposomes cationiques guidés par des peptides. Ainsi, chez des souris porteuses d'une 

carcinose péritonéale dérivée d'une tumeur gastrique humaine MKN-45P, des liposomes 

cationiques stabilisés par du polyéthylène glycol (PEG) avaient une certaine accumulation 

dans la tumeur. Cependant, si cRGD et iRGD était ajoutés au PEG, la localisation et la 

pénétration des nanoparticules était minimale dans les tissus sains et préférentielle dans les 

nodules tumoraux (Wonder et al, 2018). 

Ces dernières années, plusieurs autres TPP ont été identifiés et validés pour une délivrance 

tumorale de précision (Teesalu et al, 2013). Le peptide cyclique TT1 (séquence : CKRGARSTC) 

a été identifié par biopanning de phage (Figure 9) sur la protéine purifiée p32 (Paasonen et 

al, 2016). La protéine p32, également connue sous le nom de gC1qR ou protéine de liaison à 

l'acide hyaluronique 1 (HABP1) est une protéine intracellulaire exprimée de manière 

aberrante à la surface des cellules tumorales activées, des cellules endothéliales 

vasculaires/lymphatiques et des macrophages/cellules myéloïdes dans les zones hypoxiques 

de la tumeur (Fogal et al, 2008). P32 a été validée comme ligand d'affinité de TT1 cyclique 

dans différents modèles tumoraux, y compris dans les modèles carcinose péritonéale avec 

administration intra-péritonéale (Hunt et al, 2017; Sharma et al, 2017). Une variante de TT1 

cyclique est le TT1 linéaire (« LinTT1 », séquence : AKRGARSTA) qui se lit à la protéine p32. 

Un autre peptide, p32-ligand et identifié par phage display, est Lyp-1 (séquence: 
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CGNKRTRGC) (Fogal et al, 2008, 2010; Laakkonen et al, 2002). Il a été montré que Lyp-1 avait 

une activité antitumorale intrinsèque dans un modèle de tumeur mammaire chez la souris 

(Laakkonen et al, 2004) et une accumulation dans des plaques athéroscléroses exprimant 

p32 chez la souris (Laakkonen et al, 2004). Après la liaison à p32, le motif CendR (KRGAR) des 

peptides TT1 et LinTT1 est exposé par l'activateur de plasminogène de type urokinase 

associé à la tumeur (uPA), ce qui déclenche la liaison à NRP-1 et favorise la pénétration 

tumorale (Sharma et al, 2017) (Figure 8). 

Figure 9: Biopanning de phages 
peptidiques ou phage display, in vivo 

Le génome du bactériophage T7 est 

modifié pour exprimer les peptides 

étrangers sur la capside des 

particules de bactériophage comme 

fusions C-terminales de la protéine 

de couche 10A d’un bactériophage. 

Une bibliothèque de peptides est 

injectée par la veine de la queue de 

souris porteuses d’une tumeur. Dix 

minutes à 1 h après l’injection, les 

souris sont perfusées dans le cœur 

pour éliminer les phages non intégrés 

et des organes sont prélevés pour 

l’amplification des phages chez E. coli. Le phage récupéré de la tumeur est amplifié et réinjecté chez une souris 

pour un cycle supplémentaire de sélection, jusqu’à ce que l’enrichissement soit détectable. Les phages de 

chaque cycle sont soumis au séquençage de l’ADN pour identifier les peptides susceptibles de cibler les tumeurs. 

D’après Lingasamy & Teesalu, 2021. 

4.3 Serine/thréonine phosphatase PP2A 

La protéine phosphatase PP2A est un acteur important dans de nombreuses fonctions 

cellulaires (Figure 10). Elle contrôle le métabolisme cellulaire en régulant l'activité des 

enzymes impliquées dans la glycolyse, le métabolisme des lipides et la synthèse des 

catécholamines (Tung et al, 1985). Elle régule également divers processus biologiques tels 

que le cycle cellulaire (via l'activation de la cdc2 kinase), la réplication, la transcription et la 

traduction de l'ADN, la transduction du signal, la prolifération cellulaire, la dynamique du 
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cytosquelette, la mobilité cellulaire et l'apoptose. Il a également été démontré qu'elle joue 

un rôle dans la transformation cellulaire et le cancer (Alberts et al, 1993; Glenn & Eckhart, 

1993; Ronne et al, 1991; Schonthal, 2001). Chez les eucaryotes, la séquence d'acides aminés 

prédite établit un degré élevé de conservation de la séquence (78 à 93 %) de PP2A entre la 

levure, la drosophile et les mammifères (Orgad et al, 1990). PP2A est exprimée de manière 

ubiquitaire et contribue à 1% des protéines cellulaires totales des cellules eucaryotes (Godet 

et al, 2011). La majorité de l'activité des phosphatases solubles à phosphosérine et 

phosphothréonine est catalysée par PP2A. PP2A est structurellement complexe et existe 

sous deux formes différentes : une forme dimérique (Cohen, 1997) et une forme trimérique 

(Mayer-Jaekel & Hemmings, 1994). La forme dimérique est connue sous le nom d'enzyme 

centrale et est composée de 2 sous-unités : catalytique et de structure (ou sous-unités d’aide 

à l’agencement spatial), tandis que la forme trimérique est un complexe holoenzyme actif 

qui se compose de trois sous-unités : catalytique (PP2Ac), structurelle (PP2Aa) et sous-unités 

régulatrices (PP2Ab) (Kamibayashi et al, 1994). 

C est la sous-unité catalytique, A est la deuxième sous-unité réglementaire ou structurelle et 

B/B’/B’’/B’’’ sont les troisièmes sous-unités variables, qui ne sont pas structurellement liées. 

Chez les mammifères, A et C sont encodés par deux gènes (α et β); les sous-unités B/PR55 

sont codées par quatre gènes apparentés (α, β, γ et δ); la famille B’/PR61 est codée par cinq 

gènes apparentés (α, β, γ, δ et ε), de qui donnent lieu à d’autres produits par épissage; la 

famille B’’ contient probablement trois gènes codant PR48, PR59 et les variantes d’épissage 

PR72 et PR130; SG2NA et striatin comprend la famille de sous-unités B’’’ (Janssens & Goris, 

2001). 

Figure 10: Famille des 
protéines 
phosphatases PP2A. 

PP2A fait référence à 

un ensemble de 

serine/thréonine 

phosphatases 

distinctes. Chaque 

sous-unités A et C de 

PP2A a un isoforme 

alpha et beta, tandis 
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que la sous-unité B appartient à 4 familles de protéines, chacune contenant de multiples isoformes. Dans une 

cellule, il en résulte l’assemblage d’un pool hétérogène d’holoenzymes hétérotrimériques PP2A qui régulent 

collectivement les processus biologiques critiques souvent associés à la progression de la maladie. D’après 

Brautigan et al, 2021. 

La sous-unité catalytique de PP2A (PP2Ac) est globulaire, exprimée de manière ubiquitaire 

dans presque tous les tissus et elle est plus abondante dans le cœur et le cerveau. Le niveau 

d'expression protéique de PP2Ac dans la cellule est régulé pour maintenir un niveau 

constant (Baharians & Schonthal, 1998). La séquence d'acides aminés de PP2Ac (37 kDa) est 

identique à 86 % chez l'homme et la levure et partage également 50 % de séquences 

d'acides aminés avec PP1 et 40 % de séquences identiques avec PP2B. PP2Ac existe sous 

deux isoformes C et C. Ils sont codés par deux gènes distincts composés chacun de sept 

exons et de six introns. Les exons 2 à 6 participent à la liaison au substrat et à la catalyse, 

tandis que les exons 1 et 7 aident à la régulation. Les deux isoformes sont constituées de 309 

acides aminés et partagent une similarité de séquence de 97 %. L'isoforme C est 

principalement exprimée dans la membrane plasmique et C dans le cytoplasme et le noyau. 

C est exprimé en plus grande abondance que C en raison de sa forte activité de 

promoteur ainsi qu'en raison de différences dans le taux de renouvellement de l'ARNm 

(Khew-Goodall & Hemmings, 1988). 

L’extrémité C-terminale de PP2Ac est conservée de manière unique et se lie à la structure et 

aux sous-unités régulatrices (PR61). A l'extrémité N-terminale de PP2A, C et C diffèrent 

de huit acides aminés et ces acides aminés ne sont pas non plus conservés dans PP1 et PP2B, 

suggérant que cette partie de la protéine pourrait ne pas jouer de rôle dans la catalyse 

(Janssens & Goris, 2001). Malgré le partage de 97% de similarité, les souris knock-out 

PP2Ac ne sont pas viables et meurent à 6,5 jour embryonnaire indiquant que PP2Ac est 

incapable de se substituer à la perte de PP2Ac, soulignant la fonction non redondante de 

C dans le développement embryonnaire et la gastrulation (Gotz et al, 1998). 

PP2A est considéré comme un suppresseur de tumeur et on pense qu'elle est 

fonctionnellement inactivée dans le cancer. Ainsi, l'inhibiteur de PP2A, l'acide okadaïque, 

lorsqu'il est injecté à des souris, provoque le développement de tumeurs (Nagao et al, 1995). 

Un autre antigène tumoral, l'antigène petit T du polyomavirus remplace la sous-unité B de 
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PP2A et altère l'activité phosphatase de PP2A, conduisant à la transformation (Campbell et 

al, 1995). Ces deux résultats ont établi le caractère suppresseur de tumeur de PP2A 

(Janssens et al, 2005). Il a été démontré que la structure PP2A et la sous-unité régulatrice 

étaient mutées ou exprimées de manière aberrantes dans de nombreux types de cancer. 

Une mutation dans PR65/A a été trouvée dans le carcinome pulmonaire et le mélanome 

(Calin et al, 2000) et une mutation PR65/A a été observée dans le cancer du côlon et du 

poumon (Wang et al, 1998). Outre le cancer du poumon et du côlon, une perte de fonction 

des sous-unités de structure a également été observée dans les cancers du sein, de la peau, 

du col de l'utérus et de l'ovaire. La mutagenèse de Glu64 en Asp/Gly a perturbé la capacité 

de liaison de PR65/A à PR56/B’ (Ruediger et al, 2001). Une mutation faux-sens PR65/A 

a été détectée dans les cancers du poumon et du côlon (Wang et al, 1998). Récemment, des 

mutations du gène PPP2R1A de la sous-unité régulatrice du cancer de l'ovaire ont été 

identifiées. La mutation des sous-unités régulatrices a montré une capacité de liaison 

défectueuse des sous-unités B, B’, indiquant une fonction de suppression tumorale réduite 

de PP2A dans le cancer de l'ovaire (Jones et al, 2010). Fait intéressant, dans 43% des 

tumeurs cérébrales (gliobastome, oligodendrogliome et oligodendroglime anaplasiques), le 

niveau de Aα était réduit d’au moins 10 fois. Par comparaison, les niveaux des sous-unités 

Bα et Cα étaient généralement normaux. Ces tumeurs avaient une diminution de 

l'expression de PP2A, enzyme centrale et holoenzyme, et des niveaux élevés de sous-unité C 

catalytique non régulée (Colella et al, 2001). 

Dans les cellules HEK293, une réduction de 50% des niveaux de PP2A-A entraîne une 

réduction de l'holoenzyme PP2A-B’ et une augmentation de la formation de tumeurs chez 

les souris immunodéficientes en raison de l'activation de la voie Akt (Chen et al, 2005). 

Comme Akt, la GTPase RalA participe à la transcription, à la migration, au transport à 

l'apoptose et à la prolifération cellulaire. Il a été découvert que PP2A-A se lie et régule 

l'activité de RalA. La transformation associée au knockdown ou à la perte de PP2A-A a 

montré une hyperphosphorylation de RalA (Sablina et al, 2007). Trois variantes d'épissage de 

PP2A-A dues au saut de gène ont été observées dans la leucémie lymphoïde chronique à 

cellules B (B-CLL). Ces variants d'épissage étaient incapables d'assembler les sous-unités C et 

B et ont entraîné une perte d'activité PP2A (Kalla et al, 2007). Dans le cancer du sein, il y a 

une altération dans PP2A-A. Plus récemment, Nagendra et coll. ont confirmé une 
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fréquence élevée de la mutation PP2A-A dans 32 % des carcinomes séreux utérins. À l'aide 

d'un séquençage à haut débit, des mutations ont été trouvés dans la lignée cellulaire de 

carcinome séreux ACI-158, une mutation dans un carcinome séreux primitif ainsi qu'une 

mutation dans le cancer de l'endomètre peu différencié (Nagendra et al, 2012). 

Comme la sous-unité de structure, la sous-unité régulatrice de PP2A (principalement B55 et 

B56) a également été mutée dans de nombreux types de cancers. Chez les patients atteints 

de leucémie myéloïde aiguë (LAM), l'expression de PP2AB55 s'est avérée inférieure à la 

normale. Comme mentionné précédemment, B55 déphosphoryle Akt. Lorsque B55 est 

supprimé, cela conduit à une activation cohérente d'Akt et une prolifération accrue (Ruvolo 

et al, 2011). 

PP2A et CHC 

PP2A a été étudiée dans le CHC et il existe de nombreux arguments concordants qui étayent 

l’hypothèse du rôle délétère de l’inhibition de la PP2A dans l’apparition et le développement 

des CHC. Ainsi, Yang et coll. ont montré que l’expression de la sous-unité catalytique PPP2C 

était significativement plus élevée dans les CHC que dans les tissus non cancéreux et qu’elle 

était associée à une survie globale plus courte. Selon cette étude, PPP2C pourrait etre un 

marqueur diagnostique et pronostique du CHC (Yang et al, 2021).  

La perte de la fructose 1-6 biphosphonate aldolase B (Aldob) conduit à une régulation 

paradoxale du métabolisme du glucose qui favorise la cancérogenèse du CHC (Figure 11), via 

des événements de signalisation en amont qui restent mal définis. La voie Akt est fortement 

activée dans le CHC. Or Aldob supprime l’activité d’Akt et la croissance tumorale grâce à un 

complexe protéique contenant Aldob, Akt et PP2A. Ce complexe conduit à une inhibition de 

la viabilité cellulaire, de la progression du cycle cellulaire, de l’absorption du glucose et du 

métabolisme. La perte d’Aldob ou la perturbation de l’interaction Aldob/Akt dans le mutant 

Aldob R304A restaurait l’activité Akt et ses effets pro-tumoraux. L’inhibition d’Akt ou 

l’utilisation d’un activateur de PP2A (SMAP pour small-molecule activator of PP2A) diminuait 

la tumorigénèse dans un modèle de souris xénogreffées. Au total, Aldob aurait un role non 

enzymatique dans la régulation négative de l’activation d’Akt et l’inhibition directe de 

l’activité d’Akt par la réactivation de PP2A pourrait etre une approche thérapeutique 

potentielle pour le traitement des CHC (He et al, 2020). 
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Figure 11: Schéma de de la 
régulation négative médiée 
par Aldob de l'activation d'Akt. 

Dans les cellules normales, 

Aldob interagit avec Akt d'une 

manière dépendante de 

l'activité de la kinase Akt, ce 

qui favorise la liaison de la 

phosphatase PP2A à p-Akt et 

entraîne la déphosphorylation 

de p-Akt. Aldob est impliquée 

dans l'homéostasie 

intracellulaire de la 

phosphorylation d'Akt en 

modulant les interactions 

substrat/phosphatase. Dans les cellules cancéreuses déficientes en Aldob, la régulation à la baisse d'Aldob libère 

sa régulation négative de l'activité Akt, conduisant à l'activation constitutive de la signalisation oncogénique 

Akt, ce qui facilite la progression du cycle cellulaire et augmente la consommation de glucose et le flux 

métabolique vers la glycolyse et le cycle glycolysisand TCA pour la prolifération des cellules cancéreuses et la 

tumorigenèse. Cibler l'Akt hyperactif en inhibant directement l'activité de l'Akt ou en réactivant l'activité de la 

phosphatase PP2A peut être une approche thérapeutique pour traiter les cancers humains déficients en Aldob. 

Les flèches en gras représentent la régulation à la hausse des événements de signalisation indiqués en réponse 

à l'absence d'Aldob. Aldob : aldolase B; DHAP : dihydroxyacétone phosphate; GSK3ß : glycogène synthase kinase 

3ß; HK : hexokinase; mTORC2 : cible mécanistique du complexe rapamycine 2 ; p-Akt : Akt phosphorylé; PDK1 : 

kinase 1 dépendante de l'ositide phosphoïne ; PP2A : protéine phosphatase 2A; SMAP : petit activateur de PP2A 

; Cycle TCA : cycle acide tricarboxylique. D’après He et al, 2020. 

Comme autre argument en faveur du rôle de PP2A dans l’apparition des CHC nous citerons 

les fait que les souris dépourvues de la sous-unité B56delta (Ppp2r5d) de PP2A développent 

spontanément des CHC (Lambrecht et al, 2020). Egalement, l’acide okadaïque est un 

inhibiteur de PP2A et un agent pro-tumoral (Nagao et al, 1995). L’administration de cet acide 

okadaïque à des cellules Hep3B et HepG2 favorisait l’expression de facteurs clefs de la 

transition épithélio-mésenchymateuse (EMT epithelial-mesenchymal transition). Ce résultat 

suggérait que l’inhibition de l’activité de PP2A favoriserait le potentiel métastatique des 

cellules de CHC (Kong et al, 2021). 
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Dans une étude clinico-biologique, Gong et coll. ont montré que l’expression élevée de 

PP2Ac était significativement associée à la positivité des antigènes de l’hépatite B (HBs et 

HBe), à la cirrhose du foie, au degré de différenciation, au stade avancé et à la récidive 

précoce de la maladie. L’analyse multivariée a révélé qu’une valeur élevée de PP2Ac dans le 

tissu tumoral était un facteur de mauvais pronostique indépendant pour la survie globale 

(Gong et al, 2016). L’inhibition de PP2Ac par un ARN interférant de petite taille a 

considérablement limité la prolifération cellulaire in vitro, la formation de colonies, la 

migration et l’invasion et a réduit la croissance tumorale dans un modèle de souris 

xénogreffe. En revanche, la surexpression de PP2Ac a favorisé la prolifération des cellules de 

CHC, la formation de colonies et la tumorigenèse. L’analyse du profil d’expression génétique 

a montré que la régulation descendante de PP2Ac modulait l’expression de nombreux gènes 

impliqués dans le cycle cellulaire et la régulation de l’apoptose. Inversement, la régulation 

ascendante de PP2Ac avait un impact défavorable sur la survie globale des patients atteints 

de CHC et contribuait à l’agressivité de CHC. 

A l’hôpital Paul Brousse de Villejuif, Thièry et coll en 1999, avaient développé les lignées 

cellulaires de CHC du rat (HR-2, HR-3 et HR-4) et testé un inhibiteur spécifique et faible de 

PP2A, l’endothall. Ils avaient montré la plus grande sensibilité à l’endothall des lignées 

cellulaires de CHC par rapport à des cellules de cancer colique du rat (DHK/K12 et HT-29). Ils 

montraient également que l’endothall était responsable d’une cytostase en phase G2/M du 

cycle cellulaire, dépendante de la dose et du temps, avant mort cellulaire par apoptose 

(Thièry et al, 1999). 

4.4 Oncoprotéine SET 

SET est une oncoprotéine multifonctionnelle qui est impliquée dans de nombreux processus 

cellulaires (Figure 12). Elle est également connue sous le nom de facteur d'activation de 

matrice-I β (TAF-I β) ou inhibiteur 2 de la protéine phosphatase 2A (I2PP2A) ou putative 

histocompatibility leukocyte antigen class II-associated protein II (PHAPII). SET a été 

identifiée pour la première fois comme le gène de fusion set-can chez un patient atteint de 

leucémie aiguë indifférenciée en 1992 (von Lindern et al, 1992; Adachi et al, 1994). L'étude 

de ce gène de fusion a dévoilé le lien entre SET et le cancer et un sous-ensemble de ces 

études a démontré que SET joue un rôle important dans la tumorigenèse et les métastases. 
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SET est exprimée de manière ubiquitaire dans de nombreux types de tissus humains, 

notamment les reins, le foie, le cerveau, la rate, les poumons, le cœur et le système 

gonadique (Nagata et al, 1998). En raison de son rôle dans les fonctions cellulaires, sa 

dérégulation, en particulier sa surexpression, contribue au développement de diverses 

maladies dont la maladie d'Alzheimer, le syndrome des ovaires polykystiques et différents 

types de cancer (Arif et al, 2014; Madeira et al, 2005; Yu et al, 2013; Jiang et al, 2017; 

Switzer et al, 2011). Dans ce contexte nous nous focaliserons sur ses implications dans 

l’apparition des maladies cancéreuses. 

De nombreuses preuves ont démontré une régulation à la hausse de l'oncoprotéine SET dans 

différents types de cancer et son association à de mauvais résultats cliniques. La 

surexpression de la protéine SET dans les cellules hématopoïétiques entraîne toujours des 

tumeurs malignes. Par exemple, dans la leucémie myéloïde chronique (LMC), la protéine SET 

est surexprimée et davantage dérégulée pendant la crise blastique (Neviani et al, 2005). Un 

phénomène similaire a été observé dans la leucémie lymphoïde chronique (LLC), le 

lymphome non hodgkinien et la leucémie myéloïde aiguë au niveau de l'ARNm et des 

protéines. Dans le même temps, l'augmentation des taux de protéines SET était corrélée à 

de moins bons résultats cliniques (Christensen et al, 2011a; Cristobal et al, 2012). Des études 

sur des échantillons de tumeurs de patients atteints de CHC, de cancer du pancréas et de 

cancer colorectal métastatique ont vérifié que la surexpression de SET était spécifique à la 

tumeur et contribuait à la progression tumorale (Farrell et al, 2014; Hung et al, 2016; 

Cristóbal et al, 2015). Janghorban et coll., ont découvert qu'environ 50 % des lignées 

cellulaires de cancer du sein présentaient une surexpression de SET (Janghorban et al, 2014). 

Inversement, le déficit en SET a significativement altéré le potentiel tumorigène des lignées 

cellulaires du cancer du sein. SET a également été signalée comme étant régulée 

positivement au niveau de l'ARNm et des protéines pour le carcinome épidermoïde de la 

tête et du cou, le choriocarcinome, la tumeur de Wilm, les tumeurs cérébrales malignes, le 

sarcome alvéolaire des parties molles, le carcinome gastrique, le carcinome testiculaire, le 

cancer du sein, du poumon, du foie, du côlon et de la prostate. Ces données indiquent que 

l'oncoprotéine SET joue un rôle fondamental dans la tumorigenèse (Janghorban et al, 2014; 

Saddoughi et al, 2013; Sobral et al, 2014; Carlson et al, 1998). SET joue également un role 

dans la résistance thérapeutique aux médicaments (Hung et al, 2016). 
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SET est donc une cible thérapeutique pour améliorer les traitements anticancéreux actuels. 

Plusieurs antagonistes de SET ont été développés et largement évalués pour le traitement du 

cancer. Le FTY720 (fingolimod) est un analogue de la sphingosine utilisé comme 

immunosuppresseur chez les patients atteints de sclérose en plaques (Cohen et al, 2010). Le 

FTY720 peut réactiver PP2A en perturbant les interactions SET-PP2Ac, entraînant une 

activité anticancéreuse significative. L'effet anticancéreux du FTY720 a été démontré dans 

de nombreuses tumeurs malignes hématologiques et solides (Saddoughi et al, 2013; Zhang 

et al, 2013; Li et al, 2018; Pippa et al, 2014; Ishitsuka et al, 2014; Neviani et al, 2007; 

Cristóbal et al, 2014; Yang et al, 2012; Arriazu et al, 2020). Le traitement FTY720 inhibe 

également la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) en affectant la signalisation 

SET/PP2A/c-Myc/NDRG1/Snail et restaure la sensibilité aux traitements standard tels que le 

cisplatine dans les cellules cancéreuses du poumon ou l'imatinib dans les cellules de LMC 

porteuses de mutations résistantes (Enjoji et al, 2015; Oaks & Ogretmen, 2014). Le COG112 

est un peptide spécifique pénétrant dans les cellules. Il a été conçu en fusionnant un 

domaine de transduction protéique dérivé de la protéine antennapedia de Drosophila au 

peptide COG133 qui est un peptide mimétique créé à partir des résidus d'acides aminés 133-

149 de l'holoprotéine Apolipoprotéine E (apoE) (Li et al, 2006). COG112 inhibe la réponse 

inflammatoire dans un modèle de colite inflammatoire par suppression de la signalisation 

NF-κB et de l'expression des cytokines pro-inflammatoires (Singh et al, 2011). Christensen et 

al ont découvert que COG112 était capable de se lier à SET exprimée dans les cellules 

immunitaires (Christensen et al, 2011b; Li et al, 2006). L'interaction Le COG112-SET inhibe la 

formation du complexe SET/PP2Ac, augmentant ainsi les niveaux d'activité cellulaire de 

PP2A et NM23H1. COG112 peut également empêcher la formation du complexe Rac1-SET 

entraînant l'inhibition de la migration et de l'invasion (Ghosal et al, 2013; Singh et al, 2008, 

2011). OP449, dérivé du peptide COG112, interagit également avec SET et antagonise 

l'inhibition de PP2A par SET. OP449 non seulement réduit efficacement l'inhibition de PP2A 

par SET, mais possède également des propriétés cytotoxiques sélectives pour les cellules 

leucémiques (Farrell et al, 2014; Janghorban et al, 2014). D'autres études ont confirmé que 

l'antagonisme de SET en utilisant OP449 améliore de manière synergique l'efficacité des 

inhibiteurs de tyrosine kinase et surmonte la résistance aux médicaments dans les tumeurs 

malignes par un traitement combiné (Galiger et al, 2022; Richard et al, 2016). 
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Figure 12: Fonctions 
physiologiques de SET 
et de ses interactions 
protéiques. 

L’oncoprotéine SET 

participe à de multiples 

processus cellulaires, y 

compris la migration 

cellulaire, le cycle 

cellulaire, l’apoptose, 

la transcription des 

gènes et la réparation 

de l’ADN. La protéine 

SET régule les fonctions d’un sous-ensemble de protéines qui sont impliquées dans chaque processus. Les 

protéines interagissant avec SET sont indiquées. Les lignes noires représentent une interaction directe entre SET 

et les protéines, tandis que les lignes de points représentent une interaction inconnue ou indirecte. D’après 

Bayarkhangai et al, 2018. 

4.5 PEPscan pour identification du site d’interaction entre deux 

protéines  

Les puces à peptides sont constituées de différentes séquences peptidiques, immobilisées 

sur un support solide et qui sont analysées en termes de spots associés à un signal. Elles ont 

un large éventail d'applications en recherche fondamentale et appliquée. Leur utilisation 

diffère selon le choix de la méthode de synthèse peptidique, du support solide, de la 

méthode d'immobilisation, de la taille des peptides, de la densité de peptides sur le support 

solide et de la méthode de détection. La technique la plus largement utilisée pour générer 

des puces peptidiques est la synthèse SPOT. Cette technique est basée sur la chimie Fmoc en 

phase solide pour synthétiser des peptides sur un support membranaire, qui est 

généralement de la nitrocellulose (Frank, 2002; Gausepohl et al, 1992; Luu et al, 1996). Les 

matrices de peptides sont analysées pour révéler les spots positifs. Les méthodes de 

révélation les plus courantes sont la chimiluminescence, la colorimétrie et la fluorescence. 

Les puces à peptides offrent de nombreuses possibilités pour analyser différentes voies de 

signalisation entre des conditions normales et pathologiques (Katz et al, 2011). Elles ont été 
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utilisées pour la cartographie des épitopes d'anticorps (Frank & Overwin, 1996), 

l'identification du site de liaison entre l'IL-10 et son récepteur (Reineke et al, 1998), 

l'identification des épitopes des cellules T et B (Adler et al, 1994) ou la conception de 

peptides adhésifs cellulaires (Askoxylakis et al, 2005; Kato et al, 2006), etc... 

Le PEPscan (Figure 13) est une classe particulière de puces peptidiques qui a été développée 

pour identifier, au sein de la séquence d'une protéine d'intérêt (Geysen et al, 1984), les 

régions qui interagissent avec un liant connu. Son principe est de découper une protéine ou 

un fragment de protéine, en une série de peptides de taille fixe. Chaque fragment est testé 

pour sa liaison à la protéine, peptide ou petite molécule partenaire. La taille la plus courante 

des peptides pour un PEPscan varie de 4 à 20 acides aminés, avec une plage de 

chevauchement de 1 à 10 acides aminés. L’une des premières applications du PEPscan a été 

l'identification d'épitopes reconnus par des anticorps monoclonaux (Scott & Smith, 1990). 

Plus récemment, le PEPscan a suscité un intérêt pour la modulation des interactions 

protéine-protéine, avec plusieurs résultats montrant son efficacité pour identifier des 

peptides capables d'interférer avec les interactions protéine-protéine (Bruzzoni-Giovanelli et 

al, 2018). Une approche similaire très récente concerne l'interférence entre LRRK2 et PP1 

dans le cadre de la maladie de Parkinson (Dong et al, 2020). D’autres peptides interférants 

ont été identifiés en utilisant la technique du PEPscan (Andrini et al, 2020; Bergna et al, 

2019; Rebollo et al, 2021, 2022; Simon-Gracia et al, 2022). Au-delà, on pourrait également se 

demander si l'utilisation du PEPscan pourrait être étendue pour cartographier les 

interactions des protéines avec d'autres types de partenaires que les protéines, y compris, 

par exemple, les petites molécules ou les peptides. 

Figure 13: Schéma des étapes d’un 
PEPscan 

Une protéine est scindée en séquences 

peptidiques de 4 à 20 acides aminés (AA). 

qui partagent entre eux un 

chevauchement de 1 à 10 acides aminés. 

Ces peptides une fois synthétisés sont 

immobilisés et alignés sur une membrane 

de nitrocellulose, afin de tester leur 
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capacité à se lier à la protéine d’interêt purifiée. Les points de fixation sont révélés par un anticorps (Ab) 

antiprotéine d’interêt lui-meme révélé par un Ab secondaire marqué. Les spots qui apparaissent correspondent 

aux candidats IP dont on connait la séquence en AA. D’après Bruzzoni-Giovanelli et al, 2018. 
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5 Résultats 

5.1 Article 1: Bifunctional therapeutic peptides for targeting malignant B 

cells and hepatocytes: proof of concept in chronic Lymphocytic 

leukemia. 

Simon-Gracia L*, Savier E*, Parizot C, Brossas JY, Loisel S, Teesalu T, Conti F, Charlotte F, Scatton O, 
Aoudjehane L and Rebollo A. *The two first authors equally contributed to this work. 
Advanced Therapeutic. 2020. DOI:10.1002/adtp.202000131.  

Introduction 

Les interactions protéines-protéines peuvent être vues comme des cibles thérapeutiques. 

Par conséquent les peptides interférant (IP pour interfering peptide) qui bloquent ces 

interactions voient croitre leur intérêt dans le développement des traitements 

anticancéreux. Notre laboratoire a décrit un IP qui bloque l’interaction entre PP2A et SET 

(Tian et al, 2018a). PP2A est impliquée dans de nombreuses régulations cellulaires dont le 

contrôle de la prolifération (Janssens & Rebollo, 2012). Or PP2A est naturellement inhibée 

par SET et SET est surexprimée dans de nombreuses cellules tumorales. Dissocier 

l’interaction entre PP2A/SET peut aboutir à une restauration de l’activité de PP2A et rétablir 

une sensibilité à la chimiothérapie (Haesen et al, 2014). Pour faire pénétrer l’IP dans la 

cellule, le laboratoire a validé une combinaison de 2 peptides : un peptide de pénétration 

cellulaire (CPP pour cell penetrating peptide) couplé à l’IP (Zhang et al, 2018). Cette 

combinaison avait un effet antitumoral présent mais modeste (Tian et al, 2018a). En 2013, 

Teesalu et coll. ont décrit une sous-classe de peptide pénétrant les tumeurs (TPP pour tumor 

penetrating peptide) dont la particularité est de s’internaliser spécifiquement dans les 

cellules tumorales (Teesalu et al, 2013). Les TPP sont définis par la présence du motif suivant 

en C terminal : R/KxxR/K où x est un acide aminé quelconque. Ce motif appelé « CendR » 

autorise une fixation au récepteur neuropilin-1 (NRP-1) (Braun et al, 2016), qui est 

surexprimé à la surface des cellules tumorales (Sugahara et al, 2015a). Un IP a été associé à 

l’un des 4 TPP suivant : iRGD, RPARPAR, TT1 linéaire (LinTT1) et TT1 cyclique (TT1), créant 

ainsi 4 nouveaux peptides bi-fonctionnels capables de bloquer l’interaction intracellulaire 

PP2A/SET. 
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But du travail 

Tester ces 4 peptides bi-fonctionnels TPP-IP et 1 peptide bi-fonctionnel CPP-IP in vitro sur 

des cellules malignes B et les hépatocytes tumoraux et in vivo sur un modèle murin de 

xénogreffe de leucémie lymphoïde chronique (LLC). 

Matériel et méthode 

Les cellules tumorales étaient obtenues à partir du sang de donneur sain ou atteint de LLC. 

Les hépatocytes normaux à partir de la plateforme ICAN et les hépatocytes tumoraux à partir 

d’échantillons de pièces opératoires, prélevés au laboratoire d’anatomie-pathologique. 

Après culture cellulaire de 3 ou 4h avec des peptides fluorescents marqués au FITC, 

l’internalisation des peptides était mesurée par cytométrie en flux en simple (peptide-FITC) 

ou double marquage (anticorps anti-CD19 pour marquer les lymphocytes ou arginase pour 

marquer les hépatocytes). L’internalisation était visualisée par microscopie en fluorescence. 

L’apoptose était mesurée par cytométrie en flux après culture cellulaire en présence des 

peptides et d’annexine V marquée au FITC pendant 12h. 

La dégradation des peptides dans du sérum humain à 37°C était mesurée sur 24h par 

spectrométrie en masse. 

Le modèle de xénogreffe comportait des souris immunodéficiences CB-17 SCID qui 

recevaient par voie intraveineuse 2,5 x 106 cellules de LLC Jok5.3. Le traitement par iRGD-IP 

ou Mut3DPT se faisait par injections intrapéritonéales de 20 mg/kg, à partir de j3 et durant 5 

jours consécutifs pendant 4 semaines (n=7). 

Les toxicités rénale, hépatique et métabolique ont été comparées chez des souris femelles 

BALB/c par dosage de la créatinine, de l’ALAT et du glucose 24h après injection d’une dose 

de 20 mg/kg de TT1-IP ou de NaCl 0.9%. 

Résultats 

Les TTP (iRGD, LinTT1, TT1 et RPARPAR) pouvaient pénétrer 10 à 60 fois plus dans les cellules 

B des patients souffrants d’une leucémie lymphoïde chronique (LLC) que dans les cellules B 

de donneurs sains et 40 à 80 fois plus dans les hépatocytes tumoraux que dans les 
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hépatocytes sains. L’internalisation du CPP (Mut3DPT) était comparable que les cellules (B 

ou hépatocyte) soient tumorales ou pas. L’association d’un IP n’affectait pas la pénétration 

des TTP-IP dans les cellules B de LLC. Les cellules B de LLC exprimaient fortement les 

récepteurs NRP-1, p32 et l’integrin ν/β3. Après association d’un IP, l’internalisation de 

RPAPAR-IP et LinTT1-IP dans les hépatocytes tumoraux étaient satisfaisante mais faible pour 

iRGD-IP. Les hépatocytes tumoraux avaient une expression élevée en p32 et moindre pour 

NRP-1 et l’integrin ν/β3. En microscopie à fluorescence, l’internalisation des peptides étaient 

uniquement cytoplasmique, similaires pour les cellules B malignes mais inhomogène pour les 

hépatocytes tumoraux (faible pour iRGD-IP). L’internalisation était minime dans les cellules B 

ou hépatocytes normaux. Tous les peptides bi-fonctionnels induisaient une apoptose dans 

les cellules B de LLC. Pour les hépatocytes tumoraux, l’effet apoptotique était présent pour 

RPARPAR-IP, LinTT1-IP, TT1-IP et faible pour iRDG-IP. Aucun TPP-IP n’induisait d’apoptose 

chez les cellules saines. Mut3DPT-S2 (CPP-IP) induisait également une apoptose, moindre 

que pour TPP-IP dans les cellules tumorales et faiblement présente dans les cellules saines. 

Les peptides bi-fonctionnels iRGD-IP, RPAR-IP, et TT1-IP étaient faiblement dégradées après 

24 h d’incubation dans du sérum humain et le moins stables était RPARPAR-IP (-25% en 24h). 

L’iRGD-IP augmentait significativement la survie dans un modèle de xénogreffe de LLC. 

Aucun symptôme de toxicité n’a été détecté. 

Conclusion 

Ces résultats suggéraient que les peptides bi-fonctionnels peuvent avoir une application 

thérapeutique en ciblant l’interaction PP2A/SET spécifiquement dans les cellules tumorales. 
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PDF 1: Bifunctional therapeutic peptides for targeting malignant B cells and hepatocytes: proof of concept in chronic Lymphocytic leukemia. 
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5.2 Article 2: Isolation of primary hepatocytes for testing tumor 

penetrating peptide in Tumor targeting as new therapeutic 

approach. 

Savier E, Tuffery P, Bruzzoni-Giovanelli H and Rebollo A..  
Cell penetrating peptides. Methods and protocols, Third Edition. Methods in Molecular Biology. 2021. doi: 
10.1007/978-1-0716-1752-6_26. 

Introduction 

Les peptides ont de multiples applications en pharmacologie et en médecine (Wang et al, 

2022) . L’intérêt des peptides bi-fonctionnel est de combiner 2 cibles spécifiques : d’une part 

un récepteur exprimé majoritairement sur les cellules tumorales et d’autre part 

l’administration d’un peptide interférant qui va bloquer l’interaction entre 2 protéines d’une 

voie métabolique dérégulée dans ces cellules tumorales. Nous avons testé ces peptides bi-

fonctionnels sur un cancer solide fréquent et plutôt chimiorésistant : le carcinome 

hépatocellulaire (CHC). Le CHC représente 75%-80% des tumeurs primitive du foie et 

l’hépatocyte est considérée comme la cellule à l’origine de cette tumeur. Le CHC sur foie sain 

est rare. Au contraire, le CHC sur hépatopathie chronique représente le 6ème cancer dans le 

monde, est responsable de ±850 000 nouveaux cas / an et 810 000 morts / an (Sung et al, 

2021). Sans rentrer dans les détails, déja exposés en introduction de cette thèse, nous 

rappellerons que la CHC est une tumeur hétérogène au sein d’un massif tumoral, que son 

traitement doit tenir compte de l’hépatopathie sous-jacente, qu’il est volontiers 

chimiorésistant et qu’il a une aptitude aux envahissements vasculaires (Llovet et al, 2021). 

L’utilisation de peptides thérapeutiques dans le CHC a déjà été testée et les résultats ont 

permis d’ouvrir des perspectives (Jin et al, 2018; Liu et al, 2016; Nambotin et al, 2011; Wang 

et al, 2016a, 2016b, 2018; Zan et al, 2019; Zhao et al, 2018). L’originalité de notre travail 

réside dans l’utilisation de peptide bi-fonctionnel, avec des TPP et sur les cellules 

hépatocytaires provenant de CHC humains. 

Matériel et méthodes 

Les peptides bi-fonctionnels comprenaient 4 TPP (RPARPAR, LinTT1, TT1, iRDG) et 1 IP dirigé 

contre l’interaction entre les protéines PP2A et SET (Tian et al, 2018b). 



55/163 

Les patients informés signaient un consentement et l’échantillon était prélevé au laboratoire 

d’anatomie-pathologie puis préparé à l’état frais pour isolation des cellules tumorales. Les 

hépatocytes normaux ont été obtenues à partir de la plateforme ICAN. 

Les cellules mises en cultures en présence de peptides fluorescents pendant 4h étaient 

ensuite examinées par cytométrie en flux. Le marquage à l’arginase permettait d’identifier 

les cellules comme hépatocytaire. 

L’analyse de la conformation des peptides a été faite par modélisation in silico et comparée 

à des séquences peptidiques connues et issues de bases de données de protéines. 

L’interaction entre les TPP et NRP-1 a également été explorée in silico. 

Résultats 

L’internalisation les peptides était spécifiques des hépatocytes de CHC. Aucun hépatocyte 

sain n’internalisait de peptide. 

Chaque TPP avait une conformation propre, héliocoïdale pour LinTT1, sous forme de chaine 

beta pour iRGD, ou bien moins structurée pour TT1 et RPARPAR. 

Le site d’interaction entre les TPP et le récepteur NRP-1 serait situé sur le domaine b1 du 

récepteur. Une séquence proche du CendR (K/RxxK/R) est le motif KETK, qui correspond à 

l’interaction entre NRP-1 et VEGF. Cependant, KETK est proche mais distinct du domaine b1. 

Conclusion 

Les résultats observés avec les 4 TPP-IP sur ces cellules de CHC étaient encourageants et 

incitaient à poursuivre dans cette direction. 
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PDF 2: Isolation of primary hepatocytes for testing tumor penetrating peptide in Tumor targeting as new therapeutic approach. 
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5.3 Article 3: PEPscan approach for the identification of protein-protein 

interfaces: lessons from experiment.  

Rebollo A, Savier E and Tuffery P.  
Biomolecules. 2021. 11, 772-780. doi.org/10.3390/biom11060772 

Introduction 

Le PEPscan est une technique ancienne qui a récemment connu un regain d'intérêt pour 

l'identification des peptides interférants (IP), c'est-à-dire des peptides capables d'interférer 

avec les interactions protéine-protéine (PPI pour protein-protein interaction). Son principe 

consiste à découper une séquence protéique en une série de peptides de 12 acides aminés 

(AA) qui partagent entre eux un chevauchement de 2 acides aminés. Ces peptides une fois 

synthétisés sont immobilisés et alignés sur une membrane de nitrocellulose, afin de tester 

leur capacité à se lier à la protéine dont on cherche à étudier l’interaction. Les points de 

fixation apparaissent en nombre limités et correspondent aux candidats IP. 

But du travail 

Décrire 14 PEPscans effectués pour des protéines d’intérêt en cancérologie et dont la 

structure tridimensionnelle était connue afin de confronter les résultats obtenus in vitro aux 

informations de structures in silico. 

Matériel et méthodes 

Les protéines et les PPI choisies concernaient : Bcl-2/K-Ras ; Bcl-XL/K-Ras ; Caspase-9/PP2A ; 

Caspase-9/SET ; K-RAS/Raf ; PP2A/SET ; TEAD/YAP ; TEAD/TAZ. 

Les protocoles PEPscan étaient tous identiques : peptides de 12 AA avec 2 AA de décalage. 

La révélation de l’interaction peptide-protéine était faite par un anticorps anti-protéine lui-

meme revelé par un anticorps secondaire conjugué à la peroxidase de raifort révélé par 

chemiluminescence. 

Un site d’interaction était défini par la présence d’au moins 3 spots de fixation consécutifs et 

associés à un signal fort. La chaine d’acides aminés communs à ces spots consécutifs était 

appelée fragment maximal de chevauchement (MOF pour maximally overlapping fragment) 

et correspondait à une séquence candidate pour un possible IP. 
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A partir de bases de données sur la structure des protéines, des informations sur les sites 

d’interfaces considérées ou d’homologues protéiques ont été obtenues. Un z-score 

permettait d’estimer la position du MOF par rapport au site d’interface (z-score >0 : plutôt 

proche, z-score < 0 : plutôt éloigné). 

Résultats 

Nous avons montré que pour presque tous ces complexes, le PEPscan était capable 

d’identifier des candidats IP et en nombre relativement faible (moyenne = 2,21 et médiane = 

2). La localisation des MOF sur la structure 3D des protéines pouvait correspondre ou non à 

un site proche de l’interface ou un site périphérique. Un z-score n’a été positif que 5 fois, 

parmi lesquels 1 seul avait une petite activité biologique. Inversement, parmi les 9 MOF qui 

présentaient une certaine activité biologique et pour lesquels les coordonnées 3D étaient 

disponibles, 8 avaient un z-score négatif. 

Conclusions 

PEPscan est une manière peu coûteuse et rapide d'identifier des IP susceptibles d’avoir des 

applications. Les informations structurelles disponibles doivent encore etre interprétées 

avec prudence. 
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PDF 3: PEPscan approach for the identification of protein-protein interfaces: lessons from experiment. 
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5.4 Article 4: Bi-functional therapeutic peptides against hepatocellular 

carcinoma. 

Savier E, Simon-Gracia L, Charlotte F, Tuffery P, Scatton O and Rebollo A. 
Pharmaceutics, 2021. 13. Doi : 10.3390/pharmaceutics13101631 

Introduction 

Le carcinome hépato-cellulaire survient dans la plupart des cas sur un terrain particulier : 

foie d’hépatopathie chronique ou cirrhotique, cirrhose décompensée, comorbidités (HTA, 

diabète, obésité), patient âgé, immunodépression thérapeutique avec contre-indication aux 

drogues immunostimulantes …etc. De plus le CHC est considéré comme une tumeur 

chimiorésistante. Il est donc indispensable de disposer de traitements systémiques 

spécifiques des cellules tumorales afin de limiter au maximum les effets secondaires. Nous 

avons montré que les peptides bi-fonctionnels permettaient cette approche sélective. 

But du travail 

Mesurer l’internalisation et les effets biologiques de 4 peptides bi-fonctionnels (TPP-IP) sur 

des cellules tumorales isolées à partir de pièces opératoires de patients opérés pour CHC 

sans tenir compte de la conclusion du compte-rendu histologique définitif, ni du stade 

évolutif (tumeurs « tout venant », diagnostic préopératoire fait le plus souvent sur l’imagerie 

ou la biologie et non pas une biopsie). 

Matériel et méthodes 

Les patients informés signaient un consentement et l’échantillon était prélevé au laboratoire 

d’anatomie-pathologie puis préparé pour isolation des cellules hépatiques fraiches. Les 

cellules mises en cultures en présence de peptides fluorescents pendant 4h étaient ensuite 

examinées par cytométrie en flux. 

Un score d’agressivité tumorale était calculé sur 6 critères : un critère biologie 1) l’alpha-

foeto-protéine (Log10(AFP)) préopératoire et 5 autres critères tirés de l’analyse histologique: 

2) présence/absence d’une capsule incomplète, 3) présence/absence de nodules satellites, 

4) présence/absence d’une invasion microvasculaire, 5) présence/absence du caractère 

macrotrabéculaire et 6) différentiation : bien différencié, moyennement indifférencié. 
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L’immunohistochimie était faite par application d’anticorps sur coupes fixées et 

déparaffinées. 

L’apoptose était mesurée par cytométrie en flux après culture cellulaire en présence des 

peptides et d’annexine V marquée au FITC pendant 12h. 

La spécificité du peptide a été vérifiée par compétition in vitro suivie d’un WesternBLot. 

Résultats 

Parmi 14 patients opérés pour carcinomes hépatocellulaires (CHC) ou tumeur compatible 

avec un CHC, il s’agissait en histologie définitive de 11 CHC et de trois tumeurs sans malignité 

(1 adénome hépatocellaire, 1 ganglion métastatique et nécrosé de CHC, 1 angiomyolipome).  

Les 4 peptides bi-fonctionnels (iRGD-IP, RPARPAR-IP, LinTT1-IP, TT1-IP) étaient internalisés 

dans les hépatocytes malins mais pas dans les cellules non malignes. L’internalisation 

peptidique était corrélée de manière logarithmique à la quantité de récepteur exprimée à la 

surface des cellules. De même, l’internalisation était corrélée au score d’agressivité 

tumorale. L’internalisation des peptides iRGD-IP, LinTT1-IP, TT1-IP et RPARPAR-IP induisait 

une apoptose des hépatocytes malins et pas des cellules non-malignes. Il n’a pas été trouvé 

de relation entre les données de l’immunohistochimie et l’internalisation des TPP-IP. 

Conclusion 

Ce travail confirme la spécificité des peptides bi-fonctionnels TPP-IP pour atteindre des 

cellules de CHC « tout venant » Cette spécificité semble liée au niveau d’expression des 

récepteurs membranaires lui-meme corrélé à l’agressivité de la tumeur. 
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PDF 4: Bi-functional therapeutic peptides as a new therapeutic tool for hepatocellular carcinoma 
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5.5 Article 5: Targeted delivery of a therapeutic peptide for the treatment 

of chronic lymphocytic leukemia. 

Simon-Gracia L, Loisel S, Sidorenko V, Scodeller P, Parizot C, Savier E, Teesalu T and Rebollo A.  
Mol. Pharmaceutics. 2022. doi.org/10.1021/acs.molpharmaceut.1c00837 

Introduction 

La leucémie lymhoïde chronique (LLC) est la plus fréquente des leucémies chez l’adulte. Elle 

se définit par une prolifération monoclonale de lymphocytes B qui ont subi des altérations 

génomiques conduisant à la perte du signal d’apoptose ou mort cellulaire programmée. Le 

pronostic de la maladie dépend non seulement des dérégulations cellulaires mais aussi du 

terrain. Ainsi, le score pronostic international de la LLC (International CLL-IPI working group, 

2016) tient compte de 5 facteurs pronostic indépendants: status TP53, mutation du gène des 

chaines lourdes des immunoglobulines, concentration en β2-microglobuline, état clinique 

[selon Binet (Binet et al, 1981) ou selon Rai (Rai et al, 1975)] et l’âge. L’apparition de 

mutations successives conduit à la résistance des cellules tumorales aux immuno-

chimiothérapies et à une progression rapide de la maladie. Meme si le sujet sort du cadre de 

cette thèse, il est important de voir que la LLC finit par échapper aux traitements, que les 

combinaisons de drogues deviennent de plus en plus complexes et les effets secondaires 

sévères demeurent incontournables. Le fait que le pronostic soit lié à l’âge et par 

conséquent à ses comorbidités est un argument majeur pour développer des stratégies 

thérapeutiques spécifiques des cellules tumorales. Nous avons montré que les peptides bi-

fonctionnels (TPP-IP) s’internalisaient dans les cellules tumorales B et les hépatocytes de 

manière spécifique grâce au peptide pénétrant les tumeurs (TPP) (Simon-Gracia et al, 2020) 

et induisaient une apoptose. In vitro, le peptide interférant (IP) permettait de bloquer 

l’interaction entre la phosphatase PP2A et son inhibiteur naturel, la protéine SET. Cette 

interaction permettait de supposer que l’apoptose observée était secondaire au 

rétablissement de l’activité de PP2A. Parmi les 4 peptides bi-fonctionnels que nous avons 

utilisés, nous avons montré qu’iRGD-IP augmentait la survie des souris dans un modèle 

murin de xénogreffe (Simon-Gracia et al, 2020). 

https://doi.org/10.1021/acs.molpharmaceut.1c00837
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But du travail 

Tester l’efficacité in vivo de 3 peptides bi-fonctionnels (RPARPAR-IP, TT1-IP et LinTT1-IP) 

dans un modèle murin de xénogreffe puis compléter par une analyse de la biodistribution et 

de la pharmacocinétique du plus performant. 

Matériel et méthodes 

Le modèle de xénogreffe comportait des souris immunodéficiences CB-17 SCID qui 

recevaient par voie intraveineuse des cellules de LLC Jok 1.3. Le traitement se faisait par 

injections intrapéritonéales de 5 mg/kg de TTP-IP à partir de j3 et 5 consécutifs jours par 

semaine. 

La diffusion du peptide TT1-IP a été mesurée après injection intra-veineuse de peptides 

marqués par un fluorochrome (Cy7), puis acquisition d’image in vivo, sous anesthésie 

générale dans une chambre d’acquisition équipée d’une caméra haute définition. 

Les toxicités rénale, hépatique et métabolique ont été comparées chez des souris femelle 

BALB/c par dosage de la créatinine, de l’ALAT et du glucose 24h après injection d’une dose 

de 5 mg/kg de TT1-IP ou de NaCl 0.9%. 

L’apoptose a été mesurée par cytométrie en flux après marquage par de l’annexine V sur des 

cellules tumorales ou non et traitées 12h par TT1-IP ou TT1 seul ou IP seul ou un témoin. 

La dégradation sur 24h de TT1-IP dans du sérum humain à 37°C et la pharmacocinétique de 

TT1-IP chez la souris BALB/c ont été mesurées par spectrométrie de masse. 

Résultats 

TT1-IP et LinTT1-IP prolongeaient la survie des souris greffés avec une lignée tumorale 

humaine de LLC, mais seul TT1-IP avait un effet significatif. En revanche RPARPAR-IP n’avait 

pas d’effet. Pourtant, l’apoptose induite sur les cellules tumorales par TT1-IP, LinTT1-IP et 

RPARPAR-IP était comparables et aucun effet apoptotique n’était observé avec IP seul ou 

TT1 seul ou sur des cellules saines. Ces derniers résultats démontraient les rôles 

complémentaires du TPP et de l’IP pour obtenir une apoptose spécifique des cellules 

tumorales. 
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Les résultats suivants ont été observés avec TT1-IP : L’intensité de captation de Cy7-TT1-IP 

fluorescent était plus importante chez une souris porteuse de cellules de LLC. Sur les souris 

immunocompétentes nous n’avons pas observé de toxicité de TT1-IP et montré que la 

concentration plasmatique maximale était atteinte en 10 minutes, suivie d’une clairance 

plasmatique avec un temps de ½ vie de 28 minutes. Enfin, 40% de TT1-IP était détectable 

après 6h d’incubation dans du sérum humain montrant ainsi sa lente dégradation par 

protéolyse. 

Conclusion 

Les résultats obtenus laissent à penser que l’utilisation de peptides thérapeutiques dans le 

traitement des cancers est une possibilité réelle. 
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PDF 5: Preclinical validation of tumor-penetrating and interfering peptides against chronic lymphocytic leukemia 
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5.6 Article 6: Binding and kinetic analysis of human protein 

phosphatase PP2A interactions with Caspase 9 protein and the 

interfering peptide C9h 

Dorgham K, Murail S, Tuffery P, Savier E, Bravo J and Rebollo A. 
Pharmaceutics. 2022. DOI : 10.3390/pharmaceutics14102055 

Introduction 

Interférer dans les interactions entre les protéines est un moyen thérapeutique innovant, 

précis et applicable à de nombreuses pathologies. Un certain nombre de peptides sont en 

cours de développement et certains en phase clinique (Rafferty et al, 2016; Wang et al, 

2022) (Annexe 5). Notre laboratoire a initié une étude de phase II, avec le peptide 

interférant PEP 010 (clinical trial, NCT04733027). PEP 010 (Mut3DPT-C9h) qui a été 

développé par notre laboratoire et interfère entre la PP2A et la protéine Caspase 9. 

PP2A est une phosphatase sérine/thréonine, dont il a été montré qu’elle avait une fonction 

pro-apoptotique et dans certains cas, une fonction anti-apoptotique (Ayllón et al, 2000; Kang 

& Choi, 2001). PP2A est dérégulée dans de nombreux types de cancers et ainsi que d’autres 

maladies comme la maladie d’Alzheimer ou les maladies cardiovasculaires (Brautigan et al, 

2021). L’inhibition de l’activité de PP2A est essentielle pour favoriser la transformation 

cellulaire, la progression tumorale et l’angiogenèse. PP2A a donc un rôle suppresseur de 

tumeur (Brautigan et al, 2021; Chen et al, 2004; Janssens et al, 2005). Des résultats récents 

montrent que la restauration pharmacologique de l’activité de PP2A antagonise 

efficacement le développement des cancers (Arrouss et al, 2013). 

La Caspase 9 est une cystéine protéase, initiatrice de l’apoptose en étant la Caspase 

initiatrice et qui interfère avec PP2A. Notre équipe a identifié un IP (C9h) capable de bloquer 

l’interaction entre PP2A et Caspase 9 (Arrouss et al, 2013). C9h dérive de la séquence de 

Caspase 9 et a montré un effet anti-tumoral in-vitro et in-vivo dans un modèle de xénogreffe 

de cancer du sein (Arrouss et al, 2013). 

But du travail 

Mesurer l’affinité entre PP2A et Caspase 9 d’une part, entre PP2A et C9h, d’autre part, in 

vitro et in silico. 
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Materiel et methods 

La présence d’une hélice α dans le peptide C9h a été analysée par dichroïsme circulaire, en 

faisant varier la concentration en trifluoroethanol dans le mileu et à l’aide d’un 

spectropolarimètre. 

Des simulations moléculaires dynamiques étaient faites in silico (par ordinateur) à partir de 

banques de données de protéines. 

Le C9h était marqué par de la biotine en N-terminal (C9h-Nter) ou en C-terminal (C9h-Cter) 

puis, selon une technique ELISA, fixé sur plaque enduite de streptavidine avant addition de 

PP2A, dont la révélation était faite par un anticorps (AC) anti-PP2A lui-meme lui-meme 

revelé par un AC secondaire conjugué à la peroxidase de raifort révélé par 

chemiluminescence. 

Les cinétiques d'interaction protéine/protéine (Caspase 9/PP2A ou vice versa) ou 

protéine/peptide (PP2A/C9h) ont été mesurés par interférométrie de biocouche (BLI pour 

biolayer interferometry). BLI est une méthode de caractérisation optique utilisée pour 

surveiller en temps réel les interactions entre les molécules. Elle est basée sur le décalage de 

longueur d'onde reflétant le changement d'épaisseur de la couche biologique provoqué par 

la liaison des molécules à la sonde. Des anti-corps anti-Caspase 9 de souris ou d'anti-PP2A de 

lapin ont été immobilisés sur le capteur pendant 150 s puis Caspase 9 ou PP2A ont été 

chargés sur l'immunocapteur pendant 150 s. L'étape de dissociation a ensuite été surveillée 

pendant 120 s. Les mesures cinétiques de PP2A contre le peptide biotinylés C9h-Cter ont été 

effectuées avec des biocapteurs à la streptavidine enrobés par le peptide. 

Résultats 

En présence de quantités croissantes de trifluoroéthanol, la structure du C9h adoptait 

progressivement un pourcentage plus élevé de structure en hélice alpha. Par simulation 

moléculaire dynamique, des courbes similaires de structures ont été obtenues. Ces résultats 

suggéraient que, bien qu'il soit isolé de son environnement naturel, c’est à dire au sein de de 

la protéine Caspase 9, C9h avait toujours la capacité de conserver son caractère hélicoïdal, 

ce qui peut être important pour exercer des actions biologiques ou biochimiques. 
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La comparaison entre les peptides biotinylés en C9h-Cter ou en C9h-Nter de la fixation sur 

PP2A montrait un signal plus fort pour C9h-Cter qui a donc été utilisé pour les expériences 

de dissociation. 

Des mesures d'affinité entre PP2A et Caspase 9 immobilisée ont été effectuées à différentes 

concentrations de PP2A et a permis de déterminer la constante de liaison à l'équilibre (KD = 

8,94 × 10−8 M). Dans une procédure inverse, PP2A a été immobilisé sur la sonde et 

différentes concentrations de protéine Caspase 9 ont été utilisées pour déterminer la 

constante à l'équilibre (KD = 2,28 × 10-7 M). Dans l'ensemble, dans les deux modèles, il a été 

observé que les protéines PP2A et Caspase 9 se lient avec une affinité relativement bonne 

(proche de 10−7 M). 

Des mesures d'affinité entre C9h-Cter immobilisé et PP2A ont permis de déterminer la 

constante à l'équilibre (KD = 7,8 × 10−7 M). Les taux de dissociation avec PP2A étaient 

d'environ un log supérieur à ceux observés avec Caspase 9 et témoignaient d’une affinité 

légèrement inférieure. 

Conclusion 

En conclusion, ces résultats démontrent une bonne affinité entre PP2A et le peptide 

interférant C9h. Par conséquent, le peptide C9h peut être utilisé comme outil pour 

manipuler cette interaction. 
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PDF 6: Binding and kinetic analysis of human protein phosphatase PP2A interactions with Caspase 9 protein and the interfering peptide C9h 
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6 Discussion 

Au terme de l’exposé de nos résultats, nous pouvons conclure :  

1. Que les peptides bi-fonctionnels, c’est-à-dire un TTP et un IP, permettent 

d’administrer spécifiquement au sein de cellules tumorales (rôle du TPP) un agent 

interférant (rôle de l’IP) entre 2 protéines cibles et ce, pour des cellules humaines de 

LLC mais également de CHC, 

2. Qu’il est possible de trouver simplement par PEPscan des candidats IP et donc de 

cibler une interaction protéique, 

3. Que l’administration d’un IP spécifique de l’interaction PP2A/SET s’accompagne 

d’effets observables sur la survie dans un modèle de xénogreffe murin et que cet 

effet est en cohérence avec les nombreux travaux qui ont étudié la dérégulation de 

PP2A par SET dans les cellules cancéreuses, 

4. Que l’effet biologique des peptides bi-fonctionnels est proportionnelle au nombre de 

récepteurs présents sur les cellules cibles. Ces récepteurs (integrin, p32, NRP-1) 

semblent anormalement exprimés d’autant plus que la cellule tumorale est 

dédifférenciée. Or les tumeurs dédifférenciées sont de moins bons pronostic en 

raison de leurs aptitudes métastatiques. Elles nécessitent non pas des traitements 

« locaux », comme les traitements chirurgicaux, mais des traitements systémiques. 

Cette observation est à mettre en parallèle avec le fait que les CHC sont associés à 

une hépathopathie qui limite la tolérance aux effets secondaires et donc les 

traitements systémiques. 

Nous développerons dans les chapitres suivants, les perspectives des peptides en 

thérapeutique, les applications de leur spécificité, les perspectives expérimentales puis 

cliniques dans le CHC. 

6.1 Perspectives des peptides en thérapeutique 

Les perspectives que les peptides thérapeutiques ouvrent progressivement sont proprement 

fascinante. Historiquement, le premier peptide thérapeutique utilisé est l’insuline (1922) 

(Muttenthaler et al, 2021). Depuis des hormones peptidiques ont enrichi l’arsenal 



133/163 

thérapeutique ainsi que l’illustre la Figure 14. Deux éléments sont à souligner dans le 

développement des peptides thérapeutiques et qui sont premièrement l’apparition des 

techniques de recombinaison, ce qui a permis de synthétiser la somatostatine en 1982, 

premier peptide humain produit avec cette technologie (Muttenthaler et al, 2021) et 

deuxièmement les techniques de screening : phages display (Smith, 1985), levures displays, 

ribosome display et mRNA display. 

Figure 14: Chronologie historique et étapes clés dans le développement des peptides thérapeutiques 

Le premier médicament 

peptidique était 

l'insuline, extraite du 

pancréas bovin et porcin. 

Les polypeptides ont été 

synthétisés 

chimiquement pour la 

première fois en 1954, 

lorsque le groupe de 

Vincent du Vigneaud a 

publié la synthèse totale 

de l'ocytocine et de la 

vasopressine. Un autre 

bond en avant a été l'idée visionnaire de Bruce Merrifield d'automatiser la synthèse peptidique en assemblant 

des acides aminés sur une phase solide, conduisant à l'invention en 1963 de la synthèse peptidique en phase 

solide (SPPS). L'avènement de la technologie recombinante dans les années 1980 a permis une production 

propre de peptides plus gros. Par la suite, des stratégies visant à augmenter le poids moléculaire des peptides 

par conjugaison à des lipides, des protéines plus grosses et du polyéthylène glycol ont permis de surmonter le 

problème de la clairance rénale et d'augmenter les temps de circulation plasmatique. Les technologies 

d’affichage par bactériophages (phage display) permettent désormais la découverte ciblée de peptides avec des 

propriétés plus similaires à celles des médicaments à partir de vastes bibliothèques. La technologie Flexizyme 

permet l'incorporation d'acides aminés non protéinogènes dans des bibliothèques d’affichage (display libraries). 

La découverte de peptides naturels, en particulier de peptides de venins et de nouvelles approches chimiques 

font également progresser le domaine. D’après Muttenthaler et al, 2021. 

Dans les pays développés, les cancers sont la première cause de mortalité (Sung et al, 2021). 

L’incidence dans ces pays devrait encore augmenter en raison de l’âge des populations qui 

progresse et de l’importance des facteurs de risque (Vogelstein et al, 2013). L’exploration 
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des peptides pour lutter contre les cancers a-t-elle un intérêt ? Nous pouvons tirer de notre 

expérience que les peptides ont des applications dans tous les domaines de la cancérologie : 

thérapeutiques (Résultats: 5.1, 5.5), mais également diagnostique (Résultat : 5.5), 

pronostique (Résultats: 5.4), pharmacologique (Résultats: 5.3, 5.6). 

Certains pourraient faire remarquer que les recherches dans le domaine des peptides 

thérapeutiques, depuis 20 ans, se limitent pour l’essentiel à des résultats in vitro voire in 

silico, à des modèles cellulaires ou murins. Il existe de nombreux peptides thérapeutiques 

approuvés ou en cours de développement, dont des listes indicatives sont reportée en 

annexe (Annexe 4, Annexe 5). Cependant, parmi 36 peptides approuvés depuis 2000, 5 

(14%) s’appliquent aux cancers en général (Annexe 4) (Wang et al, 2022). Parmi ceux en 

cours de développement clinique, 7 (20%) se rapportent à la cancérologie (Annexe 5) (Wang 

et al, 2022). Il est donc possible que des effets complexes ou inattendus rendent les progrès 

plus difficiles en cancérologie par rapport à l’endocrinologie. 

A titre d’illustration nous avons vu que les TPP utilisaient le récepteur NRP-1 pour 

s’internaliser dans les cellules tumorales (Résultats : 5.1 à 5.5). Or, NRP est une famille de 

récepteurs trans-membranaires qui interviennent dans de très nombreuses régulations 

(Figure 15). L’importance des NRP dans l’angiogenèse et le guidage axonal est fermement 

établie. NRP1 joue un rôle majeur dans les migrations cellulaires tandis que NRP2, joue un 

rôle important pour les vaisseaux lymphatiques. NRP1 est surexprimé dans beaucoup de 

lignées cellulaires cancéreuses et est impliqué dans la migration, la prolifération et la survie. 

NRP1 est surexprimé sur les cellules tumorales mais également sur les cellules stromales 

(Bagri et al, 2009; Pellet-Many et al, 2008). NRP1 est une cible des thérapies anti-

cancéreuses avec des anticorps et des peptides thérapeutiques (Hong et al, 2007; Jia et al, 

2006; Karjalainen et al, 2011; Liang et al, 2007; Nasarre et al, 2010).  

NRP1 agit comme co-recepteur avec de nombreux ligands extracellulaires comme les 

isoformes du vascular endothelial growth factor (VEGF), les semaphorins de class 3, l’hepatic 

growth factor (HGF), fibroblast growth factor (FGF) et transforming growth factor-β (TGF-β). 

L’interaction la plus étudiée est celle qui se fait avec le VEGFR 1/2 et la VEGF165. Ce 

complexe stimule l’angiogénèse tumorale, les invasions cellulaires et les métastases. Le 

complexe VEGF165-VEGFR2-NRP1 joue également un rôle dans le développement des 
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vaisseaux lymphatiques. De plus la voie d’activation médiée par le VEGF, les facteurs de 

croissance tels que FGF, HGF, TGF-β et leur récepteur peuvent interagir avec le NRP1 sur les 

cellules tumorales et péritumorales (cellules immunitaires, cellules endothéliales et 

fibroblastes) pour augmenter l’agressivité tumorale (Banerjee et al, 2006; Elahouel et al, 

2015; Glinka & Prud’homme, 2008; West et al, 2005). Nous avons observé que site 

d’interaction entre NRP-1 et les TPP était proche de celui du VEGF (Résultats: 5.2) (Figure 

15). On peut donc se demander si les TPP en activant le récepteur NRP1 ne favoriseraient 

pas le mécanisme métastatique. C’est l’inverse qui a été observé dans un modèle de 

métastases spontanée, où les souris traitées par les TPP iRGD ou cNGR avaient une réduction 

significative de leur métastases (Sugahara et al, 2015a).  

 

Figure 15: Structure de la neuropiline (NRP) et 
modèle hypothétique d’interaction avec de 
multiples facteurs de croissance. 

De nombreuses combinaisons 

récepteur/corécepteur sont possibles, ce qui 

peut déclencher un grand nombre de 

réponses cellulaires dans le système 

vasculaire tumoral et le microenvironnement 

tumoral D’après Prud’homme & Glinka, 2012 

et Niland & Eble, 2019. 
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Au total, agir sur des tumeurs solides avec des peptides thérapeutiques est probablement 

une voie d’avenir. Agir sur des récepteurs complexes comme le NRP peut déclencher des 

interactions imprévues. Les tumeurs malignes solides sont des ensembles cellulaires non 

moins complexes fait de cellules tumorales et de cellules péritumorales qui participent au 

développement tumoral et réduisent sa reconnaissance par le système immunitaire. Des 

modèles in-vivo qui reproduisent ces conditions sont donc indispensable pour avancer. Ce 

point sera développé dans le paragraphe suivant. 

6.2 Spécificité en thérapeutique 

Nous avons observé qu’un IP pouvait induire une apoptose chez des cellules saines, certes 

faible mais surtout observable lorsque l’IP était porté par un CPP (non-spécifique) (Résultats: 

5.1). D’un autre côté, les TPP s’internalisent dans les cellules via le récepteur NRP-1. Les 

récepteurs NRP sont largement exprimés sur les tissus normaux, mais surexprimés sur les 

tissus tumoraux. Cette surexpression offre donc un moyen d’être plus spécifique sur les 

cellules tumorales (Résultats: 5.4). 

Sur un plan pharmacologique, la spécificité anti-tumorale permet de réduire les doses 

administrées et de réduire les effets secondaires. Sur un plan clinique la spécificité améliore 

l’efficacité et diminue les effets indésirables. A ce jour, nous n’avons pas connaissance de 

résultats cliniques qui démontrent cette spécificité thérapeutique en terme d’effets 

indésirables. En revanche, la spécificité des TPP pour les cellules tumorales peut s’appliquer 

à la détection tumorale à un stade très précoce : détection de tumeurs oesophagienne (Fang 

et al, 2022) ou urinaire (Zhang et al, 2020). C’est le domaine d’application clinique qui 

semble le plus développé, actuellement. 

En ce qui concerne le CHC, la possibilité d’une spécificité du traitement permettrait d’éviter 

la cardiotoxicité cumulative de la doxorubicine (Alberici et al, 2013) et pourrait permettre 

d’améliorer l’accès aux TKI des patients cirrhotiques (Rosmorduc et al, 2010). La récidive 

d’un CHC chez un patient transplanté pour CHC pose des difficultés thérapeutiques 

certaines : d’une part, les TKI sont mal tolérées et les effets secondaires sont difficilement 

gérables, d’autre part, les immunothérapies comme les ICI peuvent déclencher des rejets 

persistants et incontrôlables qui aboutissent à la perte du greffon (Jin et al, 2022; Larrey et 

al, 2022; Yin et al, 2022). 
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6.3 Développement expérimental 

De ce qui précède, il ressort qu’une utilisation des peptides bi-fonctionnels pour traiter des 

CHC est une perspective intéressante mais qu’il persiste trop d’inconnues pour l’envisager 

sans une phase préclinique. Pour ce faire nous prévoyons d’utiliser un modèle de 

xénotransplantation (Figure 16) de CHC sur des souris immunodéprimées. L’avantage de ce 

modèle est de pouvoir utiliser les lignées cellulaires humaines (HepG2). L’inconvénient est 

de méconnaitre le rôle de l’environnement péri-tumoral et immunitaire. Une fois le modèle 

validé avec des lignées cellulaires connues (Scatton et al, 2006, 2008), l’implantation de 

cellules de CHC de patients pourrait être réalisée afin de tester différent protocole de 

traitement systémique. Cet aspect sera développé dans le paragraphe suivant. 

 

Figure 16: représentation 
schématique d’un modèle de 
xénotransplantation (PDX). 

Des souris immunodéficientes 

sont greffées avec une lignée 

cellulaire tumorale ou du tissu 

tumoral humain. Ce modèle 

permet de tester différents 

protocoles thérapeutiques 

dans un but préclinique. 

6.4 Perspectives Clinique 

Dosages PP2A et SET dans des CHC réséqués 

Nous avons vu que les TPP-IP pouvaient bloquer l’interaction PP2A/SET et cet effet 

permettait de supposer que l’apoptose observée était secondaire au rétablissement de 

l’activité de PP2A. Cibler cette voie métabolique est-elle pertinente dans le CHC ? Nous 

n’avons trouvé qu’une seule publication qui rapportait à partir d’échantillons de 147 CHC, 

une surexpression de SET dans 31 % et était un facteur pronostique défavorable (Hung et al, 

2016). Une application pratique de notre travail serait de doser PP2A et SET dans les CHC 

réséqués afin de vérifier s’il s’agit d’un facteur pronostic, et, de manière plus ambitieuse, si 
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cette information pourrait aider à instituer un traitement préventif de récidive par des 

peptides bi-fonctionnels. 

Combinaison de traitement 

Dans les cellules cancéreuses, les cascades de signalisation sont souvent activées par un 

oncogène. Sur cette base une thérapie qui inhibe ces voies de signalisations peut être établie 

(Torti & Trusolino, 2011). Malheureusement, ces thérapies ciblées perdent généralement 

leur efficacité par des mécanismes adaptatifs des cellules cancéreuses, par exemple par une 

régulation positive des cascades de signaux parallèles qui favorisent la survie et la 

prolifération des cellules tumorales (Fallahi‐Sichani et al, 2017). Par exemple, les cellules 

tumorales augmentent l’expression et l’activité des récepteurs de tyrosine kinase, tels que 

l’EGFR, le MET et le FGFR, par des cytokines et des facteurs de croissance dans le 

microenvironnement tumoral pour échapper à la thérapie tumorale (Wilson et al, 2012). 

Pour s’opposer à ces mécanismes de résistance, une stratégie est d’utiliser des traitements 

combinés, par exemple un inhibiteur des kinase et un activateur des phosphatases (Chen et 

al, 2010; Galiger et al, 2022; Richard et al, 2016). Le mécanisme d’action est représenté dans 

la Figure 17. Enfin, pour aller encore un peu plus loin dans le CHC, une trithérapie associant 

TKI, ICI et peptides bi-fonctionnels pourrait etre envisagée. 

Figure 17: Représentation 
schématique de la combinaison 
réactivation de PP2A via 
l'antagonisme de SET et de 
l'inhibition de la tyrosine kinase. 

(A) SET est surexprimé dans les 

cellules leucémiques, ce qui 

entraîne une diminution de 

l'activité de la phosphatase 

PP2A et une perte de 

désactivation des kinases en 

aval. Les cellules leucémiques 

ont une activité tyrosine kinase 

accrue qui favorise la 

signalisation en aval. (B) Le ciblage combiné de SET et des kinases activées conduit à une inhibition plus 

prononcée de la croissance des cellules leucémiques de la lignée T-ALL. D’après(Richard et al, 2016). 
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Pour conclure, la possibilité d’utiliser des peptides bi-fonctionnels dans les CHC, comme 

moyen thérapeutique est une perspective concrète et réalisable dans les années à venir. 

Cette technologie ne doit pas se limiter aux traitements mais également au diagnostic et au 

pronostic. Elle devra s’intégrer dans la vision présente d’une future médecine, prédictive 

avec des traitements ciblée (Nault et al, 2018; Campani et al, 2023). 
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8 Annexes 

Annexe 1: Classification moléculaire et immunitaire du CHC. 
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Les CHC peuvent etre classés en deux grands groupes moléculaires basés sur des phénotypes 

transcriptomiques : une classe proliférative et une classe non-proliférative. 1) La classe proliférative est 

caractérisée par des tumeurs à faible différenciation histologique, avec un taux d’invasion vasculaire élevée et 

augmentation niveaux de l’α- foetoprotéine (AFP). Cette classe peut être divisée en deux sous-classes : 1i) S1 ou 

iCluster 3 caractérisé par l’activation de Wnt/TGFβ, qui entraîne un phénotype d’épuisement immunitaire et 1ii) 

S2 ou iCluster 1, caractérisés par un phénotype de type progéniteur, avec l’expression de marqueurs de cellules 

souches (CK19, EPCAM) et activation des voies de signalisation IGF2 et EPCAM53. Les tumeurs associées au 

virus de l’hépatite B (VHB) présentent fréquemment une des voies classiques de prolifération cellulaire telles que 

les cascades PI3K/AKT/MTOR, RAS–MAPK, MET et IGF. En outre, sont associés à cette classe de fréquentes 

mutations de TP53, une instabilité chromosomique et une hypométhylation globale de l’ADN. 2) La classe de 

non proliférative est caractérisée des tumeurs moins agressives avec des différenciations histologiques faible à 

modérée, des faibles niveaux de d’AFP et des taux invasions vasculaires moins fréquentes. Ces tumeurs sont 

liées à des hépatites NASH, alcoolique et au virus de l’hépatite C (VHC). Des sous-groupes distincts ont été 

identifiés dans cette classe : 2i) la sous-classe WNT/β-catenin CTNNB1 qui présente des mutations CTNNB1 

fréquentes et l’activation de la voie de signalisation WNT/β-catenin, qui entraîne un phénotype avec faible une 

infiltration immunitaire et 2ii) la sous-classe interféron qui présente une activation de la voie de signalisation 

IL6/JAK/STAT, s’accompagne d’un microenvironnement tumoral plus inflammatoire. Cette classe présente une 

stabilité chromosomique avec de fréquentes mutations du promoteur TERT. FLC, fibrolamellar carcinoma; IHC, 

immunohistochemistry; miRNA, microRNA; TCGA, The Cancer Genome Atlas. D’après Llovet et al, 2021. 
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Annexe 2: Mécanismes d’action des thérapies systémiques utilisées dans le carcinome hépatocellulaire 

 

Représentation schématique des relations entre d’une part les TKI, les immunothérapies et les anticorps 

monoclonaux approuvés dans le CHC sur la base des données des essais de phase III et d’autre part les cellules 

tumorales, les cellules endothéliales sinusoïdales hépatiques et les lymphocytes. Les traitements en noir ont des 

résultats positifs basés sur des essais de phase III, soit avec une conception de supériorité (atezolizumab plus 

bevacizumab, sorafenib, régorafenib, cabozantinib et ramucirumab) soit avec une conception de non-infériorité 

(lenvatinib). Les traitements en bleu désignent d'autres médicaments approuvés par la FDA (Food and drug 

administration) sur la base d'essais de phase II non randomisés (pembrolizumab et nivolumab plus ipilimumab). 

Les cases grises indiquent les thérapies combinées. D’après (Llovet et al, 2022) 
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Annexe 3: Structure et classification des 21 acides aminés protéinogènes des eucaryotes 
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Annexe 4: Peptides thérapeutiques approuvés depuis 2000 avec leurs cibles et leurs indications 

Cible Peptide Année d’ 
approbation 

Indication(s) 

Récepteur GLP-1 Exenatide 2005 Diabète sucré de type 2 

 Liraglutide 2009  

 Lixisenatide 2013  

 Albiglutide 2014  

 Dulaglutide 2014  

 Semaglutide 2017  

Récepteur GLP-2 Teduglutide 2012 Malabsorption et syndrome de grêle court 

Récepteur GC-C Linaclotide 2012 Syndrome de l’intestin irritable avec constipation et 
constipation chronique idiopathique 

Récepteur de la 
calcitonine 

Pramlintide 2005 Diabète de type 1 ou 2 

Récepteur du GnRH Abarelix 2003 Cancer avancé de la prostate  

 Degarelix 2008  

Fixation au site actif 
du protéasome 20S 

Carfilzomib 2012 Myélome multiple 

Protéine NOD2 Mifamurtide 2009 Ostéosarcome de haut grade, réséquable et non 
métastatique 

Récepteur VIP1 Aviptadil 2009 Dysfonction érectile 

Récepteur OT Atosiban 2000 Accouchement prématuré imminent 

 Carbetocin 2001 Hémorragie du post-partum 

Récepteur TRH Taltirelin 2000 Dégénération spinocérébelleuse 

Récepteur MC Bremelanotide 2019 Trouble du désir sexuel hypoactif 

Récepteur PTH1 Teriparatide 2002 Ostéoporose 

 Abaloparatide 2017  

Guanylate cyclase C Plecanatide 2017 Constipation chronique idiopathique 

NPR-A Nesiritide 2001 Décompensation cardiaque aigue 

Récepteur AT1 Angiotensine II 2017 Sepsis et choc septique 

Beta2-récepteur Icatibant 2008 Angioedeme hétéridaire aigue 

Gp41 Enfuvirtide 2003 VIH-1 en combinaison de traitement 

Récepteur GHRH Tesamorelin 2010 Lipodystrophie du VIH 

Canaux calcique de 
type N 

Ziconotide 2004 Douleur chronique sévère 

Récepteur de la 
thrombopoïétine 

Romiplostim 2008 Purpura thrombopénique immun chronique 

Récepteur de 
l’érythropoïétine 
humaine 

Peginesatide 2012 Anémie de l’insuffisance rénale chronique 

Surfactant pulmonaire Lucinactant 2012 Prévention du syndrome de détresse respiratoire 

CaSR Etelcalcetide 2016 Hyperparathyroïdie secondaire 

Récepteur MC1 Afamelanotide 2014 Prévention de la photo toxicité 

Récepteur de la 
somatostatine 

Pasireotide 2012 Syndrome de Cushing 

 Lutetium Lu 177 
dotatate 

2018 Traitement des tumeurs neuroendocrines gastro-
entero-pancréatiques avec récepteur de la 
somatostatine positif 

 Edotreotide gallium 
Ga-68 

2019 Diagnostic des tumeurs neuroendocrines avec 
récepteur de la somatostatine positif 

Récepteur de la 
melanocortine-4 

Setmelanotide 2020 Obésité 

D’après Wang et al, 2022. Les peptides anticancéreux sont surlignés en jaune. 
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Annexe 5: Exemples de peptides et leurs applications en cours d’évaluation dans des essais cliniques 

Phase 
d’essai 
clinique 

Nom du peptide Indication en cours d’investigation 

IV Avexitide Hypoglycémie 

Calcitonin gene-related peptide Migraine 

Corticorelin  Œdème cérébral, tumeur cérébrale 

Leptin  Lipodystrophie; obésité 

Thymalfasin  Cirrhose du foie, sepsis 

III Aclerastide  Ulcère du pied diabétique 

Albusomatropin  Déficit en hormone de croissance 

Anamorelin  Cachexie, cancer du poumon non à petites cellules  

G17DT  Différentes formes de cancer 

Insulin peglispro  Diabète 

Lenomorelin  Tumeurs malignes 

Selepressin  Choc, choc septique  

Somapacitan  Déficit de l’adulte en hormone de croissance 

Taspoglutide  Diabète de type  

Thymosin beta-4 Syndromes secs 

Tirzepatide  Diabète de type  

Ularitide  Décompensation cardiaque 

Vapreotide  Hémorragie digestive par rupture de varices 
oesophagiennes, hypertension portale, varices 
oesophagiennes 

Vosoritide  Achondroplasie 

Zoptarelin doxorubicin  Cancer de l’endomètre, cancer de prostate 

II Angiotensin -1-7  Anomalies des cellules sanguines périphériques de la 
lignée blanches 

Bombesin  cancer de prostate 

Cenderitide  Insuffisance cardiaque 

Deslorelin  Puberté précoce 

Gastric inhibitory polypeptide  Diabète de type  

MK-3207  Migraine 

Olcegepant  Migraine 

Pancreatic Polypeptide  Diabète de type  

Peptide YY (3-36)  Maladie métabolique, obésité 

Pirnabine  Constipation chronique idiopathique 

Somatoprim  Acromegalie 

Somatropin pegol  Déficit en hormone de croissance 

ThyrotropinC Goitre bénin toxique et non-toxique, goitre, nodule 
thyroïdien 

TT-232  Adénocarcinome rénal 

I BPI-3016  Diabète de type  

NBI-6024 Diabète de type  

D’après Wang et al, 2022. Les peptides anticancéreux sont surlignés en jaune. 
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