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RESUME

La biochimie et la pharmacologie des venins de
serpents révelent un polymorphisme structural et
Jonctionnel de plus en plus important des protéines
qu'ils contiennent. Ces dernieres induisent leurs
effets principalement par deux voies : soit grdce a
leur activité enzymatique (protéase, phospholipase
A2, I-amino acide oxydase. . .), soit grdce a leurs
interactions avec des récepteurs membranaires. Les
désintégrines, dérivant des venins de serpents, inle-
ragissent avec les récepleurs de type intégrines en
lant quantagonistes de l'adbésion el de la migra-
tion des cellules. La caractérisation de bloqueurs
d’intégrines a partir du venin de vipére, nous per-
mel de comprendre le fonctionnement de certaines
intégrines et denvisager le développement de nou-
veaux agents thérapeutiques. Dans celte revue, on
reporte la classification des désintégrines, antago-
nistes des intégrines, ainsi que leur implication
thérapeutique et en particulier la place et les carac-
téristiques structurales el fonctionnelles de la lebes-
latine, une désintégrine courte extraile a partir du
venin de serpent tunisien Macrovipera lebetina.

Mots clés: Désintégrines, venin de serpent, famille
de type KTS, adbésion, angiogenéese.

ABSTRACT

Biochemistry and pharmacology of snake venoms
reveal structural and functional polymorphisms of
proteins they contain.

These lead their effects by their enzymatic activities
(proteases, phospholipases A2, [-amino acid
oxydases. ..) or by binding to membrane receptors.
Disintegrin from snake venoms play a role as
antagonists of cell adbesion and migration by
binding integrins and blocking their function.
Characterization of integrin antagonists from snake
venom allows us understanding the function of
some integrins providing new information lo
develop new therapeutic agents.

In this review, we report classification and
therapeutic implications of disintegrins.

In particular the structural and the functional
characteristics of lebestatin; a short disintegrin
isolated from Tunisian Macrovipera lebetina snake
venom.

Key words: Disintegrins, snake venom, KTS family
type, adhesion, angiogeness.

INTRODUCTION

Le terme « désintégrine « a été inventé en 1990 2
apres la découverte de la premiere protéine purifiée
a partir du venin de serpent Agkistrodon halys 3,
pour décrire une famille de protéines du venin de
vipere quia la capacité d'inhiber 'agrégation plaquet-
taire. Ces protéines ont été caractérisées comme des

molécules non enzymatiques et de faible masse
moléculaire (de 4 4 10 kDa) * 3. Leur structure pri-
maire montre une forte conservation dans 'arrange-
ment des cystéines. Les désintégrines peuvent étre
solubles ou membranaires. Quatre-vingt onze désin-
tégrines solubles ont été caractérisées dans les venins
des serpents des quatre familles : Atractaspididae,
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Elapidae, Viperidae et Colubridae. La majorité de ces
protéines constituent le domaine C-terminal des
métalloprotéases de la classe PII et sont libérées
dans le venin par clivage protéolytique *5°.

Classification et structure

des désintégrines
Lesdésintégrinesformentunefamillede polypeptides
riches en cystéine, de faible masse moléculaire (de
40 a 100 acides aminés), décrites pour la premiere
fois en tant quinhibiteurs efficaces du récepteur
plaquettaire du fibrinogene GPIIbIIla (allb f33)
7. Actuellement, la famille des désintégrines peut
étre divisée en cinq groupes différents selon la
longueur des polypeptides et le nombre des ponts
disulfures®. Le premier groupe est constitué par les
désintégrines courtes avec quatre ponts disulfures
et une chaine polypeptidique de 41 a 51 acides
aminés. Le deuxieme groupe inclut les désintégrines
de taille moyenne avec six ponts disulfures et une
chaine polypeptidique de 68 a 73 acides aminés.
Le troisieme groupe comporte les désintégrines
longues de 84 résidus et réticulées par sept ponts
disulfures. Le quatrieme groupe est constitué des
«désintégrines-like » formées par 100 acides aminés
et contenant huit ponts disulfures. A la différence
de ces 4 groupes qui contiennent des molécules
a chaine unique, le cinquieme se compose de
désintégrines dimériques contenant des sous-unités
d’environ 67 résidus avec quatre ponts disulfures
intra-chaines et deux ponts inter-chaines * 1°.

La résonance magnétique nucléaire (RMN)
a ét¢ employée pour déterminer la structure
tridimensionnelle  de  plusieurs — désintégrines:
la kistrine 11, l'albolabrine %, la flavoridine ¥, la
salmosine 14, la rhodostomine ¥, Iéchistatine > 7
et lobtustatine ®* ¥, Ces études ont révélé que les
désintégrines possedent une structure non réguliere
caractérisée par un nombre variable de coudes et de
boucles pour former un «core» protéique rigide
stabilisé par des liaisons hydrogenes.

La séquence RGD se trouve située au niveau d'une
boucle en «¢épingle a cheveux » stabilisée a la base
par deux ponts disulfures #. La boucle RGD est
douée d'une grande mobilité lui permettant une
reconnaissance et une liaison rapide aux sites de
liaison au niveau des intégrines. Le mouvement de la
boucle RGD de I'échistatine se fait dans un angle de
flexibilité de I'ordre de 60-70° 2!, Par comparaison, la
boucle de l'obtustatine qui possede un motif KTS,

montre un mouvement de pivotement d'un angle de
l'ordre de 35° avec un maximum de déplacement de
lordre de SA 8,

Boucle d'adbésion :

diversification fonctionnelle

Les désintégrines, comme leur nom l'indique, sont
des bloqueurs des récepteurs de type intégrine.
Cette inhibition est modulée par l'appariement
approprié des cystéines, qui déterminent la confor-
mation de la boucle inhibitrice des désintégrines. La
plupart des désintégrines contiennent une séquence
consensus d’adhésion, Arg-Gly-Asp (RGD) dans une
position conservée. Néanmoins, ce motif classique
dadhésion peut étre altéré chez certains membres
par exemple la barbourine, I'ussuristatine 2, la
salmosine 2 qui présentent le motif d’adhésion
KGD * 3/ ou latrolysine qui possede un motif
MVD %, ce qui modifie leur affinité et leur spécificité
vis a vis des intégrines.

Les désintégrines dimériques montrent la plus
grande diversit¢ de séquences dans leurs motifs de
reconnaissance des récepteurs intégrines. EC3, une
désintégrine hétérodimérique isolée du venin de la
vipere Echis carinatus, est un antagoniste sélectif et
efficace pour les intégrines a4Pl et a4f7. Clest
également un inhibiteur plus faible des intégrines
asPl et oy B, et ninhibe pas lintégrine avP3”.
Lactivité inhibitrice d'EC3 pour les intégrines o4 est
associée au motif MLD de sa sous-unité 3. La sous-
unité o d'EC3 contient un motif VGD et la capacité
d'EC3 d'inhiber 5 réside dans les deux sous-unités ».
Limplication de la séquence MLD dans la spécificité
inhibitrice de l'intégrine ¢, est également soutenue
par les études sur les désintégrines VLOS, EMS11 et
EO5 isolées respectivement des venins de Vipera
lebetina obtusa, Eristocophis multisquamatus et
Echis oscellatus . EMF10, une autre désintégrine
hétérodimérique issue du venin dEristocophis
macmahoni, est un inhibiteur sélectif de l'intégrine
o5p1 extrémement puissant. Elle inhibe aussi
partiellement I'adhérence des cellules exprimant les
intégrines allbB3, avP3 et a4Pl a leurs ligands
appropriés %, La reconnaissance sélective de
lintégrine 51 par EMFI0, est associée a la
séquence MGD(W), un motif situé¢ dans la boucle
active de la sous-unité f3 et peut également dépendre
du motif RGD(N) dans la sous-unité®. D'autres
désintégrines dimériques qui bloquent la fonction
de Tintégrine asP1 (EO4, VLO4, VB7 et VA6 des
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venins d'Echis oscellatus, Vipera lebetina obtusa,
Vipera berus et Vipera ammodytes respectivement)
contiennent RGD ou KGD dans les deux sous-unités,
avec l'exception de EO4, qui possede un motif VGD
dans sa sous-unité 3 et EMS11, qui exprime un motif
MLD dans sa sous-unité o ® Il a aussi été rapporté
que la présence du motif WGD dans CC8, une
désintégrine hétérodimérique isolée du venin de la
vipere d’Afrique du Nord, Cerastes cerastes cerasles,
augmente son effet inhibiteur sur les intégrines
allbfB3, avPp3 et aspl?.

Les désintégrines contenant le motif RGD montrent
une affinité et une sélectivité différentes envers les
intégrines qui reconnaissent la séquence RGD dans
leurs ligands (ie. alIbP3, avP3 et a5p1* . Des
expériences de mutagenese dirigée sur la kistrine
ont montré que l'arginine et l'acide aspartique sont
extrémement importants pour une liaison de forte
affinit¢ avec lintégrine GPIIb/IMa. En effet, le
changement du motif RGD par LDV fait que,
contrairement 2 la kistrine native qui reconnait
avB3 et a5pl, la protéine mutée ne se lie pas a ces
intégrines, mais reconnait spécifiquement a4p1.
De méme, le remplacement dans I'échistatine de
l'arginine par une alanine ou une ornithine diminue
son affinit¢ pour le complexe GPlIb/Illa. Lacide
aminé pres de I'acide aspartique pourrait quant a lui
influencer l'affinité; la phénylalanine présente dans
la flavoridine semble accroitre son affinité pour la
GPIIb/IMIa . De méme, le résidu tryptophane qui
suit la séquence KGD joue un role crucial dans
lactivit¢  biologique et la spécificitt de la
barbourine *. Une double substitution de deux
alanines qui encadrent la séquence RGD par des
prolines dans la dendrospine, réduit fortement
l'effet anti-agrégant et l'adhésion cellulaire . La
piscivostatine est une désintégrine dimérique
issue du venin d’Agkistrodon piscivorus qui possede
deux motifs, reconnus par le récepteur GPIIb/Illa:
RGD et KGD. Lexistence de ces deux motifs fait que
son activit¢ biologique vis-a-vis de l'agrégation
plaquettaire est différente des désintégrines
monomériques telle que I'échistatine.

Le site dlinteraction des désintégrines avec le
récepteur GPIIb/IIIa a été examiné par Calvete et
al®. En utilisant le complexe GPIIb/IIla plaquettaire
purifié, le site de quatre désintégrines marquées a
liode 125: albolabrine, échistatine, bitistatine et
éristostatine a ét¢ identifié. Il se situe au niveau des
résidus 217-302 dans l'unité GPIlla. Cependant, il ne

faut pas oublier que I'intégrine purifiée a partir des
plaquettes peut avoir une structure différente de
celle de la protéine native et qu'un site artificiel
d’interaction pourrait étre créé.

De plus, il a été montré que deux désintégrines
(échistatine et éristostatine), qui sont différentes
mais apparentées, se lient a des épitopes différents
sur les intégrines ov33 et GPIIb/I1la *. Ceci est di
a une différence de résidus d’acides aminés qui
entourent la séquence RGD.

En plus de la boucle RGD, d’autres caractéristiques
structurales se sont révélées importantes pour
laffinité et la sélectivité des désintégrines. En effet,
Wright et al> ont étudié 'importance de la région
C-terminale de léchicétine dans sa liaison a
lintégrine GPIIb/IIla. Pour cela un décapeptide
correspondant aux résidus constituant l'extrémité
C-terminale a €té synthétisé et il a été trouvé que le
peptide inhibe I'adhésion du complexe GPIIb/Illa a
l'échicétine immobilisée ou non au fibrinogene, et
active le récepteur GPIIb/IMa qui se lie a la
fibronectine, 2 la vitronectine et au collagene type I
et IV. Les auteurs en concluent que le peptide-non
RGD interagit avec GPIIb/IIa, entrainant une
activation de I'intégrine et l'extension de sa spécificité
de liaison pour inclure des protéines qui ne sont pas
toujours considérées comme des ligands. Des
analogues ont été construits a partir de 'échistatine:
R24A, D27W et léchistatine délétée de 9 acides
aminés du coté C-terminal. Il sest avéré que
l'analogue R24A n'interagit plus avec alIbf3 et
avP3; l'analogue D27W augmente son affinité vis-a-
vis de olIbP3 et diminue celle vis-a-vis de av[33.
Quant a la protéine délétée, son affinité vis-a-vis de
alIIbf3 diminue. 1l a été de ce fait conclu que la
boucle RGD détermine sa reconnaissance spécifique
aallbp3 et avf3 et que le coté C-terminal supporte
la liaison au reste de I'intégrine %,

Aujourd’hui quatre désintégrines courtes non-RGD
ont été caractérisées. Trois possedent le motif
fonctionnel KTS : Tobtustatine %, la vipéristatine ¥,
et la lebestatine * qui sont issues respectivement
des venins de Vipera lebetina obtusa, Vipera
lebetina plaestenea et Macrovipera lebetina. 1a
quatrieme désintégrine est la jerdostatine issue du
venin de Trimersurus jerdonii. Elle présente un
motif RTS ¥. Des études in vitro et in vivo ont
montré que le motif KTS, ainsi que le motif RTS,
bloque spécifiquement et avec une haute affinité
lintégrine al31 %%,
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La figure 1 montre un diagramme de la famille des
intégrines et les différents motifs des tripeptides
trouvés dans les désintégrines qui bloquent les
interactions spécifiques intégrine-ligand.

Deésintégrines et agrégation plaquettaire
Les désintégrines forment un groupe d'inhibiteurs
de lagrégation plaquettaire qui perturbent les
interactions entre Iintégrine GPIIb/Illa (allbP3) et
le fibrinogene. Létude des venins de serpents a déja
ét¢ a l'origine de la conception et du développement
d'un certain nombre de composés utilisés en
pharmacopée. Les structures de tels composés
actifs, outils de diagnostic ou médicaments en
cours d’application, ont été calquées sur celles de
molécules naturelles, et ce apres que les activités
biologiques de ces dernicres aient été élucidées
et clairement définies. Parmi ces molécules on
peut citer I¢éptifibatide (intégréline) qui est un
heptapeptide synthétique qui mime le site actif de
la barbourine ',

Désintégrines, métastase et angiogenése
Pour les cellules non plaquettaires, les désintégrines
ont été utilisées le plus fréquemment dans les
modeles angiogéniques “, de migration neutro-
phile, de détachement rétinal tractionnaire *, de
métastases expérimentales chez la souris © et de
la thrombocytopénie associée aux infections
bactériennes Gram+, Elles sont capables d'inhiber
les fonctions des cellules exprimant les intégrines
04fl, a5pl, avps, a3pl, avP3 et allbB3.
Cette inhibition empéche les cellules cancéreuses
d’envahir les matrices artificielles des tissus
connectifs et dadhérer aux ligands natifs
(fibronectine, vitronectine, collagene de type 1V,
fibrinogene, VCAM-1 et laminine) ¥/

Les désintégrines monomériques ethomodimériques
de type RGD inhibent I'adhésion et la migration des
cellules endothéliales dépendantes du récepteur
avP3. On peut citer I'exemple de l'accutine 48, la
triflavine #, la salmosine > >, la rhodostomine >
et la contortrostatine . Cette inhibition est induite
par un mécanisme apoptotique des cellules
endothéliales. Par exemple, l'accutine * inhibe
l'angiogenese in vitro (la formation des tubes en
utilisant les cellules HUVECS) et in vivo (en utilisant
le modele CAM) et elle induit I'apoptose de la
fragmentation de 'ADN mesurée par électrophorese
et cytométrie de flux.

RTS
KTS MLD

’. RGD

MLD. [51\

MLD

Bs

By—Cuy
MLD RGD RGD

WGD

MLD KGD

RGD \ P

VGD
B7 i

Figure 1. Diagramme de la famille des intégrines et les
différents motifs inhibiteurs correspondants trouvés dans les
désintégrines ",

Un autre modele d’inhibition métastasique utilisé
est la xénogreffe (orthotopique) chez les souris dans
lequel la désintégrine homodimérique, la contor-
trostatine est injectée dans des masses tumorales du
cancer du sein MDA-MB-435. Elle inhibe non seule-
ment la croissance de la tumeur, mais réduit aussi le
nombre des micro- et macro-métastases pulmonai-
res ». De méme l'échistatine qui inhibe les intégri-
nes allbP3, avP3 et a5p1, réduit la colonisation
pulmonaire chez les souris C57BL/6 injectées avec
un mélanome murin BI16F10 5,

La séquence MLD qui se trouve au niveau des désin-
tégrines hétérodimériques est responsable de 'inhi-
bition des intégrines a4Pl, adP7 et a9fl. Ces
intégrines se trouvent a la surface des leucocytes et
participent a la réponse immunitaire au cours de
linflammation. Des études préliminaires dans des
systemes biologiques ont montré lefficacité des
désintégrines de type MLD, en particulier EC3 et
EC6, pour inhiber la migration des neutrophiles
humains a travers les cellules HUVECs ». EC3 est
identifiée comme un accélérateur de I'apoptose
spontanée des neutrophiles humains .

La famille des désintégrines la plus récemment
décrite est celle qui possede le motif d’adhésion
KTS. Les protéines appartenant a cette famille agis-
sent spécifiquement a travers lintégrine alfl,
récepteur spécifique du collagene de type IV. Cette
intégrine est exprimée essentiellement a la surface
des cellules endothéliales vasculaires, suggérant son
implication dans I'angiogenese. Des études expéri-
mentales utilisant des souris « knock out » déficien-
tes pour le gene ol montrent une réduction de la
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vascularisation, ainsi qu'une inhibition de la crois-
sance tumorale *. De plus, l'utilisation de l'anticorps
anti-ol réduit la croissance tumorale et 'angioge-
nese des cellules cancéreuses dérivant de I'épiderme
humain . Cette corrélation entre I'étude génétique
et Iétude pharmacologique évalue I'importance de
lintégrine allP1 dans les processus angiogéniques
qui pourrait donc étre une cible pharmacologique
pour bloquer le développement tumoral.
Lobtustatine *, la viperistatine ¥, la lebestatine * et
la jerdostatine * sont des désintégrines monoméri-
ques courtes qui agissent via ce récepteur.

La lebestatine differe de I'obtustatine par deux aci-
des aminés en position 24 (Arg/Leu) et 38 (Ser/Leu).
Les séquences de la lebestatine et de la viperistatine
sont similaires. Les différences se situent en posi-
tions 38 (Ser/Val) et 40 (Pro/Gln). Cette similarité au
niveau de la structure primaire qui atteint 97 % est
confirmée au niveau de la structure tertiaire. En
effet, la modélisation par homologie de la lebestati-
ne et de la viperistatine, en prenant comme modele
la structure tertiaire de I'obtustatine, montre que ces
trois molécules sont parfaitement superposables
(Figure 2a). Les principales différences structurales
entre ces trois peptides sont localisées au niveau de
la boucle d'adhésion, qui contient le motif KTSRTS
(lebestatine et viperistatine) ou KTSLTS (obtustati-
ne), et du domaine C-terminal (PSYPG41-COOH,
PVYQG 41-COOH et PLYPG41-COOH pour, respecti-
vement, la lebestatine, la viperistatine et 'obtustati-
ne). Le remplacement d’un acide aminé neutre (Leu
24) par un acide aminé basique (Arg 24) pourrait
influencer l'activité de ces peptides (Figure 2b).

En effet, nous avons montré que la concentration
qui donne 50% d’inhibition (IC50) de 'adhésion des
cellules cancéreuses par la lebestatine est de 0,2 nM.
Cette activité est 10 fois plus importante que celle de
l'obtustatine (2 nM) et elle est 2,5 fois moins impor-
tante que la viperistatine (0,08 nM) ¥. Cet effet spé-
cifique de I'inhibition de I'adhésion, nous a poussés
a tester la lebestatine sur la migration cellulaire.
Nous avons montré que la lebestatine est capable
d'inhiber, dans des chambres de Boyden, la migra-
tion des cellules cancéreuses vers le collagene de
type IV avec une IC50 de lordre de 0,1 nM *, Alors
que l'effet de l'obtustatine et de la viperistatine sur la
migration des cellules cancéreuses n'a pas été étudié
pour pouvoir les comparer a celui de la lebestatine.
Dans les stratégies antiangiogéniques, lidée est de
cibler les cellules endothéliales qui supportent la

croissance tumorale plutot que les cellules cancéreu-
ses elles mémes. Cette approche est particuliere-
ment prometteuse car elle cible des cellules généti-
quement stables, ce qui limite I'apparition d'une
résistance.

Dans un premier temps, nous avons testé l'effet de la
lebestatine sur les cellules endothéliales. Nous avons
démontré qu'elle inhibe d’une maniere dose-dépen-
dante 'adhésion et la migration des cellules HMEC-1
(Human Microvascular Endothelial Cells) en utili-
sant le collagene IV comme matrice.

Dans un second temps, nous avons démontré que la
lebestatine inhibe, d'une maniere dose-dépendante,
la formation spontanée de nouveaux vaisseaux, en
utilisant la membrane chorioallantoidienne (CAM)
de 'embryon de poulet comme modele. Nos résul-
tats ont montré quelle inhibe aussi I'angiogenese
induite par des facteurs de croissance comme le
VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) et le
PDGF (Platelet Derived Growth Factor) en utilisant
seulement 0,5 ug de protéine/embryon *.

(@)

Integrin-binding
loop motif

Ser Thr
Figure 2. Modeles moléculaires de la lebestatine, la
viperistatine et lobtustatine. (a) superposition des atomes
de la lebestatine (gris), lobtustatine (blanc) et la
viperistatine (gris foncé), (b) superposition de la boucle
dadbésion des trois molécules .

Lobtustatine a été aussi testée sur ce modele en
utilisant le bFGF (basic Fibroblast Growth Factor)
comme inducteur de I'angiogenese et I'inhibition est
observée a une dose de 5 ug de protéine/embryon™.
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Quant 2 la viperistatine, elle n'a pas été testée sur
l'angiogenese. Ces différences d'activités de la lebes-
tatine et de I'obtustatine au niveau de ce test sont en
corrélation avec celles observées au niveau de I'inhi-
bition de I'adhésion des cellules cancéreuses.

En regardant les séquences de ces différentes protéi-
nes appartenant a la famille des désintégrines de
type KTS, il est clair que la différence observée au
niveau de l'activité est die, en fait, au changement
de quelques acides aminés. La boucle d’adhésion
KTS ainsi que l'extrémité C-terminale seraient donc
responsables de I'activité de ces peptides. En effet, la
synthese de différents analogues de la lebestatine
était nécessaire afin d’entreprendre des études de
relation structure-fonction susceptibles de définir le
site pharmacologique et de sélectionner ou conser-
ver le composé le plus actif. Les résultats ont montré
que le changement d'un acide aminé neutre, qui suit
le motif d’adhésion KTS, par un acide aminé tres
basique augmenterait l'effet de la lebestatine par
rapport a l'obtustatine (Kallech-Ziri et al., manuscrit
soumis a Peptide). A partir de cette relation structu-
re-activité, nous avons pu concevoir un peptidomi-
métique ayant des activités anti-angiogéniques
(Brevet en cours de dépot en collaboration entre la
Facult¢ de Pharmacie de Marseille et I'Institut
Pasteur de Tunis).

Bien que le développement d’anticorps monoclo-
naux humanisés anti-oul soit la stratégie pharmaco-
logique privilégiée a I'heure actuelle, les peptides
courts de type KTS ou peptidomimétiques pour-
raient étre une approche alternative ou complémen-
taire pour le traitement des maladies cancéreuses.

CONCLUSION

Il est évident que l'intérét des désintégrines dépasse
le fait d’étre un simple composant des venins de
serpents et leurs interactions dépassent I'agrégation
plaquettaire. Lévolution a offert une famille exclu-
sive de molécules d’adhésion qui fournit des intéréts
significatifs aux interactions entre les cellules et leur
environnement extra cellulaire. Les désintegrines se
sont avérées ¢tre utiles dans I'évaluation des signaux
intracellulaires d’'adhésion, de I'apoptose, de I'angio-
genese, de la caractérisation des cellules cancéreu-
ses, des thromboses, des hémostases, de I'évolution
des protéines et de la motilité cellulaire.

La lebestatine, une désintégrine courte%extraite a
partir du venin de Macrovipera lebetina ~ (Kallech-
Ziri et al., soumis 2007, brevet en cours), possédant

un motif d'adhésion KTS inhibe I'adhésion des cellu-
les issues d’'un phéochromocytome (PCI12) sur le
collagene de type I et IV avec une IC50 de 0,2 nM.
Elle inhibe aussi la migration des cellules cancéreu-
ses vers le collagene IV avec une IC50 de 0,1nM et en
méme temps elle montre une activité anti-angiogeni-
que in vitro et in vivo (modele CAM) %, Ce peptide
et/ou peptidomimétique sera (ont) testé(s) et
évalué(s) pour leur potentialités thérapeutiques.
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