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RESUME 

La Maurocalcine (MCa), excellent peptide de pénétration cellulaire (CPP, Cell 

Penetrating Peptide) issu du venin de scorpion, présente un grand intérêt pour des applications 

d’administration intracellulaire de molécules ou de nanoparticules expérimentales ou 

thérapeutiques. Afin de développer ces applications, le peptide a auparavant subi une série 

d’optimisations, dont la suppression de l’activité pharmacologique native et l’élimination des 

ponts disulfures intramoléculaires. Dans le présent travail, nous avons poursuivi 

l’optimisation du peptide par la réduction de la taille. Ensuite, nous avons développé une des 

applications possibles du peptide consistant en la vectorisation des nanobiodétecteurs du Ca
2+

 

intracellulaire. 

La taille de la MCa native (33 résidus) est plus longue que celle des CPPs usuels, telles 

que la Tat et la pénétratine (13 et 16 résidus, respectivement). Pour réduire la taille du peptide, 

nous avons procédé à la délétion de la MCa linéaire antérieurement conçue. Douze nouveaux 

puissants CPPs de courte taille ont été produits, dont la MCaUF1-9 qui s’est révélée la plus 

efficace de tous à de faibles concentrations. Le CPP MCaUF1-9 paraît donc très intéressant pour 

des applications utilisant de faibles concentrations. La caractérisation approfondie de la 

MCaUF1-9 a montré sa meilleure efficacité en pénétration cellulaire comparativement à la Tat, 

à la pénétratine, et à de petits analogues dérivés des peptides de la même famille des calcines, 

à l’exception de l’hadrucalcineUF1-11 (HadUF1-11) et de l’hadrucalcineUF3-11 qui se sont révélés 

plus performants. 

Comme l’une des applications possibles, l’analogue le plus efficace en pénétration 

cellulaire, l’HadUF1-11, a été efficacement utilisé comme vecteur pour la délivrance 

intracellulaire des nanobiodétecteurs du Ca
2+

 cytosolique formés d’un quantum dot recouvert 

des molécules indicatrices de Ca
2+

(CaRuby), en plus du CPP HadUF1-11. 

Les petits analogues de MCa (dérivés de MCa ou des autres peptides de la famille de 

calcine) pourraient être des CPPs de choix pour divers types d’applications de délivrance 

intracellulaire. Pour le confirmer (ou l’infirmer) leur caractérisation extensif est nécessaire.  

 

Mots clés: Maurocalcine, hadrucalcine, nanoparticules, quantum dots, pénétration cellulaire, 

nanobiodétecteur de Ca
2+

. 
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SUMMARY 

The Maurocalcine (MCa), an excellent cell penetrating peptide (CPP) from the scorpion 

venom, presents a real interest for the development of applications for the intracellular 

delivery of experimental or therapeutic molecules or particles. In order for these applications 

to be developed, the peptide previously underwent a series of optimization processes, such as 

the suppression of native biological activity and the removal of intramolecular disulfide 

bonds. In this research, we carried on the optimization by reducing the size of the MCa and 

then developed one among other possible applications of this peptide which consists of the 

vectorization of the intracellular Ca
2+

 nanobiosensors. 

The native size of MCa (33 residues) is much longer than the size of popular CPPs such 

as Tat and penetratin (13 and 16 residues, respectively). To reduce the size of the peptide, we 

truncated the previously designed linear MCa. Twelve new powerful small CPPs were 

produced, among which the MCaUF1-9 that was the best in cell penetration at low 

concentrations. Thus, the MCaUF1-9 appears very interesting for applications that require low 

concentrations. The MCaUF1-9 was further characterized and happened to be more efficient in 

cell penetration than the Tat, the penetratin, and other small analogous peptides derived from 

the peptides belonging to the same family as the MCa’s, except from the hadrucalcinUF1-11 

(HadUF1-11) and the hadrucalcinUF3-11 which showed best performance. 

As application, the most efficient analogous in cell penetration, the HadUF1-11, was 

efficiently utilized as a vector for the intracellular delivery of intracellular Ca
2+

 

nanobiosensors composed of a quantum dot coated with Ca
2+

 indicator (CaRuby) molecules, 

besides the CPP HadUF1-11. 

Small MCa analogous (derived from MCa or the other peptides of the calcin family) 

might be the choice CPPs for diverse intracellular delivery applications. In order to confirm 

this, their extensive characterization is necessary. 

 

Key words: Maurocalcine, hadrucalcin, nanoparticles, quantum dots, cell penetration, Ca
2+

 

nanobiosensor. 
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INTRODUCTION 

La faible perméabilité de la membrane cytoplasmique des cellules eucaryotes aux 

médicaments et aux macromolécules constitue un obstacle majeur au développement de 

molécules ou particules thérapeutiques ou diagnostiques innovantes. Depuis ces 15 dernières 

années, des progrès significatifs ont été réalisés dans la conception de nouveaux outils pour 

l’amélioration de l’administration intracellulaire de molécules bioactives (1-6). L’un des 

outils les plus prometteurs sont des peptides de pénétration cellulaire (CPPs, cell penetrating 

peptides). 

Les CPPs ont permis d’améliorer l’efficacité d’administration intracellulaire. Ils ont été 

utilisés avec succès in vitro et in vivo, pour l’administration de divers types de molécules dont 

l’ADN, les oligonucléotides, le siRNA (short interfering RNA), le PNA (Peptide Nucleic 

Acid), les protéines et peptides, ainsi que des nanoparticules liposomes (2, 7). Cependant, les 

CPPs couramment utilisés tels que la Tat (8), la pénétratine (9), la VP22 (10), l’Arg 8 (11) 

sont internalisés principalement par endocytose (12), ce qui présente des problèmes de 

biodisponibilité dus à leur séquestration et leur dégradation endosomales. Bien que des 

stratégies aient été mises au point pour remédier à ces problèmes, elles entraînent souvent une 

forte cytotoxicité qui limite leur usage (13). Plus récemment, il a été identifié un nouveau type 

de CPPs dont l’internalisation cellulaire se fait principalement par translocation, ce qui évite 

significativement la séquestration et la dégradation endosomales (14-16). Dans ce nouveau 

type de CPPs, figure la Maurocalcine (MCa), objet de nos travaux. 

La MCa est un CPP particulièrement intéressant. Outre l’internalisation par la 

translocation, elle présente une stabilité remarquable : elle n’est pas dénaturée par de hautes 

températures allant même jusqu’à 100 °C ou par des conditions de pH extrêmes; sa 

pénétration cellulaire a lieu à de très faibles concentrations; sa toxicité est très faible (16). 

Cependant, l’utilisation de la MCa à l’état natif est limitée par son activité pharmacologique 

qui consiste en l’activation du canal récepteur de la ryanodine (RyR), ainsi que par sa taille 

relativement longue par rapport à des CPPs couramment utilisés (8-11) (Tableau 1). Des 

modifications pour supprimer l’activité pharmacologique ont été antérieurement réalisées 

avec succès (16-18). Quant à la réduction de la taille, elle a fait partie de nos travaux. 

Au cours de mes travaux de thèse, j’ai contribué d’une part, à l’étude des propriétés de 

pénétration cellulaire des peptides analogues de la MCa de tailles réduites, et d’autre part, au 
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développement de l’une de leurs applications possibles consistant en la vectorisation d’un 

nanobiodétecteur du Ca
2+

 intracellulaire. 

Les résultats de ces travaux sont présentés dans cet ouvrage. Afin de faciliter leur 

compréhension, ils sont précédés de notions sur les voies d’entrée de macromolécules et de 

particules dans les cellules, sur les CPPs, sur les toxines du venin de scorpion, et sur 

l’homéostasie calcique cytosolique.  

 

1. GENERALITES 

 

1.1. Voies d’entrée de macromolécules ou particules dans la cellule 

Les macromolécules ou particules entrent dans la cellule par l’endocytose ou par la 

translocation. La voie empruntée dépend non seulement des caractéristiques de la 

macromolécule ou la particule, mais également d’autres facteurs, notamment la membrane 

cytoplasmique et la matrice extracellulaire. 

 

1.1.1. Membrane cytoplasmique et matrice extracellulaire  

Avant d’entrer dans la cellule, la macromolécule ou particule interagit avec la 

membrane cytoplasmique et la matrice extracellulaire. 

La membrane cytoplasmique est formée d’une bicouche phospholipidique (19) dans ou 

sur laquelle sont insérées ou fixées des molécules lipidiques ou protéiques.  

La bicouche phospholipidique forme une barrière stable entre deux compartiments aqueux, 

extra et intracellulaires. Elle est hydrophile à ses faces extracellulaire et cytosolique, et 

hydrophobe à ses faces intramembranaires (Figure 1). La couche phospholipidique externe est 

principalement composée de phosphatidylcholine et de sphingomyéline qui sont neutres. 

Quant à la couche phospholipidique interne, elle est principalement composée de 

phosphatidyléthanolamine qui est également neutre, phosphatidylsérine et 

phosphatidylinositol qui tous les deux sont chargés négativement. En plus des phospholipides, 

on trouve également le cholestérol distribué dans les deux couches, et des glycolipides insérés 

dans la couche externe (20).  
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 Figure 1: Schéma de la bicouche lipidique de la membrane cytoplasmique (20) (Modifiée). 

 

Les molécules protéiques sont principalement des protéines, des glycoprotéines, et des 

protéoglycanes (Figure 2). Elles exercent des fonctions spécifiques de la membrane 

cytoplasmique telles que le transport sélectif de molécules, la détection et la transduction des 

signaux, la reconnaissance intercellulaire. Les glycoprotéines sont des protéines associées par 

liaison covalente à une courte chaîne glucidique, tandis que des protéoglycanes sont des 

protéines associées par liaison covalente à des glycosaminoglycanes (GAGs). Les GAGs eux-

mêmes sont des polymères linéaires  sulfatés (sauf l'acide hyaluronique) composés d’une 

répétition d’un disaccharide de base constitué d’un hexosamine (glucosamine ou 

galactosamine) et d’un autre ose (acide glucuronique, acide iduronique, galactose) (Figure 3). 

Les GAGs possèdent plusieurs charges négatives issues de leurs composants acides uroniques 

(qui donnent le groupement -COO
-
) et sulfate (-SO3

-
). On distingue différentes familles de 

GAGs : l’acide hyaluronique, la chondroïtine sulfate/dermatane sulfate (globalement la même 

famille), l’héparine/héparane sulfate, et le kératane sulfate. L’héparane sulfate est le GAG le 

plus abondant dans la membrane cytoplasmique où il est l’un des composants de différents 

protéoglycanes membranaires. Les protéoglycanes à héparane sulfate (PGHS) jouent un rôle 

important dans la régulation des microdomaines de la surface cellulaire (21). Par ailleurs, les 

PGHS font partie des composants majoritaires de la matrice extracellulaire. 
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Figure 2: Schéma de la membrane cytoplasmique avec ses composants protéiques (20) (Modifiée). 

 

La matrice extracellulaire est l'ensemble de macromolécules extracellulaires des tissus 

(tissu conjonctif, tissu épithélial, tissu musculaire, tissus nerveux). Ses principaux composants 

sont des protéines telle que l’élastine, des glycoprotéines telles que le collagène et la 

fibronectine, et des GAGs / protéoglycanes (22). Les GAGs / protéoglycanes sont les plus 

abondants et forment un gel hydraté où baignent les cellules (23). 

 

Figure 3: Familles de glycosaminoglycanes  (24). 

n : nombre d’unités disaccharidiques. 
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1.1.2. Endocytose  

L’endocytose est un processus fondamental dans les cellules eucaryotes. Il joue un rôle 

clé dans plusieurs domaines de la biologie cellulaire, allant  de la nutrition cellulaire à la 

régulation de la signalisation intercellulaire. L’endocytose consiste en l’internalisation par la 

cellule des composants de la membrane cytoplasmique (protéines, lipides…), des ligands, des 

nutriments, et des fluides, dans une vésicule issue de la membrane cytoplasmique. Arrivée à 

l’intérieur de la cellule, la vésicule fusionne avec un endosome; le résultat s’appelle toujours 

l’endosome. Les endosomes peuvent avoir différentes destinations : la réintégration dans la 

membrane cytoplasmique par exocytose (recyclage), l’évolution en endosomes tardifs et 

fusion avec des lysosomes pour la digestion des molécules internalisées, ou la migration vers 

d’autres compartiments cellulaires tels que l’appareil de Golgi. Il existe différents types 

d’endocytose selon la morphologie et la composition des structures naissantes de la 

membrane cytoplasmique au cours de la formation des vésicules endocytiques. Selon les 

connaissances actuelles, l’endocytose peut être subdivisé en quatre grands types : 

l’endocytose dépendante de la clathrine (EDC), l’endocytose par cavéoles/rafts, la 

macropinocytose, et la phagocytose.  

 

1.1.2.1. Endocytose dépendante de la clathrine 

L’EDC joue un rôle clé dans la nutrition et la signalisation cellulaire. Elle est 

caractérisée par le rôle central joué par la clathrine. Cependant, diverses autres protéines 

accessoires telles que les protéines adaptatrices (PAs) et la dynamine sont également 

impliquées (25). 

Au cours de l’EDC les vésicules endocytiques se forment à partir des invaginations de 

la membrane cytoplasmique recouvertes de la clathrine. Sous une certaine stimulation, la face 

intracellulaire de la membrane cytoplasmique se couvre de la clathrine, entraînant la 

formation des invaginations. Les protéines de cette membrane cytoplasmique invaginée et 

recouverte de la clathrine sont alors sélectivement triées par des PAs cytosoliques (26). Sous 

l’action de la dynamine, une protéine cytosolique à activité GTPasique, la vésicule 

endocytique est formée et libérée dans le cytoplasme (27-29). Immédiatement après la 

libération de la vésicule endocytique dans le cytoplasme, le manteau composé de la clathrine 

et des PAs est relâché, avant la fusion de la vésicule avec l’endosome précoce. 
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La voie de l’EDC intervient non seulement dans la nutrition cellulaire mais aussi dans la 

signalisation cellulaire. L’EDC facilite l’ingestion par la cellule des nutriments tels que le fer 

transporté par la transferrine, et le cholestérol transporté par la LDL. Par ailleurs, elle 

intervient dans la transduction de signaux par l’internalisation de la plupart des récepteurs 

membranaires après la fixation du ligand. 

 

1.1.2.2. Endocytose par les cavéoles /rafts 

La membrane cytoplasmique comporte des domaines insolubles dans les détergents 

(résistants aux détergents) et riches en cholestérol appelés rafts (radeaux lipidiques). Les rafts 

sont le siège de phénomènes d’endocytose se développant sans l’intervention de la clathrine, 

mais avec celle de la dynamine. Diverses structures endocytiques sont observées, dont des 

cavéoles et des structures tubulaires. Les cavéoles sont de petites invaginations (50-100 nm) 

de la membrane cytoplasmique, régulières, avec une morphologie caractéristique bien définie 

en forme de flacon (30), riche en cavéoline 1 (31). En effet, sous des conditions normales, non 

stimulantes, les cavéoles n’interviennent pas significativement dans l’endocytose; elles restent 

stables (attachées) à la membrane cytoplasmique (32-37) grâce, principalement, à la cavéoline 

1 (37-39). L’endocytose par les cavéoles est déclenchée par une stimulation, par exemple 

suite à la fixation d’un ligand par un récepteur membranaire. Il s’agit d’un processus régulé 

nécessitant des kinases de la famille Src, la dynamine, et une polymérisation locale de l’actine 

(32, 40, 41). 

Des structures endocytiques sans cavéoline sont également observées au niveau des 

rafts. On distingue des structures morphologiquement similaires aux cavéoles (42) et des 

structures morphologiquement différentes des cavéoles (36, 43). Des structures 

morphologiquement similaires aux cavéoles comportent des protéines flotilline-1 et 2 qui, co-

exprimées ensemble, sont responsables de la morphologie cavéolaire (44, 45). Des structures 

morphologiquement différentes des cavéoles sont par exemple celles de formes tubulaires 

impliquées dans l’internalisation des glycosphingolipides (36, 43). 
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1.1.2.3. Macropinocytose  

La macropinocytose est une endocytose spécialisée, strictement dépendante de l’actine 

corticale (46). Elle consiste en l’internalisation par la cellule d’un grand volume de fluide 

extracellulaire dans de larges vésicules membranaires (pouvant atteindre 5µm de diamètre) 

formées suite au développement de prolongements de la membrane cytoplasmique (46) 

(Figure 4). 

 

1.1.2.4. Phagocytose 

Comme la macropinocytose, la phagocytose est aussi une endocytose spécialisée, 

strictement dépendante de l’actine corticale. Elle est réalisée par des cellules spécialisées 

(monocytes/macrophages, polynucléaires neutrophiles, cellules dendritiques…), et consiste en 

l’internalisation de larges particules telles que les bactéries.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4: Différents types d'endocytose. 

Quatre principaux types d’endocytose sont montrés (ceci pourrait être une simplification) : d’une part, 

l’endocytose par les cavéoles/rafts et l’endocytose médiée par la clathrine qui nécessitent la GTPase dynamine 1, 

et d’autre part, la pinocytose/macropinocytose et la phagocytose qui ne nécessitent pas la dynamine 1 (47) 

(Modifié). 
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Dans le processus de la phagocytose, la cellule phagocytaire est attirée vers la particule cible 

(bactérie, virus…) principalement par chimiotactisme. Arrivée au niveau de la particule, la 

cellule émet des prolongements de la membrane cytoplasmique, qui englobent la particule et 

forment une vésicule endocytique (Figure 4). 

 

1.1.3. Translocation 

La translocation est un processus d’internalisation non endocytique de macromolécules, 

de façon indépendante de l’énergie (48). Pour les peptides, la translocation se fait par divers 

mécanismes; les plus connus sont les mécanismes de carpet, de barrel-stave, et de micelle 

inversée (49-51).  

 

1.1.3.1. Mécanisme de carpet 

Le mécanisme de carpet (tapis) est ainsi appelé car le processus de translocation est 

initié par la couverture de la membrane cytoplasmique par les peptides à la manière d’un tapis 

(Figure 5). Le mécanisme comprend quatre étapes successives : 1) Etablissement de liaisons 

électrostatiques entre les peptides et les têtes des phospholipides, 2) Alignement des 

monomères des peptides sur la surface de la membrane de façon que leur face hydrophile soit 

en contact avec les têtes des phospholipides, 3) Rotation des molécules (peptides et 

phospholipides) conduisant à la réorientation des résidus hydrophobes des peptides vers le 

cœur hydrophobe de la membrane, et 4) Désintégration de la membrane du fait de la 

perturbation de la courbure de la bicouche (Figure 5). Contrairement au mécanisme de barrel-

stave, dans le mécanisme de carpet, les peptides sont en contact avec la membrane sur toute 

leur longueur et ne sont pas insérés dans le cœur de la membrane. Pour agir selon le 

mécanisme de carpet, les peptides doivent comporter des acides aminés chargés positivement 

tout le long de la chaîne peptidique et avoir une charge nette fortement positive (49, 52). 
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Figure 5: Translocation des peptides par les mécanismes de carpet et de barrel-stave. 

(A) Le mécanisme de carpet : Les peptides couvrent la membrane cytoplsmique grâce aux interactions 

électrostatiques entre les parties du peptide chargées positivement et les têtes des phospholipides membranaires. 

Ensuite, le complexe peptides-phospholipides effectue une rotation en dirigeant les résidus hydrophobes des 

peptides vers le cœur de la bicouche phospholipidique. Ceci provoque une perturbation de la membrane 

aboutissant à sa perméabilisation, ce qui permet le passage des peptides vers le cytosol.   

(B) Le mécanisme de barrel-stave (formation de pore). Les peptides s’accumulent sur la membrane 

cytoplasmique par leurs hélices amphipathiques. Ensuite, la partie hydrophobe des hélices amphipathiques 

s’insère à l’intérieur de la bicouche membranaire, conduisant à la formation d’un pore. Les peptides passent à 

travers le pore et arrivent dans le cytosol (53) (Modifiée). 

 

1.1.3.2. Mécanisme de barrel-stave  

Selon le modèle de barrel-stave, la translocation des peptides se fait au moyen des 

canaux formés par des peptides à travers la bicouche phospholipidique. Les peptides se 

positionnent en cylindre autour d’un pore aqueux (Figure 5). Les surfaces hydrophobes des 

hélices α ou des feuillets β forment la face extérieure du canal en contact avec les chaînes 

acyles des phospholipides membranaires, alors que les surfaces hydrophiles forment la face 

intérieure du canal, donc le « revêtement » du pore (49, 52, 54, 55). La première étape de la 

formation des pores de barrel-stave est la liaison des peptides à la surface membranaire, le 

plus souvent sous forme monomérique. Au moment de la liaison, les peptides peuvent entrer 

dans une phase de transition conformationnelle, forçant les têtes polaires des phospholipides à 

induire un amincissement localisé de la membrane. Cet amincissement permet l’insertion de 
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la partie hydrophobe des peptides dans la membrane. Quand les peptides liés atteignent une 

concentration suffisante, les peptides monomériques s’auto-assemblent et s’insèrent dans le 

noyau hydrophobe de la membrane aboutissant à la formation d’un canal peptidique. Les 

peptides sont alors transportés à travers le canal par gradient de concentration des peptides 

liés à la surface (49). 

 

1.1.3.3. Mécanisme de micelle inversée 

Dans le mécanisme de micelle inversée, le peptide est englobé par la bicouche 

phospholipidique de la membrane cytoplasmique avant d’être libéré dans le cytoplasme 

(Figure 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6: Translocation des peptides par le mécanisme de micelle inversée. 

La partie du peptide chargée positivement interagit avec les phospholipides de la membrane, ensuite la 

partie hydrophobe du peptide interagit avec la membrane, ce qui crée une micelle inversée aboutissant à 

l’internalisation du peptide (53) (Modifiée).  

 

Les peptides se fixent à la membrane cytoplasmique par les interactions électrostatiques 

établies entre les acides aminés basiques (chargés positivement) et les têtes des 
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phospholipides membranaires. Ensuite, les interactions entre les acides aminés hydrophobes 

des peptides et la membrane entraînent une réorganisation de la membrane conduisant à la 

translocation du peptide vers le cytoplasme par l’intermédiaire d’une micelle inversée (51). 

 

1.2.  Peptides de pénétration cellulaire (CPPs) 

La membrane cytoplasmique constitue une barrière naturelle qui ne laisse passer que 

des molécules apolaires de moins de 500 daltons (56). Ceci a été un obstacle majeur au 

développement de stratégies thérapeutiques ou diagnostiques à action intracellulaire, car la 

plupart de molécules ou particules prometteuses ne peuvent pas traverser la bicouche 

lipidique. La découverte des CPPs, peptides spéciaux dotés d’une capacité de franchir la 

membrane cytoplasmique, a rendu possible le développement de stratégies de vectorisation 

permettant l’administration intracellulaire de divers types de molécules ou de particules.  

 

1.2.1. Historique des CPPs 

La notion de CPP a été proposée suite à des observations selon lesquelles certaines 

protéines, principalement des facteurs de transcription, pouvaient faire des navettes  à 

l’intérieur de la cellule et d’une cellule à l’autre.  

Historiquement, la première observation a été faite en 1988 par Frankel et Pabo, qui ont 

montré que la protéine Tat du VIH-1 pouvait entrer dans les cellules et migrer jusqu’à 

l’intérieur du noyau (57). En 1991, le groupe de Prochiantz a montré que l’homéodomaine de 

la protéine antennapedia de la drosophile pouvait être internalisé par des cellules neuronales 

(58). Cette observation a été à l’origine de la découverte, en 1994, du premier CPP appelé 

pénétratine, peptide de 16 résidus d’acides aminés (Tableau 1) dérivé du troisième hélice de 

l’homéodomaine d’antennapedia (9). En 1998, le groupe de Lebleu a identifié la séquence 

peptidique minimale de Tat nécessaire pour l’internalisation cellulaire (59). Ces premiers 

CPPs naturels ont inspiré la conception de CPPs artificiels pour des applications de 

vectorisation de molécules. 
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Tableau 1: Maurocalcine et les principaux CPPs décrits dans la littérature. 

CPP Nombre d’acides 

aminés 

Charge électrique 

nette 

Séquence d’acides aminés 

Maurocalcine (60, 61) 33 +7 GDCLPHLKLCKENKDCCSKKCKR

RGTNIEKRCR 

Tat48-60 (59, 62) 13 +8 GRKKRRQRRRPPQ 

Pénétratine (9, 51) 16 +7 RQIKIWFQNRRMKWKK 

Transportan (48, 63, 64) 27 +4 GWTLNSAGYLLGKINLKALAALA

KKIL 

Pep-1(65, 66) 21 +3 KETWWETWWTEWSQPKKKRKV 

MPG (67, 68) 27 +5 GALFLGFLGAAGSTMGAWSQPKK

KRKV 

Arg9 (69, 70) 9 +9 RRRRRRRRR 

 

- Les résidus acides (chargés négativement),  c’est-à-dire l’acide aspartique (D) et l’acide glutamique (E), sont 

représentés en bleu. 

- Les résidus basiques (chargés positivement), c’est-à-dire la lysine (K) et l’arginine (R), sont représentés en 

rouge. 

 

Le groupe de Heitz et Divita a conçu, en 1997 le premier CPP non-covalent, le MPG, 

pour l’administration des acides nucléiques (67), et en 2001 un autre CPP non-covalent, le 

Pep-1, pour l’administration des protéines et des peptides (65). Les groupes de Wender et de 

Futaki ont démontré que des séquences peptidiques composées d’arginine (polyarginines) 

étaient suffisantes pour l’administration de molécules dans les cellules et ont proposé que les 

mécanismes de leur internalisation impliquaient des interactions de type liaison hydrogène 

entre le groupe guanidinium des résidus arginines et le groupe phosphate des phospholipides 

membranaires (70, 71). 

Un intérêt majeur pour les CPPs est venu des premières preuves de concept de leur 

application in vivo par les groupes de Dowdy et de Langel. Le groupe de Dowdy a démontré 

la capacité des CPPs à faire pénétrer de petits peptides ou de larges protéines dans la cellule 

(72). Quant au groupe de Langel, il a réussi l’administration intracellulaire des PNAs grâce au 

CPP Transportan (48). Dès lors, beaucoup d’autres CPPs ont été conçus (2, 7, 73, 74) et 

quelques autres isolés des organismes naturels dont la maurocalcine (ci-dessous) issue du 

venin de scorpion (60). 
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1.2.2. Classification des CPPs 

Les CPPs peuvent être classés en différents groupes en fonction de leurs propriétés 

individuelles ou en fonction de leur structure et  leur mode d’interaction avec la membrane 

cytoplasmique.  

 

1.2.2.1. Classification des CPPs en fonction de leur origine 

Selon leur origine, les CPPs peuvent être classés en trois groupes : les CPPs dérivés 

des protéines, les CPPs chimériques, et les CPPs synthétiques.  

Les CPPs issus des protéines résultent de la troncation des protéines naturellement 

dotées de la propriété de pénétration cellulaire. Il s’agit par exemple du CPP Tat issu de la 

troncation de la protéine Tat du VIH-1(8), et de la pénétratine issue de la protéine 

antennapedia de la drosophile (9). 

Les CPPs chimériques sont constitués de deux ou plusieurs motifs provenant de 

peptides différents. C’est le cas du transportan et de sa version plus courte (TP10) dérivés de 

la mastoparane et de la galanine (48, 63).  

Les CPPs synthétiques sont des CPPs artificiels, conçus selon les propriétés observées 

chez des CPPs naturels. On peut citer par exemple des CPPs constitués d’acides aminés 

basiques tels que les polyarginines (70, 71). 

 

1.2.2.2. Classification des CPPs en fonction de la structure et du mode  

d’interaction avec la membrane cytoplasmique 

Le mode d’interaction des CPPs et la membrane cytoplasmique dépend, entre autres 

facteurs, du caractère amphipathique des CPPs (75). Le caractère amphipathique résulte de la 

structure du peptide. Selon la structure à l’origine du caractère amphipathique, les CPPs 

peuvent être classés en trois principaux groupes : des CPPs amphipathiques primaires, des 

CPPs amphipathiques secondaires, et des CPPs non amphipathiques (75). 

Des CPPs amphipathiques primaires sont typiquement composés de plus de 20 acides 

aminés, et comportent séquentiellement des résidus hydrophiles et des résidus hydrophobes 
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tout au long de leur structure primaire (75). Il s’agit des CPPs tels que le transportan (48) et 

son dérivé TP10 (76). 

Les CPPs amphipathiques secondaires manifestent le caractère amphipathique par des 

structures secondaires, hélices  ou feuillets , formées au cours de leurs interactions avec les 

phospholipides membranaires. Ils comportent le plus souvent moins d’acides aminés que les 

CPPs amphipathiques primaires. Ce sont par exemple des CPPs tels que la pénétratine (9), la 

pVEC (77), et la M918 (78). 

Les CPPs non amphipathiques sont courts et comportent une forte proportion d’acides 

aminés basiques (cationiques). On peut citer par exemple la Tat48–60 (8, 59) et la polyarginine 

R9 (70).  

 

1.2.3. Méthodes d’étude des CPPs 

Différentes méthodes sont utilisées pour suivre les CPPs et leurs cargaisons à l’intérieur 

de la cellule et déterminer leurs mécanismes d’internalisation cellulaire. Il n’y a pas de 

méthodes spécifiques pouvant répondre complètement à toutes ces questions. Ainsi, 

différentes méthodes sont combinées. On distingue des méthodes biologiques utilisant des 

cultures cellulaires et des méthodes biophysiques. 

 

1.2.3.1. Méthodes biologiques utilisant des cultures cellulaires 

Les cultures cellulaires sont utilisées pour évaluer l’efficacité de pénétration cellulaire 

des CPPs et pour déterminer leurs mécanismes d’internalisation. La méthode la plus courante 

est d’incuber les cellules avec les CPPs couplés à un fluorochrome et de mesurer la 

fluorescence des cellules.  
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a. Méthode d’évaluation de l’efficacité de pénétration cellulaire 

L’efficacité de pénétration cellulaire des CPPs est évaluée à l’aide des méthodes 

qualitatives et des méthodes quantitatives, notamment la microscopie de 

fluorescence/confocale et le FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting), respectivement. 

L’efficacité de pénétration cellulaire est généralement testée par l’incubation des CPPs 

(couplés à leur cargaison) avec des cellules de mammifères en culture, suivie d’une analyse 

par microscopie de fluorescence/confocale ou par FACS. 

Analyses par microscopie confocale. L’imagerie par microscopie confocale réalisée 

sur des cellules vivantes non fixées, permet de suivre la localisation intracellulaire des CPPs-

cargaison. En utilisant cette méthode, il est possible de distinguer les peptides fixés à la face 

externe de la membrane cytoplasmique des peptides internalisés par la cellule. Une évaluation 

correcte de la distribution intracellulaire des CPPs nécessite l'utilisation des cellules vivantes 

non fixées. En effet, il a été montré que les analyses faites sur des cellules fixées, même dans 

des conditions douces, conduisent à une redistribution artificielle des CPPs internalisés (12, 

79, 80). Ceci soulève des doutes sur les conclusions des premières études sur la distribution 

intracellulaire des CPPs dont la plupart ont été réalisées sur des cellules fixées. 

 La limitation principale de la microscopie confocale est d’ordre statistique, car avec cette 

technique il est difficile d’analyser plusieurs cellules. 

Analyse par FACS. Le FACS (cytométrie en flux) est utilisé pour une analyse 

quantitative de l’internalisation des CPPs. L’analyse est basée sur la détection de la 

fluorescence émise par la cellule grâce aux CPPs marqués par des fluorochromes. Le FACS 

ne permet pas une discrimination des CPPs internalisés et ceux fixés à la face externe de la 

membrane cytoplasmique. Ceci présente le risque de surestimation de l’internalisation des 

CPPs. En effet, les CPPs se fixent fortement sur la membrane cellulaire et restent associés aux 

cellules même après plusieurs lavages. Pour prendre en compte uniquement des CPPs 

internalisés, des stratégies permettant l’élimination des CPPs fixés à la face externe de la 

membrane cytoplasmique (12) ou l’inhibition de la fluorescence de ces CPPs externes (81, 

82) ont été mises en place. La stratégie la plus courante est le traitement des cellules par la 

trypsine (12). Ce traitement enzymatique permet une élimination par digestion des CPPs fixés 

à la face externe de la membrane cytoplasmique, si ces CPPs contiennent des sites de 

protéolyse trypsique.  
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b. Méthodes d’étude des mécanismes moléculaires d’internalisation 

Il existe plusieurs méthodes expérimentales pour l’investigation des mécanismes 

d’internalisation des CPPs. Les méthodes les plus utilisées mettent en évidence l’implication 

de l’endocytose. 

L’implication de l’endocytose est couramment mise en évidence par l’inhibition d’une 

ou plusieurs voies d’endocytose. La méthode la plus utilisée est l’incubation des cellules avec 

des CPPs à 4°C ce qui permet l’inhibition de toutes les voies d’endocytose dépendantes 

d’énergies. La spécification des types d’endocytose impliqués est réalisée par l’incubation des 

cellules avec des inhibiteurs spécifiques. On utilise par exemple l’amiloride qui inhibe la 

macropinocytose (13, 83), la cytochalasine D qui inhibe la macropinocytose et l’endocytose 

dépendante de clathrine  en stoppant l’élongation de la F-actine nécessaire pour ces types 

d’endocytose, le méthyl--cyclodextrine qui inhibe la voie dépendante des radeaux lipidiques 

(lipid rafts) par déplétion du cholestérol membranaire, et le nocodazole qui empêche la 

formation des microtubules (84). Cependant ces inhibiteurs pourraient ne pas être totalement 

spécifiques.  

L’internalisation par endocytose est également mise en évidence par des méthodes de 

colocalisation des complexes CPP-cargaison avec les endosomes. Ces méthodes utilisent des 

marqueurs d’endosomes tel que la transferrine ou FM 4-64 (12), ou de lysosomes tel que le 

lysotracker red (85, 86). 

 

1.2.3.2. Méthodes biophysiques 

Les études des interactions entre les CPPs et des membranes contribuent à l’élucidation 

des mécanismes de translocation des CPPs (87). Ces études sont réalisées par des systèmes 

membranaires modèles et des techniques biophysiques. Les membranes modèles les plus 

couramment utilisées sont des vésicules phospholipidiques unilamellaires larges (VULs). Les 

analyses biophysiques de la fuite des VULs indiquent le degré de perturbation de la 

membrane causée par différents CPPs. Les résultats sont habituellement associés à une 

pénétration cellulaire directe ou à un échappement endosomal des CPPs. 
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1.2.4. Mécanisme d’internalisation des CPPs 

Le mécanisme d’internalisation des CPPs dans le cytoplasme constitue la principale 

question pour le développement des applications thérapeutiques in vivo. Même si ce 

mécanisme reste sujet de discussions, il y a un consensus que les CPPs entrent d’abord en 

contact avec la surface cellulaire à travers des interactions électrostatiques avec des 

protéoglycanes, avant d’emprunter diverses voies d’internalisation. 

 

1.2.4.1. Interactions des CPPs et les protéoglycanes de la surface cellulaire  

Le premier contact entre les CPPs et la cellule se fait par des interactions 

électrostatiques avec des protéoglycanes de la surface cellulaire (88). Ces interactions 

s’établissent entre les charges positives portées par les résidus basiques des CPPs et les 

charges négatives portées par les GAGs. Néanmoins, en plus de la charge, des facteurs 

structuraux interviendraient, car il a été montré que les CPPs contenant l’arginine ont une 

meilleure affinité vis-à-vis des GAGs que ceux contenant la lysine, alors que les deux résidus 

ont la même charge positive (89). Après la première étape de contact entre les CPPs et la 

membrane, une réorganisation des lipides a lieu pour permettre l’internalisation des peptides. 

 

1.2.4.2. Voies d’internalisation  

Les voies d’internalisation des CPPs dans le cytoplasme sont encore sujet à discussions. 

Cependant, il semble y avoir un consensus que deux voies coexistent : une ou plusieurs 

formes d’endocytose et la translocation membranaire directe (90). 

L’endocytose semble être le principal mode d’internalisation de la majorité des CPPs 

connus à ce jour (12, 13, 56, 80, 91-93). L’endocytose entraîne une accumulation 

cytoplasmique lente et limitée des CPPs. Bien que la macropinocytose ait été rapportée 

comme étant la voie majeure d’internalisation des CPPs cationiques (13, 83), l’internalisation 

des CPPs par d’autres voies d’endocytose dont l’endocytose dépendante de la clathrine ou des 

cavéoles/rafts ont été décrites (93, 94). 

La coexistence de la translocation directe à travers la bicouche lipidique, est suggérée 

par plusieurs études qui montrent l’intervention d’un mécanisme non endocytique impliquant 
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le potentiel transmembranaire, qui permet un accès rapide des CPPs au cytoplasme (73, 95-

99). Ce mécanisme est spécialement observé avec des peptides amphipathiques, qui ont 

tendance à interagir avec les lipides et, une fois dans la membrane, adoptent une structure 

secondaire qui modifie l’intégrité de la membrane (100). 

Le niveau de contribution de chaque mode (translocation versus endocytose) dépend  

des conditions expérimentales, notamment la nature du CPP et sa concentration, la cargaison, 

le type cellulaire, et la température entre autres (95, 96, 101).  

 

1.2.5. Devenir des CPPs au sein de la cellule 

La distribution intracellulaire des CPPs et leur sort varient selon leur mode d’entrée. Si 

l’internalisation se fait par la translocation directe, le peptide s’accumule dans le cytoplasme 

et atteint le noyau (102, 103). Par ailleurs, si l’endocytose est la principale voie 

d’internalisation, la majorité des peptides sont transportés jusque dans les endosomes tardifs 

et lysosomes où ils sont dégradés  (102, 103). Cependant, une petite fraction des CPPs peut 

s’échapper des endosomes, par leur propriété de briser l’endosome ou du fait de la faible 

intégrité des endosomes (21). En plus, plusieurs études rapportent que les CPPs peuvent 

emprunter une « voie rétrograde » à travers le réticulum endoplasmique (RE) et le réseau de 

Golgi, et être libérés dans le cytosol (92). Les CPPs comportant les motifs NLS (Nuclear 

Localization Sequence) fonctionnels peuvent également entrer directement dans le noyau 

(104, 105). 

 

1.2.6. Modes de conjugaison de CPP et cargaison  

Au regard du mode de conjugaison avec la cargaison, les CPPs peuvent être subdivisés 

en deux principales classes : les CPPs qui exigent une liaison covalente avec la cargaison et 

ceux qui forment des complexes stables non covalents. 

1.2.6.1. Conjugaison par liaison covalente  

La conjugaison par liaison covalente consiste en la formation d’une liaison covalente 

entre la cargaison et le peptide porteur. Elle est réalisée par des réactions chimiques ou par 

clonage génique suivi d’une expression d’une protéine de fusion comportant le CPP (106-
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109). Différentes approches chimiques basées principalement sur des liaisons disulfures ou 

thio-esters, ont été proposées pour la conjugaison stable ou clivable. Pour garantir la stabilité 

et l’efficacité de la cargaison, plusieurs paramètres sont pris en considération, notamment le 

type de réaction chimique utilisée pour la liaison et la nature de l’espaceur (107, 109). Les 

stratégies covalentes sont principalement utilisées pour la vectorisation des peptides/protéines 

(74), ou des analogues d’ADN/oligonucléotides dont les PNAs (110) et les PMOs (111, 112). 

La stratégie de conjugaison par liaison covalente a plusieurs avantages pour des applications 

in vivo, notamment la reproductibilité de la procédure et le contrôle de la stœchiométrie du 

complexe CPP-cargaison. Cependant, cette stratégie est limitée du point de vue chimique, et 

risque d’altérer l’activité biologique de la cargaison. Une baisse de l’activité biologique a été 

particulièrement observée avec des oligonucléotides chargés ou des siRNA conjugués avec 

des CPPs par liaison covalente (113). Ainsi, pour ces types de molécules, les stratégies non 

covalentes semblent plus appropriées.  

 

1.2.6.2. Conjugaison non covalente  

La conjugaison non covalente est principalement utilisée avec des CPPs 

amphipathiques, c’est à dire des CPPs qui comportent un domaine hydrophile (polaire) et un 

domaine hydrophobe (non polaire) (73). Plusieurs CPPs capables de former des complexes 

non covalents avec des biomolécules et d’améliorer leur administration dans des cellules 

mammifères ont été rapportés (114). Des approches non covalentes ont été originellement 

développées pour l’administration de gènes. Plusieurs peptides capables de condenser l’ADN 

associé à des peptides qui favorisent l’échappement des endosomes  ont été décrits (115, 116).  

 

1.2.7. Application des CPPs 

Le nombre d’applications des CPPs est en augmentation. Plus de 300 études sur des 

stratégies à base des CPPs ont été rapportées (90, 117-119). Ces stratégies ont été utilisées 

pour l’administration des cargaisons de nature et de taille diverses : des acides nucléiques, des 

peptides, des protéines, des nanoparticules...  
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1.2.7.1.Administration de gènes 

L’un des obstacles majeurs du développement des stratégies thérapeutiques ou 

diagnostiques géniques est la difficulté pour l’ADN et d’autres acides nucléiques de traverser 

les membranes cellulaires pour atteindre leur cible intracellulaire. La vectorisation des acides 

nucléiques par des CPPs est l’une des approches utilisées pour surmonter cet obstacle.  

Pour permettre l’administration intracellulaire des gènes, des CPPs ont été utilisés seuls 

ou combinés à d’autres méthodes de transfection. L’association des CPPs Tat, Transportan, ou 

polyarginines à des méthodes de transfection à base de lipides (par exemple des liposomes), 

de polyéthylèneimine, ou de nanostructures a permis l’amélioration de l’administration 

intracellulaire des gènes (120-124). D’autres CPPs combinant des propriétés de fixation 

d’ADN et de pénétration membranaire ont été également développés (114). 

Le premier obstacle souvent rencontré par le complexe CPP-cargaison après son 

internalisation, est la difficulté de s’échapper de l’endosome. Pour favoriser l’échappement de 

l’ADN de l’endosome, différentes stratégies ont été exploitées. Des peptides amphipathiques 

dotés d’activités fusogénique et endosomolytique dépendantes du pH tels que le peptide de 

fusion de la sous-unité HA2 de l’hémagglutinine d’influenza ou des peptides riches en 

histidine, ont été associés à des CPPs et ont montré la capacité d’augmenter l’efficacité de 

transfection (pour la revue: (114)). Des peptides capables de condenser l’ADN et de favoriser 

l’échappement endosomal tel que le PPTG1 (125) ou de prévenir l’internalisation endosomale 

tel que le MPG (126) ont été également utilisés pour l’administration de gènes en cultures 

cellulaires. Cependant, seulement peu de CPPs ont été validés in vivo pour l’administration de 

gènes. A ce jour, le peptide amphipathique secondaire PPTG1, est le seul exemple rapportant 

une réponse significative d’expression de gènes in vivo après une injection intraveineuse 

(125). 

Le second obstacle majeur des systèmes non viraux d’administration de gènes, est leur 

faible translocation nucléaire; la translocation nucléaire est pourtant nécessaire pour la 

transfection des cellules qui ne sont pas en division. Pour améliorer l’administration nucléaire 

de l’ADN, des peptides synthétiques contenant la séquence NLS ont été extensivement 

utilisés (104, 127). La plupart de ces peptides ont été construits avec des séquences dérivées 

de la NLS de l’antigène T large de SV40. Cette séquence a été associée à des CPPs liés 

directement à la cargaison ou combinés à d’autres méthodes de transfection. Il a été montré 
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que le domaine NLS du MPG améliore la translocation nucléaire des acides nucléiques sans 

nécessiter de briser la membrane nucléaire pendant la mitose. La technologie MPG a été 

appliquée pour l’administration aussi bien de l’ADN plasmidique que d’oligonucléotides avec 

une efficacité élevée dans un grand nombre de lignées de cellules adhérentes et en suspension 

(105, 128). 

 

1.2.7.2. Administration d’analogues nucléotidiques 

Les PNAs et les « phosphorodiamidate morphorodiamidate morpholino oligomers » 

(PMOs), sont de petits analogues nucléotidiques neutres, puissants pour des applications anti-

sens ou de correction d’épissage d’ARNm par blocage stérique. Comme des acides 

nucléiques, les PNAs et les PMOs ont un problème de pénétration à l’intérieur de la cellule à 

travers la membrane cytoplasmique. L’une des stratégies pour surmonter ce problème est 

l’utilisation des CPPs. 

Différents CPPs, le Transportan (48), la Tat, la pénétratine, le TP10 (une version courte 

du Transportan), et les polyarginines (107-109, 113) ont été couplés à des PNAs ou des PMOs 

pour l’administration dans divers types cellulaires, in vitro et in vivo. Cependant, cette 

approche a rencontré un problème de séquestration endosomale du complexe CPP-PNA/PMO 

(129). La conception de nouveaux CPPs, tels que le R6-pénétratin et le (R-Ahx-R)4 (arginines 

espacés d’acide 6-aminohexanoïque), ont permis de réduire significativement la séquestration 

endosomale et d’obtenir une réponse anti-sens ou de correction d’épissage à des 

concentrations nanomolaires (111, 130).  

 

1.2.7.3. Administration d’oligonucléotides et de siRNA 

Des oligonucléotides et de courts RNAs interférants (siRNA) sont de puissants outils 

biomédicaux pour contrôler l’activation de protéines et/ou l’expression de gènes après la 

transcription (131, 132). Comme tous les acides nucléiques, des oligonucléotides et des 

siRNA ont un problème de pénétration à l’intérieur de la cellule à travers la membrane 

cytoplasmique. Leur administration à l’aide des CPPs est l’une des  stratégies développées 

pour surmonter cet obstacle. 

Différents CPPs, notamment le Transportan, le TP10, et le MPG ont été utilisés avec 

succès pour l’administration de types variés d’oligonucléotides ou de siRNA in vitro et in 
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vivo. Le Transportan et le TP10 ont été utilisés pour l’administration d’oligonucléotides qui 

interagissent avec NFkB ou Myc pour le contrôle de leur activité (133, 134). Quant aux 

peptides MPG, ils ont été utilisés avec succès pour l’administration de divers types 

d’oligonucléotides ou de siRNA qui inhibent l’expression des protéines, telles que la Multi 

Drug Resistance-1 (MDR-1) (135) et la télomérase (136, 137) de cellules cancéreuses. 

 

1.2.7.4. Administration in vivo de protéines et de peptides  

En général, des protéines / peptides pénètrent difficilement dans la cellule à travers la 

membrane cytoplasmique. Pour permettre l’administration intracellulaire de 

peptides/protéines d’intérêt thérapeutique ou expérimental, des stratégies à base de CPPs ont 

été développées.  

La première preuve de concept de la capacité des CPPs à faciliter l’administration 

intracellulaire des protéines in vivo, a été donnée par Dowdy et collègues en 1999, en 

montrant que la protéine de fusion Tat-galactosidase peut être administrée dans presque tous 

les tissus y compris le cerveau, par injection intra-péritonéale dans les souris (72). Par la suite, 

la vectorisation par les CPPs a été employée avec succès pour l’administration intracellulaire 

in vivo de diverses protéines ciblant surtout le cancer (13, 106, 114, 118, 138-145), mais aussi 

d’autres maladies telles que l’asthme (146) et l’ischémie (147, 148), ou pour la vaccination 

(149). Différents CPPs ont été utilisés, notamment la Tat (13, 106, 140, 143, 144, 146-149), la 

pénétratine (138, 139, 142, 145), et le Pep-1(114, 118, 141). Des résultats satisfaisants ont été 

obtenus avec diverses voies d’administration: injections intraveineuses, intra-tumorale, ou 

intra-trachéale, pulvérisation nasale, et application directe sur la peau (114, 118). 

 

1.3. Toxines peptidiques du venin de scorpion 

Le venin de scorpion est composé de diverses substances (150, 151), mais les plus 

abondantes, responsables du caractère toxique du venin sont des peptides. Ces toxines 

peptidiques agissent principalement sur des canaux ioniques, surtout des cellules excitables, 

sur lesquels elles se fixent spécifiquement et avec une très forte affinité (152-154). Elles ont 

en commun un motif structural très conservé qui consiste en un noyau compact comportant un 

ou deux hélices  et deux ou trois feuillets interconnectés par deux à cinq ponts disulfures 

établis entre des résidus cystéines (155-157). Les toxines peptidiques du venin de scorpion se 
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distinguent essentiellement par leur taille et par leurs cibles pharmacologiques (canaux 

ioniques). 

Selon la taille de la chaîne peptidique, on distingue les toxines de longue chaîne et les 

toxines de courte chaîne.  

Les toxines de longue chaîne sont généralement des peptides composées de 60 à 76 résidus 

acides aminés et comportent quatre ponts disulfures intramoléculaires (158-161). Cependant, 

il existe également quelques peptides de 58 résidus acides aminés et qui comportent trois 

ponts disulfures (162-164). 

Les toxines de courte chaîne sont composées de 29 à 41 résidus acides aminés et comportent 

trois ou rarement quatre ponts disulfures intramoléculaires (158-161).  

En considérant les canaux ioniques spécifiquement ciblés, quatre différentes familles de 

toxines ont été décrites : les toxines des canaux sodiques (NaTx) (152, 156), les toxines des 

canaux potassiques (KTx)  (165, 166), les toxines des canaux chloriques
 
(ClTx) 

 
(167), et les 

toxines des canaux calciques (canaux Ca
2+

) (168). 

Les NaTx du venin de scorpion sont des peptides de longue chaîne (158-161). Elles 

modifient les mécanismes de fermeture/ouverture des canaux Na
+
 dépendants du potentiel 

membranaire. On distingue des toxines  qui modifient la cinétique d’inactivation dépendante 

du potentiel membranaire (169), et des toxines  qui modifient la cinétique d’activation (170, 

171). 

Les KTx du venin de scorpion sont généralament des peptides de courte chaîne (158-161) 

telles que la noxiustoxine (165), la charybdotoxine (172), et la kaliotoxine (173). Elles 

bloquent spécifiquement plusieurs types de canaux K
+
; non seulement des canaux K

+
 des 

cellules excitables, mais également ceux de cellules non excitables telles que des érythrocytes 

(174) et des lymphocytes (175). Les KTx du venin de scorpion se fixent sur la face 

extracellulaire du canal et empêchent le passage des ions (176). Il convient de noter que 

certaines toxines de 58 acides aminés agissent également sur les canaux potassiques (164). 

Les ClTx sont des peptides de courte chaîne telle que la chlorotoxine (177). Elles sont 

formées de 30 à 40 résidus d’acides aminés et comportent, inhabituellement pour les peptides 

de cette longueur, quatre ponts disulfures intramoléculaires (178-180). Les ClTx de scorpion 

bloquent les canaux Cl
-
 de faible conductance (177). 

Les toxines du venin de scorpion spécifiques des canaux Ca
2+

 sont rarement connues et 

leur longueur est variable. Les toxines les plus connues sont celles qui sont spécifiques des 
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canaux RyR du réticulum sarco-plasmique, et qui forment la famille des calcines : 

l’impératoxine A, la maurocalcine, l’opicalcine 1 et 2, l’hémicalcine, et l’hadrucalcine. Ce 

sont des peptides de courte chaîne composés de 33 (60, 181-183) ou 35 (184) acides aminés 

avec trois ponts disulfures intramoléculaires. Elles se fixent spécifiquement et avec une forte 

affinité sur les canaux RyR et provoquent leur activation (ouverture) (60, 153, 182-184). 

 

1.4. Homéostasie calcique cytosolique  

La variation de la concentration du Ca
2+

 [Ca
2+

] cytosolique libre constitue une 

signalisation impliquée dans la régulation de nombreux processus biologiques. Cette variation 

est transitoire, car la cellule est équipée d’un système d’homéostasie du Ca
2+

 cytosolique, 

c’est-à-dire un système de maintien de la concentration de Ca
2+

 de repos. L’homéostasie du 

Ca
2+

 cytosolique dépend des processus d’entrée et de sortie du Ca
2+

 du cytosol.  

 

1.4.1. Entrée du calcium dans le cytosol 

Lors de la dépolarisation membranaire, une grande quantité de calcium entre dans le 

cytosol à partir du milieu extracellulaire et /ou des stocks intracellulaires. 

 

1.4.1.1. Entrée du calcium extracellulaire 

Le Ca
2+

 extracellulaire entre dans le cytosol par des canaux Ca
2+

. Ces canaux 

comprennent des canaux spécifiques du Ca
2+

 et des canaux cationiques non spécifiques, 

perméables au Ca
2+

 et à d’autres cations. 

a. Canaux spécifiques du Ca
2+

 

On distingue plusieurs types de canaux spécifiques de Ca
2+

 en fonction de leur mode 

d’activation. On peut citer entre autres, des canaux Ca
2+

 dépendants du potentiel membranaire 

ou voltage (CaV) et  des canaux Ca
2+

 dépendants des stocks calciques intracellulaires (SOCs, 

Store-Operated Ca
2+ 

Channels). 

Les canaux CaV se trouvent dans la membrane cytoplasmique principalement des 

cellules excitables telles que les cellules neuronales et musculaires; ils sont très rares dans des 

cellules non excitables. Ce sont des canaux Ca
2+

 activés par une dépolarisation de la 
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membrane cytoplasmique. Sur le plan structural (Figure 7), les canaux CaV sont des 

complexes protéiques formés de 5 sous-unités  (185-190): la sous-unité 1 qui forme le pore 

perméable à Ca
2+

 (191), et les sous-unités auxiliaires 2, , et qui interviennent dans la 

régulation de l’expression et de l’activation du canal (192-195). Les canaux CaV conduisent 

différents types de courant Ca
2+

, résultat de la diversité structurale de la sous-unité 1. Selon 

des critères physiologiques et pharmacologiques, on distingue des courants de types L, T, N, 

P, Q, et R.  

Les courants Ca
2+

 de type L (Long lasting currents) sont désignés ainsi du fait de leur 

longue durée de passage (196). Ils sont en plus caractérisés par une activation à haut potentiel 

membranaire (faiblement négatif), une production en grande quantité (large conductance du 

canal), une lente inactivation dépendante du potentiel membranaire (qui explique leur longue 

durée), une inhibition spécifique par des drogues antagonistes de Ca
2+

 dont les 

dihydropyridines, les phénylalkylamines, et les benzothiazépines (196, 197). 

Les courants Ca
2+

 de type T (Transient currents) sont principalement caractérisés par leur 

durée de passage très courte d’où leur nom (198). Comparativement aux courants de types L, 

ils sont activés à des potentiels membranaires nettement plus bas (plus négatifs), s’inactivent 

plus rapidement, sont produits en quantité plus faible (faible conductance du canal), et sont 

insensibles à des drogues antagonistes du Ca
2+

 conventionnels. 

Les courants Ca
2+

 de type N se distinguent par leurs potentiel membranaire d’activation et 

vitesse d’inactivation intermédiaires : valeurs du potentiel membranaire d’activation plus 

faibles (plus négatives) que celles des courants de type L, mais plus élevées (moins négatives) 

que celles des courants de type T; vitesse d'inactivation plus rapide que celle des courants de 

type L, mais plus lente que celle des courants de type T (198). Ils sont insensibles à des 

drogues organiques antagonistes des courants Ca
2+

 de type L; par contre, ils sont bloqués par 

la toxine peptidique d’escargot, la v-conotoxine GVIA, et par les toxines peptidiques proches 

(196, 199).  
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       Figure 7: Schéma d'un canal calcique dépendant du potentiel membranaire. 

       Section verticale montrant la sous-unité 1 avec ses quatre domaines formant le  

       pore du canal, et les sous -unités auxiliaires 2,  et  (200). 

 

Les courants Ca
2+

 de type P, initialement observés dans les neurones Purkinje (d’où leur 

nom) (201, 202), se distinguent par leur forte sensibilité à la toxine d’araignée v-agatoxine 

IVA (203).  

Les courants Ca
2+

 de type Q sont également bloqués par la v-agatoxine IVA, mais avec une 

faible affinité. Ils ont été initialement observés dans les neurones des granules du cervelet 

(204). 

Les courants Ca
2+

 de type R sont observés dans les neurones des granules du cervelet. Ils 

sont résistants à la plupart des bloqueurs des canaux CaV spécifiques de sous-type (204), d’où 

leur nom (R pour resistant). Cependant, dans certains types cellulaires ils peuvent être 

sélectivement bloqués par la toxine peptidique SNX-482 dérivée de la tarantula 

Hysterocrates gigas (205). De multiples sous-types de canaux peuvent produire des courants 

Ca
2+ 

de type R (206). 

Les canaux SOCs constituent la principale voie d’entrée du Ca
2+

 dans les cellules non 

électriquement excitables, notamment les cellules épithéliales et les cellules sanguines. Ce 

sont des canaux activés, non par le potentiel membranaire, mais plutôt par la diminution de la 

[Ca
2+

] des stocks calciques intracellulaires (207-209). Cependant, la molécule détectrice du 

Ca
2+ 

dans les stocks, ainsi que le signal qui relie le contenu Ca
2+

 des stocks aux canaux SOCs 

dans la membrane cytoplasmique ne sont pas encore bien élucidés. La diminution de la [Ca
2+

] 

des stocks calciques intracellulaires est le résultat du relâchement du Ca
2+

, physiologiquement 

stimulé principalement par l’inositol 1, 4, 5-triphosphate (IP3). L’entrée du Ca
2+

 par les SOCs 

est régulée par divers mécanismes directs ou indirects qui entretiennent ou inhibent le courant 
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Ca
2+

. Les mécanismes qui entretiennent le courant Ca
2+

 impliquent surtout les mitochondries. 

En absorbant le Ca
2+

 relâché par les stocks calciques, les mitochondries contribuent à 

l’accentuation de la diminution de la [Ca
2+

] des stocks calciques, et par conséquent, à 

l’augmentation de l’activation des SOCs. En plus de cela, en absorbant le Ca
2+

 entrant par les 

SOCs, les mitochondries réduisent l’inactivation des SOCs dépendante de Ca
2+ 

(210). Ainsi 

les mitochondries contribuent à la génération des courants Ca
2+

 plus intenses et plus durables 

(210, 211). L’inhibition des courants calciques entrant par les SOCs implique plusieurs 

mécanismes, notamment l’inactivation dépendante du Ca
2+

. L’inactivation dépendante du 

Ca
2+

 se fait selon 3 mécanismes cinétiquement et spatialement distincts : l’inactivation rapide 

résultant de l’apparition de fortes concentrations de Ca
2+

 dans le voisinage des canaux ouverts 

(212-214), l’inactivation suite au re-remplissage des stocks Ca
2+

 intracellulaires (215, 216), et 

l’inactivation lente (215, 217, 218).  

 

b. Canaux cationiques non spécifiques perméables au Ca
2+

 

Des canaux cationiques non spécifiques perméables au Ca
2+

 conduisent le Ca
2+

 et 

d’autres types de cations. Certains canaux peuvent conduire différents types de cations 

simultanément dans le même sens, vers l’intérieur de la cellule. C’est le cas du canal 

Récepteur de la N-méthyl-D-aspartate (NMDAR) utilisé dans nos travaux. D’autres canaux 

peuvent conduire différents types de cations en sens opposés. C’est le cas des échangeurs 

Na
+
/Ca

2+
. 

Le canal NMDAR est l’un des récepteurs des neurotransmetteurs fondamentaux dans le 

cerveau, en raison de ses rôles clés dans les fonctions essentielles du cerveau, allant de la 

neurotransmission de l’excitation, aux fonctions d’apprentissage et de la mémoire. Le canal 

NMDAR appartient à la famille des récepteurs ionotropiques du glutamate, acide aminé 

neurotransmetteur excitateur. Le canal NMDAR est caractérisé par une forte affinité pour le 

glutamate, une forte conductance, une forte perméabilité au Ca
2+

, et un blocage dépendant du 

potentiel membranaire par les ions Mg
2+

 (Figure 8). L’activation du NMDAR nécessite en 

plus du glutamate, la glycine comme co-activateur essentiel, et le potentiel d’excitation 

permettant l’enlèvement du blocage par le Mg
2+

. Le potentiel d’excitation se développe suite 

à l’activation des récepteurs du glutamate dans la membrane postsynaptique, par le glutamate 

issu du relâchement présynaptique. L’activation du canal NMDAR conduit à l’ouverture de 
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son pore sélectif pour les cations, ce qui entraîne une entrée massive des ions Na
+
 et Ca

2+
, et 

une sortie massive des ions K
+
. 

 

 

Figure 8: Schéma du mécanisme de blocage du canal NMDAR par les ions Mg 
2+

. 

A gauche : Au potentiel membranaire (Vm) de repos, le pore du canal NMDAR est bloqué par des ions Mg
2+

. 

A droite : Suite à la dépolarisation, les ions Mg
2+

 sont enlevés du pore, et le canal peut laisser passer le courant 

ionique. (219) (Modifiée). 

L’échangeur Na
+
/Ca

2+
, situé à la membrane cytoplasmique (ou du sarcolemme) peut, 

dans certaines conditions, faire entrer du calcium dans le cytoplasme (220), fonctionnant en 

mode inverse par rapport à sa principale fonction d’extrusion du calcium vers le milieu 

extracellulaire (Figure 12) (voir détails ci-dessous). 

 

1.4.1.2.Entrée du calcium des stocks calciques intracellulaires 

A l’intérieur de la cellule de fortes quantités de Ca
2+

 sont stockées dans des organelles 

spécialisées. La principale organelle intracellulaire de stockage et de relâchement du Ca
2+

 

dans la plupart des cellules est le RE (réticulum endoplasmique), appelé réticulum 

sarcoplasmique (RS) dans des cellules des muscles striés. La membrane du RE/RS contient 

des canaux spécialisés à travers lesquels, sous une stimulation appropriée, le Ca
2+

 stocké est 

relâché dans le cytosol. On distingue deux familles: les canaux RyR et les canaux récepteurs 

d’IP3 (IP3R). 

On distingue trois isoformes des canaux RyR : RyR1, RyR2, et RyR3 (221-225) 

exprimés de façon spécifique dans certains tissus. Les plus prédominants dans les muscles 

striés des mammifères sont, les canaux RyR1 prédominants dans les muscles squelettiques 

(222, 226-228), et les canaux RyR2 prédominants dans les muscles cardiaques (223, 224). Les 

canaux RyR3 sont faiblement présents dans les muscles striés des mammifères (229) et leur 

rôle physiologique n’est pas bien connu. 
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L’activité des canaux RyR1 est couplée à un «détecteur de potentiel membranaire » de la 

membrane cytoplasmique. Dans les cellules musculaires, le Ca
2+

 est relâché du RS en réponse 

à la dépolarisation des invaginations de la membrane cytoplasmique (sarcoplasmique) 

appelées tubules transverses (tubules t). Un mécanisme putatif du relâchement a été proposé 

(230-233).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9: Environnement du canal récepteur de la ryanodine dans les muscles squelettiques. 

Le réticulum sarcoplasmique (SR) des cellules musculaires squelettiques comporte des canaux récepteurs à la 

ryanodine de type 1(RyR1) et des pompes Ca
2+

 ATPase (SERCA). Les tubules t de la membrane cytoplasmique 

des cellules musculaires squelettiques contiennent des tétrades, regroupements de quatre canaux récepteurs de la 

dihydropyridine (DHPR). Les canaux RyR1 sont associés aux tétrades: chaque canal RyR1 sur deux est associé à 

une tétrade. Un changement de potentiel membranaire des tubules t (delta VM) active le canal DHPR. L’entrée 

du Ca
2+

 à travers le canal DHPR n’est pas importante pour l’activation du canal RyR1 dans les muscles 

squelettiques. Le signal delta VM des tubules t semble plutôt être transmis au canal RyR1 par une interaction 

physique directe entre le canal DHPR et le canal RyR1. Le signal delta VM des tubules t déclenche l’ouverture 

du canal RyR1 et le relâchement du Ca
2+

 stocké à l’intérieur du SR. La pompe SERCA, en utilisant l’énergie de 

l’ATP, repompe le Ca
2+

 vers l’intérieur du SR où le Ca
2+

 reste stocké fixé à la calséquestrine (CSQ), tampon de 

Ca
2+

 de forte capacité et de faible affinité (234). 

 

Le canal RyR1 de la membrane du RS interagit avec le récepteur de la dihydropyridine 

(DHPR, dihydropyridine receptor) se trouvant dans la membrane des tubules t et qui est un 

canal Cav de type L (235-238). Ces canaux sont disposés de manière à permettre une très 

rapide et efficace transduction du signal de dépolarisation, de la membrane des tubules t aux 

canaux RyR1: chaque canal RyR1 sur deux interagit avec un groupement de quatre canaux 

DHPR (236, 239) (Figure 9). La dépolarisation de la membrane des tubules t induit des 

changements conformationnels dans le DHPR qui conduisent à l’activation et l’ouverture du 

canal RyR1. L’ouverture du canal RyR1 entraîne le relâchement massif du Ca
2+

 du RS dans le 

cytosol. Ce mécanisme est généralement appelé relâchement de Ca
2+

 induit par la 

dépolarisation (depolarization-induced Ca
2+

 release) (237, 240-243). 
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Figure 10: Environnement du canal RyR2 dans un muscle cardiaque. 

Le tubule t contient des canaux récepteurs de la dihydropyridine (DHPR) et des systèmes d’extrusion du Ca
2+

 

comme l’échangeur Na
+
/Ca

2+
. Un changement de potentiel membranaire du tubule t active le canal DHPR qui 

s’ouvre et laisse entrer le Ca
2+

 dans le cytosol. L’entrée du Ca
2+

 déclenche l’ouverture des canaux RyR2, ce qui 

entraîne le relâchement dans le cytosol, du Ca
2+

 stocké dans le réticulum sarcoplasmique (SR), par le mécanisme 

de relâchemet du calcium induit par le calcium (calcium induced calcium release). La pompe Ca
2+

 ATPase du 

SR, en utilisant l’énergie de l’ATP, repompe le Ca
2+

 vers l’intérieur du SR où le Ca
2+

 reste stocké fixé à la 

calséquestrine, tampon Ca
2+

 de forte capacité et de faible affinité. L’échangeur Na
+
/Ca

2+
 utilise l’énergie du 

gradient Na
+
 pour expulser le Ca

2+
 hors de la cellule (234). 

 

L’activité du canal RyR2 est gouvernée par le processus du relâchement de Ca
2+

 induit par le 

Ca
2+

 (CICR, Ca
2+

 induced Ca
2+

 release). Dans le muscle cardiaque, il y a environ un canal 

DHPR pour tous les 5-10 canaux RyR2 (236, 244), et les canaux DHPR et RyR2 ne sont pas 

alignés de façon hautement ordonnée (236, 244) (Figure 10). Les canaux RyR2 ne sont donc 

pas facilement activables par des interactions directes avec le canal DHPR. Par contre, 

pendant le long potentiel d’action cardiaque (environ 100 ms), le canal Ca
2+

 DHPR a 

suffisamment de temps de s’ouvrir et laisser entrer le Ca
2+

 extracellulaire. C’est cette entrée 

du Ca
2+

 extracellulaire qui constitue le signal qui active les canaux RyR2. Ainsi activés, les 

canaux RyR2 s’ouvrent permettant le relâchement du Ca
2+

 du RS dans le cytosol par le 

processus de CICR (245, 246). 

Les canaux IP3R sont des canaux de relâchement sélectif de Ca
2+

 localisés de façon 

prédominante dans la membrane du RE (247-249). Les canaux IP3R relâchent le Ca
2+

 dans le 

cytosol suite à une activation principalement par l’IP3 (Figure 11), mais aussi par d’autres 

ligands, en particulier le Ca
2+

 cytosolique.  
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Figure 11: Canal de relâchement du Ca
2+

, récepteur de l'inositol 1, 4, 5-triphosphate (IP3R). 

Le schéma montre trois des quatre molécules IP3R formant le canal. Une partie de la boucle qui relie les hélices 

transmembranaires 5 et 6 de chaque molécule est enfoncée dans la lumière du canal pour former une voie de 

perméabilisation du canal aux ions Ca
2+

 relâchés du réticulum endoplasmique (250) (Modifiée). 

Les courants Ca
2+

 issus des canaux IP3R sont produits de façon répétitive (oscillations) avec 

une fréquence souvent dépendante du niveau de stimulation. Ces courants peuvent s’initier à 

un endroit spécifique et y rester bien localisés ou se propager sous forme d’ondes (251-253). 

 

1.4.2. Evacuation du calcium cytosolique  

Divers mécanismes interviennent dans l’évacuation du Ca
2+

 cytosolique pour rétablir la 

[Ca
2+

] de repos. On distingue des mécanismes d’évacuation consistant en la réabsorption par 

des organelles intracellulaires ou en la capture par des protéines intracellulaires, et des 

mécanismes d’extrusion du Ca
2+

 vers le milieu extracellulaire. 

 

1.4.2.1. Réabsorption du Ca
2+

 par des organelles intracellulaires 

Les principales organelles qui réabsorbent le Ca
2+

 sont le RE/RS et les mitochondries. 

Le RE/RS réabsorbe le Ca
2+

 cytosolique par un pompage contre le gradient de la [Ca
2+

] 

au moyen de la pompe Ca
2+

ATPase (pompe SERCA, Sarco/Endoplasmic Reticulum Ca
2+

 

ATPase). La pompe SERCA est une protéine ubiquitaire qui se trouve dans la membrane du 

RE/RS ainsi que dans la membrane sarco/cytoplasmique. Cette pompe permet le transport de 

deux ions Ca
2+

 pour l’hydrolyse d’une molécule d’ATP (254). 

Les mitochondries réabsorbent également une grande proportion du Ca
2+

 entré 

massivement dans le cytosol (255, 256). Le regroupement spatial des mitochondries dans 
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certains domaines de la cellule représente vraisemblablement un « tampon physiologique » 

qui empêche ou affaiblit la propagation de la vague calcique vers d’autres domaines où le 

signal calcique pourrait déclencher des réponses cellulaires non appropriées. La membrane 

interne mitochondriale est la seule barrière que doit franchir le calcium puisque la membrane 

externe est perméable à cet ion. L’absorption du Ca
2+

 par les mitochondries se fait par le 

gradient électrochimique selon deux modes : le mode uniport qui est lent et le mode RaM 

(Rapid Mode) qui est 300 fois plus rapide. Les molécules intervenant ne sont pas encore bien 

caractérisées, mais il semble que ce soit des canaux cationiques protéiques. Le Ca
2+

 absorbé 

est utilisé dans plusieurs fonctions cellulaires dont la régulation du métabolisme oxydatif, la 

régulation des évènements de libération calcique spontanée (257), et l’apoptose (258, 259).  

 

1.4.2.2. Capture du Ca
2+

 par des protéines cytosoliques  

Le myoplasme contient des protéines capables de fixer le Ca
2+

 et donc de jouer le rôle 

de tampon calcique. Les trois protéines liant le Ca
2+

 avec une forte affinité dans le muscle 

sont la troponine C, la parvalbumine, et la calmoduline. Elles sont impliquées dans la 

régulation de la [Ca
2+

], ainsi que de la contraction et la relaxation musculaires (260). 

La troponine C appartient à la famille des protéines fixant le Ca
2+

 par leurs domaines 

«EF hands» (261). C’est une protéine qui intervient dans la contraction musculaire. Lors de 

l’augmentation de Ca
2+

 intracellulaire induite par une dépolarisation membranaire, la 

troponine C fixe le Ca
2+

 par ses domaines « EF hands » ce qui déclenche le processus de 

contraction musculaire. 

La parvalbumine est une protéine cytosolique soluble découverte en 1952 par J.G 

Henrotte (262). Elle appartient aussi à la famille des protéines à motif « EF hands » et possède 

deux sites de fixation du Ca
2+

. Chez les mammifères, il existe deux isoformes de 

parvalbumine. L’isoforme α du muscle adulte et l’isoforme β de l’embryon (263). 

La calmoduline fait aussi partie des protéines à domaines « EF hands » liant le Ca
2+

. 

Cependant, étant beaucoup moins exprimée que la troponine C ou la parvalbumine, la 

calmoduline ne peut pas jouer de véritable rôle de tampon Ca
2+

. En revanche, elle permet la 

régulation de l’activité des canaux Ca
2+

 du RS, tels que les canaux IP3R (264) et les canaux 

RyR (265). 
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1.4.2.3. Extrusion du Ca
2+

 vers le milieu extracellulaire  

L’extrusion du Ca
2+

 vers le milieu extracellulaire se fait principalement par la pompe 

Ca
2+

 ATPase de la membrane cytoplasmique ou du sarcolemme (pompe PMCA, Plasma 

Membrane Ca
2+

-ATPase) et par l’échangeur Na
+
/Ca

2+
.  

La pompe PMCA expulse le Ca
2+

 vers le milieu extracellulaire contre le gradient de la 

[Ca
2+

] grâce à l’énergie obtenue par l’hydrolyse de l’ATP.  

L’échangeur Na
+
/Ca

2+
 joue le rôle d’extrusion du Ca

2+
 vers le milieu extracellulaire, 

dans les conditions physiologiques normales. Cependant, dans certaines conditions, il peut 

fonctionner en mode inverse et faire entrer du Ca
2+

 dans le cytoplasme (220). Dans les 

conditions physiologiques normales, la stœchiométrie de l’échange est d’un ion de Ca
2+

 pour 

trois ions de Na
+
 (266). L’activité des échangeurs Na

+
/Ca

2+
 est réversible et le sens des 

mouvements ioniques dépend des gradients électrochimiques des ions transportés. Le 

transport ne nécessite donc pas d’ATP (Figure 12). Quand la membrane est dépolarisée et que 

la concentration du Na
+
 intracellulaire augmente, l’échangeur peut fonctionner en mode 

inverse : faire sortir des ions Na
+
 et faire entrer des ions Ca

2+
. A la fin de la dépolarisation 

membranaire et lorsque la [Ca
2+

] intracellulaire est élevée, l’échangeur Na
+
/Ca

2+
 fonctionne 

en mode normal et permet l’extrusion du Ca
2+

. 

 

 

 

 

 

 

Figure 12: Mécanismes d'échange des ions Na
+
 et Ca

2+
 par l'échangeur Na

+
/Ca

2+
.  

Partie gauche : Mode normal (Forward mode). L’échangeur fait entrer dans la cellule trois ions de Na
+
 et sortir 

un ion de Ca
2+

.   

Partie droite : Mode inverse (reverse mode). L’échangeur fait entrer un ion de Ca
2+

 et sortir trois ions de Na
+
 

(267) (Modifiée).  
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1.4.3.  Micro / Nanodomaines calciques 

Le terme de micro/nanodomaines Ca
2+

 désigne des signaux Ca
2+

 qui consistent en une 

augmentation temporaire de la [Ca
2+

] cytosolique, à proximité ou à distance d’un ou plusieurs 

canaux Ca
2+

 ouverts, et qui couvre des distances variant de centaines de nanomètres aux 

micromètres. 

La diffusion de Ca
2+

 à travers un canal Ca
2+

 ouvert crée un gradient Ca
2+

 local, qui 

chute abruptement avec la distance sous l’effet des tampons Ca
2+

 intracellulaires. Dans 

quelques nanomètres du pore du canal Ca
2+

, les tampons ne sont pas en mesure de capturer 

immédiatement tout le Ca
2+

 qui entre massivement dans le cytosol à partir du milieu 

extracellulaire ou des stocks intracellulaires (268), d’où les fortes concentrations de Ca
2+

 à ces 

endroits (269). Cependant, de fortes [Ca
2+

]
 
peuvent également se retrouver loin des canaux 

qui ont laissé entrer le Ca
2+

. Ceci est rendu possible par  le système de tunnel qui transporte le 

Ca
2+

 dans des conditions qui ne l’exposent pas aux tampons (270). La localisation des cibles 

sensibles au signal Ca
2+ dans les zones recouvertes par les micro/nanodomaines Ca

2+
 permet 

leur activation rapide et sélective (271). 

 

2.  CONTEXTE DES TRAVAUX 

La MCa (L-MCa) est le premier exemple démontré d’une toxine peptidique animale 

repliée ayant des propriétés de pénétration cellulaire. Elle a été découverte en 2000 dans le 

venin d’un scorpion tunisien, Scorpio maurus palmatus, pour son activité sur les canaux 

RyRs, canaux de relargage du Ca
2+

 intracellulaire situés dans la membrane du RS (Réticulum 

Sarcoplasmique) (60). Elle appartient à la famille des calcines qui comporte cinq autres 

peptides issus du venin de scorpion: l’imperatoxine A, l’opicalcine1, l’opicalcine 2, 

l’hémicalcine, et l’hadrucalcine. Ceux qui ont été caractérisés ont tous en commun la 

propriété d’activer les canaux RyRs (182, 184, 272). 

La MCa est un peptide cationique composé de 33 résidus acides aminés. Le peptide 

comporte 7 charges positive : parmi les 33 résidus, 11 (33%) sont des résidus basiques 

chargés positivement, contre 4 (12%) résidus acides chargés négativement. Par ailleurs le 

peptide comporte six résidus cystéines qui forment trois ponts disulfures : Cys
3
-Cys

17
, Cys

10
-

Cys
21

, et Cys
16

-Cys
32

 (60). Le peptide est replié et rigidement structurée par les trois ponts 
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disulfures et comporte trois brins  s’étendant sur les résidus 9-11 (brin 1), 20-23 (brin 2), et 

30-33 (brin 3) (60). Curieusement, ces brins  semblent correspondre à des étendus des 

résidus chargés positivement (Figure 14: Séquence d'acides aminés de la MCa repliée (MCaF). 

Globalement, le peptide peut être schématiquement représenté avec trois domaines: une tête 

hydrophobe, une seconde face plus large principalement basique, et un troisième domaine 

latéral qui contient le pharmacophore (Figure 13). 

La MCa a une activité pharmacologique consistant en l’activation du canal RyR1 des 

muscles squelettiques entrainant le relargage du Ca
2+

. L’activité de la MCa (L-MCa) a été 

démontrée par différents tests. Les tests réalisés sur les vésicules du RS (273) et sur les 

myotubes (273, 274) ont montré le relargage du Ca
2+

 induit par le MCa. Par ailleurs, les tests 

de liaison de la ryanodine par les canaux RyR1 ont montré une augmentation significative de 

la quantité de ryanodine liée en présence de la MCa comparativement à la quantité liée sans 

MCa (273). Cette augmentation indique l’ouverture des canaux RyR sous l’activité de la 

MCa, ce qui, d’une part conduit à la transformation des sites de liaison de la ryanodine de 

faible affinité en sites de forte affinité par changement de conformation, et d’autre part permet 

à la ryanodine de mieux accéder à ses sites de fixation situés à l’intérieur des canaux RyRs. 

L’activité de la MCa a par ailleurs été observée au moyen des canaux RyR1 incorporés la 

bicouche phospholipidique reconstituée (274). La MCa entraine le relargage du Ca
2+

 en 

mettant les canaux RyR1 dans un état de sous-conductance de longue durée (60, 274, 275). La 

surface du peptide chargée positivement constitue la principale région d’interaction avec le 

canal RyR1 (274). Les principaux résidus impliqués sont, dans l’ordre croissant d’implication, 

la Lys
8
, la Lys

20
, la Lys

22
, l’Arg

23
, et l’Arg

24
 (274). L’Arg

24
 est le plus déterminant dans 

l’activité pharmacologique du peptide. Sa substitution par l’Ala entraine la suppression de 

l’activité pharmacologique (273, 274). Il a été montré que la MCa interagit également avec les 

canaux RyR2 des muscles cardiaques sans néanmoins provoquer le relargage du Ca
2+

 (276). 

Cependant l’absence du relargage du Ca
2+

 serait due à l’état de phosphorylation des canaux 

RyR2 dépendant des conditions expérimentales; les études en cours tenant compte de ce 

facteur pourraient donner des éclaircissements à ce sujet. 

Par ailleurs, la maurocalcine a une propriété de pénétration cellulaire. L’activation des 

canaux RyR1, situés à l’intérieur de la cellule, a suggéré la capacité de la MCa de pénétrer 

dans la cellule pour atteindre sa cible. En plus, la MCa partage avec les CPPs connus avant, le 

caractère cationique par la forte proportion d’acides aminés basiques. La plupart de ses acides 
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aminés basiques sont regroupés sur une même face de la molécule en accord avec la 

distribution asymétrique observée sur des CPPs usuels (18) (Figure 13). Par la suite, 

différentes analyses réalisées ont confirmé que la MCa possède effectivement la propriété de 

pénétration cellulaire (277). Lors de sa pénétration cellulaire, la MCa établit d’abord des 

interactions avec les protéoglycanes de la surface cellulaire (278) et/ou les phospholipides 

chargés de la membrane plasmique (279). L’observation d’une libération calcique quasi 

instantanée (processus plus rapide que l’endocytose) suite à une application extracellulaire de 

la MCa à des myotubes (273), la découverte du site de fixation de la MCa dans la partie 

cytoplasmique de RyR1 (280), et la sensibilité de la pénétration cellulaire au potentiel 

électrostatique membranaire (279) ont suggéré une pénétration cellulaire de la MCa par un 

mécanisme de translocation membranaire directe. Cependant, il a été montré que 

l’endocytose, essentiellement la macropinocytose, contribue à la pénétration cellulaire de la 

MCa (278). Par ailleurs, la MCa s’est révélée un vecteur efficace pour la délivrance 

intracellulaire de divers types de cargaisons tels que des protéines (277, 279), des peptides 

(18), des fluorochromes (16, 281), des médicaments (61), ou des nanoparticules (282).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figure 13: Représentation schématique de la structure 3D de la MCa 

La face hydrophobe : formée essentiellement des résidus acides aminés hydrophobes. Elle est  représentée en 

jaune.  

La face basique : formée des résidus acides aminés basiques représentés en bleu ou en rose. 

Le pharmacophore : formé des résidus acides aminés intervenant dans les interactions entre la MCa et les canaux 

RyR, représentés en rouge ou en rose.  

En rose sont représentés des résidus basiques qui interviennent dans les interactions MCa-RyR; ils appartiennent 

à la fois à la face basique et au pharmacophore. 
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La MCa présente des avantages comparativement à d’autres CPPs. Elle pénètre dans la cellule 

à de très faibles concentrations, de l’ordre nanomolaire, et elle est peu toxique (16, 279). Elle 

a une excellente stabilité; elle n’est pas dénaturée par des conditions de pH extrêmes ni par 

des températures élevées pouvant aller jusqu’à 100°C (16). Par ailleurs, la MCa semble 

pénétrer dans la cellule principalement par la translocation membranaire directe (16), le mode 

de pénétration le plus avantageux car il préserve les cargaisons de la séquestration et la 

dégradation enzymatique dans les endosomes. En plus, elle est l’un de rares CPPs dont la 

pénétration cellulaire peut être étudiée indépendamment de l’attachement à une cargaison, car 

elle a un révélateur physiologique direct sous la forme d’un relâchement de Ca
2+ 

des stocks 

calciques intracellulaires (274) 

 

 

 

 

 

 

Figure 14: Séquence d'acides aminés de la MCa repliée (MCaF) 

La séquence d’acides aminés est écrite dans un code d’une seule lettre. Les résidus d’acide aminée 

cystéine sont représentés en rouge. Les résidus d’acides aminés basiques sont représentés en bleu. Les 

structures secondaires (feuillets ) sont indiquées par des flèches. La boîte grise est la séquence 

d’homologie de la MCa avec le canal Cav 1.1 sensible à la dihydropyridine. 

 

Cependant, bien que la MCa soit un puissant vecteur de délivrance intracellulaire de 

diverses cargaisons, son utilisation dans la conformation native rencontrerait des obstacles. 

L’activité pharmacologique native de la MCa est indésirable pour la plupart des applications 

envisageables in vivo, car le relargage excessif du Ca
2+

 pourrait occasionner un 

dysfonctionnement fatal (60). Les trois ponts disulfures de la MCa native compliquent la 

synthèse chimique du peptide par des étapes de repliement/oxydation, qui en plus ont un 

faible rendement, ce qui rend le coup de production relativement élevé comparativement aux 

CPPs non repliés couramment utilisés. En outre, la présence des six résidus cystéines (formant 

les trois ponts disulfures) causerait des problèmes pour le greffage de la cargaison. La 

cargaison est souvent greffée au moyen d’un résidu cystéine supplémentaire. La présence 

d’autres résidus cystéine dans la chaine peptidique rend incontrôlable le site de fixation de la 
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cargaison et le nombre de cargaisons greffées car la cargaison pourrait également se greffer 

aux cystéines à l’intérieur du peptide. La taille du peptide est plus longue que celles des CPPs 

rapportés dans la littérature (Tableau 1). Pour toutes ces raisons, comme d’autres CPPs 

connus avant, la MCa native a été modifiée afin de faciliter son utilisation in vivo comme un 

nouveau système de délivrance intracellulaire de produits d’intérêts divers (53). La 

suppression de l’activité pharmacologique de la MCa s’est révélée très simple du fait que les 

exigences structurelles impliquées dans la liaison avec le RyR sont plus strictes que pour la 

pénétration cellulaire. Plusieurs stratégies biochimiques ont été utilisées avec succès. Il s’agit 

notamment de mutations ponctuelles (17), la linéarisation (empêcher le repliement) du peptide 

par la suppression des ponts disulfures (18), et la synthèse du peptide au moyen d’acides 

aminés isomères optiques D (16). La deuxième stratégie a eu l’avantage de donner un 

analogue de la MCa linéaire plus simple à produire car l’étape d’oxydation/repliement n’était 

plus nécessaire et plus simple à utiliser grâce à la présence d’un résidu cystéine 

supplémentaire réservé au greffage simple et rapide de la cargaison, sans interférence de 

cystéines internes car ils ont été substitués par l’Abu. Mais, cet analogue linéaire s’est révélé 

légèrement moins efficace en pénétration cellulaire que la MCa repliée/oxydée. Par ailleurs, 

l’analogue linéaire était toujours long, car composé de 33 résidus. 

La présente thèse avait deux objectifs :  

1. Poursuivre les optimisations du CPP analogue linéaire de la MCa pour le rendre plus 

simple et plus économique à produire et à utiliser, et améliorer ses performances. 

2. Dans le cadre des applications possibles, valider la preuve de concept de l’utilisation des 

dérivés de la MCa comme outil de délivrance intracellulaire de nano-sondes, notamment les 

nanobiodétecteurs du Ca
2+

 cytosolique. 
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3. RESULTATS 

 

 

Les résultats sont présentés sous forme d’articles. Trois principaux articles ont été publiés au 

cours de ces travaux de thèse:  

 

 

 

(1). Small Efficient Cell-Penetrating Peptides Derived from Scorpion Toxin Maurocalcine: 

       Efficaces petits CPPs dérivés de la Maurocalcine. 

 

 

(2). Cell Penetration Properties of a Highly Efficient Mini Maurocalcine Peptide:  

       Propriétés de pénétration cellulaire d’un puissant CPP « Mini-Maurocalcine ». 

 

 

(3). Cell-Penetrating Nanobiosensors for Pointillistic Intracellular Ca
2+

-Transient Detection: 

      Adressage intracellulaire des Nanobiodétecteurs de variations transitoires ponctuelles du    

     Ca
2+

 intracellulaire.  
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3.1. Efficaces petits CPPs dérivés de la Maurocalcine  

 

 

3.1.1. Introduction 

La MCa (L-MCa) est une toxine issue du venin de scorpion, Scorpio maurus palmatus, 

et dotée d’excellentes propriétés de pénétration cellulaire. La MCa a suscité l’intérêt, d’abord 

pour son activité pharmacologique consistant en l’activation des canaux RyR1 conduisant au 

relargage du Ca
2+

 du RS (réticulum sarcoplasmique) dans le cytosol (60). C’est l’observation 

de cette activité pharmacologique de la MCa qui a conduit à la découverte de ses propriétés de 

CPPs (277). 

La MCa est un peptide cationique composé de 33 résidus acides aminés. Onze (33%) de 

ses résidus sont des résidus basiques donc chargés positivement. Par ailleurs, la MCa 

comporte six résidus cystéines formant trois ponts disulfures : Cys
3
-Cys

17
, Cys

10
-Cys

21
, et 

Cys
16

-Cys
32

 (60). Le peptide est replié et rigidement structuré par les trois ponts disulfures. Il 

comporte trois brins  s’étendant sur les résidus 9-11 (brin 1), 20-23 (brin 2), et 30-33 (brin 3) 

(60). 

Résumé : La MCa est un excellent CPP issu du venin de scorpion, Scorpio Maurus palmatus. Afin de 

développer des applications, notamment in vivo, la MCa a subi des optimisations. Ces optimisations ont 

conduit à différents CPPs analogues de la MCa, notamment la MCa linéaire (MCaUF1-33) dépourvue de 

ponts disulfures et d’activité pharmacologique, mais conservant d’excellentes propriétés de pénétration 

cellulaire. Dans ce travail, nous avons poursuivi les optimisations par la délétion de la MCaUF1-33, afin de 

simplifier la synthèse et de réduire le coût de production du CPP. Douze excellents CPPs de taille réduite 

ont été obtenus. D’après les tests réalisés sur les cellules CHO, les nouveaux CPPs ont manifesté une 

excellente efficacité de pénétration cellulaire; ils ont une faible cytotoxicité; leur pénétration cellulaire est 

essentiellement indépendante de la macropinocytose; ils sont pharmacologiquement inertes. Les différents 

analogues pourraient constituer une boîte à outils, utilisés chacun de façon adaptée aux besoins 

spécifiques de délivrance intracellulaire. Pour des besoins spécifiques en concentration intracellulaire, 

trois analogues manifestent un intérêt particulier : la MCaUF1-9 pour de faibles concentrations 

intracellulaires, et la MCaUF18-33 ou la MCaUF14-25 pour de fortes concentrations intracellulaires. Une 

caractérisation approfondie donnera plus de lumière sur de possibles développements d’applications. 
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La MCa a une activité pharmacologique qui consiste en l’activation des canaux RyR1 

des muscles squelettiques. La MCa agit sur les canaux RyR1 en induisant un état de sous-

conductance de longue durée qui se traduit par un relargage du Ca
2+

 du RS (60, 274, 275). 

L’activité pharmacologique de la MCa est dépend essentiellement de ses résidus basiques, 

donc chargés positivement, notamment la Lys
8
, la Lys

20
, la Lys

22
, l’Arg

23
, et l’Arg

24
 (274). 

L’Arg
24

 est le plus actif; sa substitution par l’alanine entraine une perte totale de l’activité 

pharmacologique (273, 274). La MCa interagit également avec les canaux RyR2 des muscles 

cardiaques, mais sans provoquer le relargage du Ca
2+

 (276). 

La MCa, est un CPP particulièrement intéressant. Elle pénètre dans la cellule à de très 

faibles concentrations et essentiellement par translocation directe; elle a une stabilité 

remarquable (résistance à de hautes températures, à des conditions de pH extrêmes, à la 

digestion enzymatique) et une très faible toxicité (16, 279) ; elle délivre dans la cellule divers 

types de cargaisons : des protéines (277, 279), des peptides (18), des fluorochromes (16), des 

médicaments (61), ou des nanoparticules (282). 

Cependant, dans son état natif, la MCa serait difficilement utilisable en qualité de 

vecteur. L’activité pharmacologique native consistant en l’activation des canaux RyR1 

induisant le relargage du Ca
2+

 intracellulaire dans le cytosol, est indésirable dans la plupart 

des applications envisageables, particulièrement in vivo, car elle pourrait occasionner de 

graves dysfonctionnements (60). La présence de six Cys internes complique la synthèse du 

peptide par l’étape de repliement/oxydation, dont en plus le taux de réussite est faible, ce qui 

augmente le coup de production. Par ailleurs, les Cys internes compliquent le greffage de la 

cargaison, il serait difficile de greffer la cargaison au moyen d’un résidu cystéine 

supplémentaire (technique normalement simple et rapide), car les cystéines internes 

pourraient également se lier à la cargaison; le site de greffage et le nombre de molécules de la 

cargaison greffées seraient donc incontrôlables. Par ailleurs, la taille du peptide plus longue 

que celle des CPPs usuels rend le coût de production plus élevé. Pour toutes ces raisons il a 

été nécessaire d’optimiser le peptide pour faciliter son utilisation comme vecteur de 

délivrance intracellulaire, in vivo, de produits d’intérêts diagnostiques ou thérapeutiques. 

Les optimisations du CPP MCa ont d’abord consisté en la suppression de l’activité 

pharmacologique et en l’élimination des ponts disulfures (Cys internes). Différentes stratégies 

ont permis de supprimer l’activité pharmacologique tout en conservant la propriété de 
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pénétration cellulaire. Des mutations ponctuelles, notamment la mutation R24A, ont donné 

des analogues pharmacologiquement inertes (17, 273, 274) ; cependant, bien que conservée, 

leur efficacité de pénétration cellulaire a baissé comparativement à celle de la MCa native 

(17). La synthèse du peptide au moyen des acides aminés isomères optiques D au lieu des 

isomères optiques L composant la MCa native, a abouti à un analogue (D-MCa) 

complètement dépourvu d’activité pharmacologique et ayant une efficacité de pénétration 

cellulaire comparable à celle de la MCa native (16). La suppression des ponts disulfures a été 

réalisée par le remplacement des six résidus cystéines par l’acide isostérique 2-

aminobutyrique (Abu). Le choix d’Abu a été motivé par sa similarité avec la cystéine; les 

deux molécules diffèrent seulement par le groupement thiol (-SH) de la cystéine (groupement 

par lequel se forme le pont disulfure) qui est remplacé par le groupement méthyl (-CH3) dans 

la molécule d’Abu. Le peptide linéaire (MCa-Abu) obtenu est pharmacologiquement inactif et 

efficace en pénétration cellulaire; cependant, il est moins efficace que la MCa native (18). 

Globalement, les différentes stratégies ont conduit à des CPPs analogues de MCa 

pharmacologiquement inertes, mais qui conservent les résidus cystéines internes, à 

l’exception de la MCa-Abu. Cependant, la MCa-Abu, comme tous les autres analogues (à 

l’exception de la D-MCa) est moins efficace en pénétration cellulaire que la MCa native. Par 

ailleurs, elle est toujours composée de 33 résidus, taille relativement longue par rapport aux 

CPPs usuels. La poursuite des optimisations s’avère donc nécessaire. 

Le présent travail a porté sur la réduction de la taille du CPP MCa. Douze analogues de 

la MCa de courte taille ont été conçus par la délétion de l’analogue linéaire, la MCaUF1-33. 

Tous ces nouveaux analogues se sont avérés d’excellents CPPs. Ils sont, pratiquement tous, 

plus efficaces que la MCa linéaire non délétée (MCaUF1-33). Ils pénètrent dans les cellules 

principalement par une voie indépendante de la macropinocytose, qui pourrait être la 

translocation directe. Ils sont pharmacologiquement inactifs et peu toxiques.  

La MCa semble donc être un peptide hautement spécialisé pour la pénétration cellulaire, 

qui a les propriétés de pénétration cellulaire distribuées tout le long de sa séquence. 
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3.1.2. Article publié 

 

 



53 

 

 

 



54 

 

 



55 

 

 

 



56 

 

 

 



57 

 

 

 



58 

 

 

 



59 

 

 



60 

 

 

 



61 

 

 

 



62 

 

 

 



63 

 

 

 



64 

 

 

  



65 

 

3.1.3. Discussion 

La MCa est un excellent CPP qui a montré l’efficacité de délivrance intracellulaire de 

produits d’intérêts divers, expérimentaux, diagnostiques, ou thérapeutiques. Cependant, pour 

son utilisation courante, surtout in vivo, des modifications ont été nécessaires. Les 

modifications ont porté notamment sur la suppression de l’activité pharmacologique native et 

des ponts disulfures. L’une des stratégies utilisées avec succès est le remplacement des 

résidus cystéines internes par l’Abu, ce qui a conduit à la MCa-Abu (18), l’analogue sans 

ponts disulfures ou linéaire, pharmacologiquement inerte, et efficace en pénétration cellulaire. 

Cependant, la MCa-Abu était toujours composée de 33 résidus, ce qui en faisait un peptide 

long comparativement aux CPPs usuels (Tableau 1). Dans ce travail, nous avons réduit la taille 

du CPP par la délétion de la MCa-Abu (ici appelée MCaUF1-33). Nous avons obtenu douze 

nouveaux CPPs, analogues de la MCa de courte taille. 

Nous avons conçu douze séquences par la délétion de la MCaUF1-33, mais plusieurs 

autres séquences peuvent être obtenues par la même stratégie. Nous n’avons pas évalué toutes 

les séquences possibles car cela demanderait un travail énorme et coûteux. Toutes les 

séquences évaluées ont montré la propriété de pénétration cellulaire. La MCa ne possède donc 

pas de domaine minimal unique responsable de la pénétration cellulaire, contrairement aux 

protéines précurseuses des premiers CPPs connus, à savoir l’homéodomaine d’antennapedia, 

et la protéine Tat, dont la délétion a conduit à un domaine minimal responsable de leur 

pénétration cellulaire, la pénétratine (9) et la Tat48-60 (59), respectivement. Cela suggère que la 

MCa est une toxine hautement spécialisée en pénétration cellulaire, qui a la propriété de 

pénétration cellulaire distribuée tout le long de sa séquence. Plusieurs autres séquences 

susceptibles d’être dérivées de la MCa pourraient donc également avoir les propriétés de CPP. 

La MCa serait donc une source inépuisable de séquences de CPPs. 

Quelques CPPs se sont démarqués par leur forte pénétration cellulaire. Il s’agit 

notamment de la MCaUF1-9, la MCaUF14-25, et la MCaUF18-33. La MCaUF1-9 est la mieux indiquée 

pour de faibles concentrations intracellulaires; elle serait utilisée à des concentrations 

extracellulaires inférieures ou égales à 1 µM. Quant aux MCaUF14-25 et MCaUF18-33, elles sont 

mieux indiquées pour de fortes concentrations intracellulaires; elles seraient utilisées à des 

concentrations extracellulaires autour de 10 µM. Cependant, ces observations ont été faites 

seulement sur les cellules CHO; elles devraient être confirmées sur différents types 

cellulaires. 
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La plupart des analogues de la MCaUF1-33 délétés se sont avérés plus efficaces que la 

MCaUF1-33. Ceci suggère que la délétion des CPPs pourrait être une stratégie pour 

l’optimisation de leur efficacité de pénétration cellulaire. Néanmoins, ces analogues délétés 

semblent toujours moins efficaces que la MCa native (MCaF), suggérant une possible 

amélioration. L’avantage compétitif de la MCaF serait le résultat du repliement et des 

structures secondaires associées. En effet, la MCF est repliée par trois ponts disulfures, et de 

ce repliement résultent trois brins . Le repliement et les structures secondaires associées 

seraient donc requis pour optimiser le potentiel de CPP des différents domaines de la MCa. 

Ainsi, nous croyons qu’il serait intéressant de concevoir d’autres analogues de la MCa délétés 

comportant 1 ou 2 ponts disulfures permettant leur repliement et l’acquisition des structures 

secondaires. 

La troncation de la MCa a eu un impact sur la composition en résidus basiques et par 

conséquent, sur la charge nette des peptides. Curieusement, les analogues comportant une 

charge nette nulle (MCaUF1-15 et MCaUF1-9) pénètrent efficacement dans les cellules CHO. 

Ceci constitue une exception au principe généralement admis selon lequel les CPPs 

comportent une charge nette positive (11, 70). Cependant, une observation minutieuse de ces 

peptides électriquement neutres montre que la charge positive de leurs résidus basiques 

jouerait toujours un rôle dans leur processus de pénétration cellulaire. En effet, ces analogues 

électriquement neutres comportent un résidu basique (la lysine en position 8) suffisamment 

éloigné du résidu chargé négativement (l’acide aspartique en position 2) pour ne pas être 

neutralisé (Fig.2.A-Chap.3.1.2). Ce résidu lysine non neutralisé pourrait interagir avec les 

protéoglycanes de la membrane plasmique et favoriser la pénétration cellulaire (88). La 

différence d’efficacité de pénétration cellulaire entre les deux peptides s’expliquerait par la 

différence de la proportion du résidu lysine non neutralisé. En effet, ce résidu représente 6 % 

(1 sur 15) et 11 % (1 sur 9),  pour la MCaUF1-15 et la MCaUF1-9, respectivement. La MCaUF1-9, 

qui a la proportion la plus élevée, a montré une meilleure efficacité de pénétration cellulaire 

(Fig.6.C-Chap. 3.1.2).  

Nos peptides tronqués conservent la propriété de pénétration cellulaire par voie non 

endocytique (vraisemblablement la translocation directe), l’une des propriétés les plus 

recherchées en vectorisation par les CPPs. Cette propriété est suggérée par les résultats des 

expérimentations basées sur l’inhibition des différentes voies d’endocytose. Cependant, 

l’inhibition de certaines voies de la cellule peut en favoriser d’autres (283), d’où la 



67 

 

pénétration non endocytique observée aurait été favorisée par l’inhibition des voies 

d’endocytose. Pour confirmer ces observations, des expérimentations réalisées dans des 

conditions qui conservent la physiologie normale de la cellule sont nécessaires. Ces 

expérimentations pourraient utiliser des techniques de co-localisation du peptide et des 

endosomes ou lysosomes. Il s’agit de techniques de microscopie confocale qui permettent une 

visualisation à la fois, du peptide et des endosomes (12) ou des lysosomes (85, 86) grâce au 

marquage fluorescent. 

 

3.1.4. Conclusion 

La MCa est un excellent CPP issu du venin de scorpion. Afin de développer des 

applications in vivo, la MCa a subi des optimisations pour la suppression de son activité 

pharmacologique native et la simplification de sa synthèse et de son utilisation. Dans le 

présent travail, nous avons réduit la taille du peptide, pour le rendre plus simple et plus 

économique à produire.  

Douze nouveaux CPPs de courte taille ont été obtenus par la délétion de l’analogue 

linéaire, la MCaUF1-33. Tous ces nouveaux CPPs ont manifesté d’excellentes propriétés de 

pénétration cellulaire. Par ailleurs, ils ont une faible cytotoxicité; pénètrent dans la cellule 

essentiellement par une voie indépendante de la macropinocytose, vraisemblablement la 

translocation directe; et sont pharmacologiquement inertes. Quelques analogues, notamment 

la MCaUF1-9, la MCaUF14-25, et la MCaUF18-33 se sont distingués par leur forte pénétration 

cellulaire; ils pourraient être exploités différemment selon les besoins spécifiques. La MCaUF1-

9 est la mieux indiquée pour des concentrations intracellulaires relativement faibles; elle serait 

utilisée à des concentrations extracellulaires inférieures ou égales à 1 µM. Quant aux 

MCaUF14-25 et MCaUF18-33, elles sont mieux indiquées pour de fortes concentrations 

intracellulaires; elles seraient utilisées à des concentrations extracellulaires autour de 10 µM.  
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3.2.Propriétés de pénétration cellulaire d’un puissant CPP « mini-   

maurocalcine 

 

3.2.1. Introduction 

 

La MCa (L-MCa) est une toxine issue du venin de scorpion, Scorpio maurus palmatus, 

et dotée d’excellentes propriétés de pénétration cellulaire. La MCa a d’abord été identifiée 

pour son activité pharmacologique sur les canaux RyRs situés à l’intérieur de la cellule, dans 

la membrane du RS (réticulum sarcoplasmique) (60). C’est l’observation de cette activité 

pharmacologique de la MCa qui a conduit à la découverte de ses propriétés de pénétration 

cellulaire (277). 

La MCa est un peptide cationique composé de 33 résidus acides aminés. Onze (33%) de 

ses résidus sont des résidus basiques donc chargés positivement. Par ailleurs, le peptide 

comporte six résidus cystéines formant trois ponts disulfures : Cys
3
-Cys

17
, Cys

10
-Cys

21
, et 

Cys
16

-Cys
32

 (60). Le peptide est replié et rigidement structurée par les trois ponts disulfures. Il 

comporte trois brins  s’étendant sur les résidus 9-11 (brin 1), 20-23 (brin 2), et 30-33 (brin 

3). 

3.2. Propriétés de pénétration cellulaire d’un puissant CPP « mini-maurocalcine » 

 

Résumé : La MCa est un puissant CPP issu du venin de scorpion Scorpio maurus palmatus. En vu des 

applications in vivo, la MCa a été optimisé ce qui a conduit à plusieurs analogues dont la MCaUF1-9 dont la 

séquence correspond à la face hydrophobe de la MCa repliée, et qui s’est avéré le mieux indiquée pour des 

applications nécessitant de faibles concentrations intracellulaires. Dans ce travail, nous avons approfondi la 

caractérisation de la MCaUF1-9. La MCaUF1-9 a montré d’intéressantes caractéristiques la plaçant en bonne 

position au concert des CPPs. La MCaUF1-9 s’est avérée plus efficace que les CPPs usuels, la Tat, la 

pénétratine, et la polyarginine. Elle pénètre dans les cellules principalement par une voie non endocytique, 

vraisemblablement la translocation directe. La MCaUF1-9 a par ailleurs montré une augmentation de la 

pénétration cellulaire en milieu acide et une persistance intracellulaire. Les deux propriétés pourraient être 

exploitées, respectivement, pour la délivrance ciblée des anticancéreux dans les cellules cancéreuses et pour 

la rétention des médicaments dans les cellules résistantes au traitement par rejet de médicaments. La 

MCaUF1-9 paraît tellement optimisée pour la pénétration cellulaire qu’il est difficile de concevoir des 

mutations ponctuelles pouvant améliorer son efficacité. Curieusement, sa comparaison à des peptides da la 

même famille a conduit à la découverte d’un nouveau CPP plus performant, l’HadUF1-11. 
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La MCa a une activité pharmacologique qui consiste en l’activation des canaux RyR1 

du RS des muscles squelettiques entrainant le relargage du Ca
2+

 (273, 274). La MCa active les 

canaux RyR1 par l’induction d’un état de sous-conductance de longue durée (60, 274, 275). 

La face de la MCa chargée positivement joue un rôle déterminant dans son activité 

pharmacologique; les principaux résidus impliqués sont des résidus basiques, notamment la 

Lys
8
, la Lys

20
, la Lys

22
, l’Arg

23
, et surtout l’Arg

24 
(274). Il a été montré que la MCa interagit 

également avec les canaux RyR2 des muscles cardiaques mais sans induire le relargage du 

Ca
2+

 (276). La propriété de la MCa d’activer les canaux RyR1 intracellulaires a conduit à la 

découverte de ses propriétés de pénétration cellulaire. 

 La MCa s’est avérée un CPP particulièrement intéressant. Sa pénétration cellulaire a 

lieu à de très faibles concentrations. Elle pénètre dans les cellules par une voie indépendante 

de l’endocytose, vraisemblablement  la translocation directe, bien que la macropinocytose soit 

sa principale voie d’internalisation (278). La MCa a une faible cytotoxicité et une stabilité 

remarquable; elle n’est pas dénaturée par de hautes températures pouvant aller jusqu’à 100°C, 

ni par des conditions de pH extrêmes; elle peut donc être utilisée dans diverses conditions (16, 

279). La MCa a par ailleurs montré une efficacité de délivrance intracellulaire de divers types 

de cargaisons: des protéines (277, 279), des peptides (18), des fluorochromes (16), des 

médicaments (61), et des nanoparticules (282). Globalement, la MCa possède d’excellentes 

propriétés la disposant à être utilisée comme vecteur de délivrance intracellulaire des produits 

d’intérêts divers : expérimentaux, diagnostiques, ou thérapeutiques. 

Cependant, dans son état natif,  la MCa rencontrerait des obstacles qui limiteraient son 

utilisation en qualité de vecteur. Ces obstacles sont liés à l’activité pharmacologique 

indésirable dans la plupart des applications, surtout in vivo; à la présence des ponts disulfures 

qui compliquent la synthèse du peptide et le greffage de la cargaison; et à la taille du peptide 

relativement longue comparativement à des CPPs usuels. De ce fait, la MCa a subi des 

optimisations. Les optimisations ont consisté en la suppression de l’activité pharmacologique 

et à la suppression des ponts disulfures internes. L’activité pharmacologique a été supprimée 

par des mutations ponctuelles, notamment la mutation R24A (17), et par la synthèse d’un 

peptide diastéréoisomère, la D-MCa, composée essentiellement d’acides aminés énantiomères 

D (16). Les ponts disulfures ont été éliminés en remplaçant les résidus cystéines internes par 

l’Abu;  l’analogue linéaire obtenu, la MCaAbu ou MCaUF1-33, était en plus dépourvu de toute 

activité pharmacologique (18). La taille du peptide a été réduite par la délétion de l’analogue 
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linéaire (MCaUF1-33), ce qui a conduit à 12 nouveaux CPPs de courte taille (281). Les CPPs de 

courte taille ont tous manifesté une excellente efficacité de pénétration cellulaire, mais 

quelques-uns, notamment la MCaUF1-9, la MCaUF14-25, et la MCaUF18-33 se sont démarqués par 

leur forte pénétration cellulaire; ils pourraient être exploités différemment selon les 

concentrations intracellulaires recherchées. La MCaUF1-9 est la mieux indiquée pour de faibles 

concentrations intracellulaires; elle serait utilisée à des concentrations extracellulaires 

inférieures ou égales à 1 µM. Quant aux MCaUF14-25 et MCaUF18-33, elles sont mieux indiquées 

pour de fortes concentrations intracellulaires; elles seraient utilisées à des concentrations 

extracellulaires autour de 10 µM. 

La MCaUF1-9 présente de meilleures perspectives d’avenir. Elle est efficace à de faibles 

concentrations. Ceci indique une utilisation en faible quantité, donc à moindre coût. Par 

ailleurs, composée de 9 résidus, la MCaUF1-9 est l’un des CPPs les plus courts connus à ce jour 

(Tableau 1). Sa courte taille signifie le moindre coût de synthèse. Globalement, la MCaUF1-9 

représente un intérêt économique particulier. De ce fait, nous l’avons caractérisée de façon 

plus approfondie.  

Le présent travail a porté sur la caractérisation approfondie de la MCaUF1-9. La MCaUF 1-

9 a été comparée à des CPPs usuels, à savoir la Tat, la pénétratine, et la polyarginine, ainsi 

qu’à des domaines hydrophobes issus des peptides de la famille des calcines. Par ailleurs, le 

mode de pénétration cellulaire, la dépendance du pH du milieu, et la persistance intracellulaire 

du peptide ont été étudiés. La MCUF1-9 s’est avérée plus efficace que la Tat, la pénétratine, ou 

la polyarginine. Elle pénètre dans la cellule principalement par une voie indépendante de 

l’endocytose; sa pénétration cellulaire augmente en milieu acide; elle a une longue persistance 

intracellulaire. Sa comparaison à des domaines hydrophobes des peptides de la famille des 

calcines a conduit à la découverte de nouveaux CPPs, notamment l’ HadUF1-11 qui s’est avéré 

le plus efficace. 
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3.2.2. Article publié 
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3.2.3. Discussion 

Dans l’étude précédente, la MCaUF1-9 s’est avérée la mieux indiquée des analogues de la 

MCa délétés pour des applications nécessitant de faibles concentrations intracellulaires. 

Composé de 9 résidus, la MCaUF1-9 est l’un des CPPs les plus courts connus à ce jour. Cette 

petitesse a pour avantage le moindre coût de synthèse. Par ailleurs, son efficacité à de faibles 

concentrations signifie une utilisation en faible quantité, donc un moindre coût d’utilisation. 

La MCaUF1-9 représente donc un intérêt économique particulier. En vue de son exploitation en 

termes d’applications, nous l’avons caractérisée de manière plus approfondie. 

La MCaUF1-9 a montré une meilleure efficacité de pénétration cellulaire 

comparativement à des CPPs usuels, la Tat, la pénétratine, et la polyarginine. Ces 

observations remettent en question la place attribuée à la Tat et à la pénétratine dans le 

contexte des CPPs. Cependant, en plus des cellules F98, sur lesquelles a été réalisée la 

présente étude, la comparaison devrait être réalisée sur différents types cellulaires pour mieux 

positionner la MCaUF1-9 face à ces CPPs usuels. 

Il a été surprenant de constater que le peptide ChTxUF1-12 dérivé de la toxine 

Charybdotoxine (ChTx) normalement non reconnu comme un CPP, a montré une certaine 

pénétration cellulaire (Fig.1.E-Chap.3.2.2). Sur les cellules F98, la microscopie confocale n’a 

pas mis en évidence la pénétration cellulaire de la ChTxUF1-12 à des concentrations 

extracellulaires allant jusqu’à 3 µM. En revanche, avec la cytométrie en flux, technique 

quantitative et plus sensible, une pénétration cellulaire de la ChTxUF1-12 a été observée à des 

concentrations supérieures à 1 µM. Cependant, la pénétration cellulaire était plus faible que 

celle de la Tat, le moins efficace des CPPs déjà reconnus testés dans la présente étude. Il 

semble donc qu’à forte concentration tout peptide peut interagir avec la membrane plasmique 

ce qui conduit à son internalisation (278). Le fait que tous les peptides pourraient pénétrer 

dans la cellule à de fortes concentrations extracellulaires, soulèverait la question sur la vraie 

définition du CPP. En plus de la translocation directe, la caractéristique spéciale et fondatrice 

des CPPs, la concentration extracellulaire minimale efficace en pénétration cellulaire devrait 

être également prise en compte pour la définition des CPPs. Ainsi par exemple, tout peptide 

qui, dans au moins un type cellulaire, pénètre dans les cellules par la translocation directe 

(totalement ou partiellement) et qui, par la cytométrie en flux, manifeste une pénétration 

cellulaire à une concentration extracellulaire inférieure ou égale à 10 µM (simple exemple), 
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serait reconnu CPP. Evidemment, il faudrait y avoir un consensus sur la concentration de 

référence.    

La MCUF1-9 pénètre dans la cellule essentiellement par une voie indépendante de 

l’endocytose. L’étude antérieure réalisée sur les cellules CHO avait montré une pénétration 

cellulaire de la MCaUF1-9 exclusivement indépendante de la macropinocytose (Fig.5.B-

Chap.3.1.2). La présente étude qui a évalué la contribution de toutes les voies d’endocytose 

sur les cellules F98, a montré que la pénétration cellulaire de la MCaUF1-9 est principalement 

indépendante de l’endocytose (environ 75 %). Cependant, la macropinocytose contribue 

partiellement (environ 25 %) à la pénétration cellulaire du peptide (Fig.2-Chap.3.2.2). Ces 

résultats montrent que le mode de pénétration cellulaire des CPPs varie d’un type cellulaire à 

un autre.  

La MCaUF1-9 a par ailleurs montré une augmentation de l’efficacité de pénétration 

cellulaire en milieu acide (Fig.5.A&B-Chap.3.2.2). Ceci s’expliquerait par la protonation de 

son résidu histidine (en position 6) en milieu acide conférant au peptide une charge positive 

supplémentaire qui améliore les interactions du peptide avec la surface de la membrane 

plasmique, indispensables dans le processus de pénétration cellulaire (278). 

L’augmentation de l’efficacité de pénétration cellulaire en milieu acide pourrait être exploitée 

pour la délivrance ciblée des anticancéreux dans les cellules des tumeurs cancéreuses, 

notamment les gliomas. Dans le cadre du traitement anticancéreux, il est important de cibler 

les cellules cancéreuses qui seules doivent être éliminées, et préserver les cellules saines. Un 

tel ciblage est actuellement difficile à réaliser; le traitement élimine aussi bien des cellules 

malades que des cellules saines, ce qui est à l’origine de la plupart des effets indésirables 

observés au cours des thérapies anticancéreuses. Il a été montré que la plupart des tumeurs 

cancéreuses, particulièrement les gliomas évoluent dans un environnement acide (284, 285). 

Cette caractéristique pourrait servir au ciblage des cellules des gliomas au moyen de la 

MCaUF1-9. Etant plus efficace en milieu acide, in vivo, la MCaUF1-9 pénétrerait mieux dans les 

cellules des gliomas que dans les cellules normales évaluant, quant à elles, dans un 

environnement basique (pH 7,4 en moyenne) (284). Cependant, puisque la MCaUF1-9 pénètre 

également dans les cellules dans les conditions physiologiques normales, elle pénétrerait aussi 

dans les cellules des tissus sains, bien que moins efficacement. La MCaUF1-9 pourrait être 

optimisée pour un meilleur ciblage des gliomas. L’optimisation se ferait en réduisant au 

maximum (supprimer si possible) la pénétration cellulaire dans les conditions physiologiques 
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normales, tout en conservant ou améliorant la pénétration cellulaire en environnement tumoral 

(environnement acide). La stratégie consisterait à remplacer le résidu basique de la MCaUF1-9, 

c’est-à-dire la lysine en position 8, par l’histidine, ce qui donnerait un peptide comportant 2 

résidus histidines y compris celui en position 6; le peptide serait par exemple nommé, 

MCaUF1-9H(6,8). Dans les conditions physiologiques normales (pH 7,4), la MCaUF1-9H(6,8) 

n’aurait pas de résidu chargé positivement; elle aurait plutôt un résidu chargé négativement, 

l’aspartate en positon 2. Elle ne pourrait donc pas se fixer aux protéoglycanes de la surface 

cellulaire (278). Au contraire, elle serait repoussée loin de la surface cellulaire par répulsion 

des charges négatives des protéoglycanes de la surface cellulaire et du résidu aspartate du 

peptide. On remarque ici le rôle inhibiteur de la pénétration cellulaire qui serait joué par le 

résidu aspartate chargé négativement; sa présence dans la séquence du peptide serait donc 

importante. Le rôle inhibiteur de la pénétration cellulaire a déjà été observé dans la MCa 

native pour le glutamate en position 12, résidu acide également chargé négativement dans les 

conditions physiologiques normales (17, 18). En environnement des gliomas, donc en milieu 

acide, la MCaUF1-9H(6,8) retrouverait la propriété de pénétration cellulaire par la protonation 

des deux résidus histidines. Ainsi donc, la MCaUF1-9H(6,8) aurait une pénétration cellulaire 

très faible ou nulle en tissus sains et pénétrerait plus dans les cellules tumorales. 

La comparaison de la MCaUF1-9 à des analogues issus des peptides de la même famille 

que la MCa (famille des calcines) a montré pour la première fois que tous ces peptides (du 

moins leur dérivés) sont dotés des propriétés de pénétration cellulaire. Curieusement, des 

analogues issus de l’hadrucalcine (HadUF1-11 et HadUF3-11) se sont montrés plus efficaces que 

la MCaUF1-9 en pénétration cellulaire. L’HadUF1-11, le plus efficace de tous apparait donc 

comme le CPP le plus puissant connu à ce jour. Cependant, pour confirmer sa supériorité, il 

devrait être davantage caractérisé, notamment pour élucider son mode de pénétration, évaluer 

sa toxicité et sa stabilité. 

Finalement, vue la remarquable efficacité de l’HadUF1-11, nous l’avons retenu pour 

l’application de vectorisation des nanobiodétecteurs du Ca
2+

 cytosolique pour leur délivrance 

intracellulaire. Dans cette application, le CPP a été utilisé à une concentration de 1 µM; à 

cette concentration l’HadUF1-11 est manifestement plus efficace que les autres CPPs comparés 

(Fig.4.C-Chap.3.2.2).  
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3.2.4. Conclusion 

La MCaUF1-9 est le mieux indiquée des analogues délétés de la MCa pour des 

applications nécessitant de faibles concentrations intracellulaires et représente un intérêt 

économique particulier. En vue d’en développer des applications, nous avons procédé à sa 

caractérisation de façon approfondie.  

La MCaUF1-9 a montré d’intéressantes caractéristiques. Sa pénétration cellulaire se fait 

principalement par une voie non endocytique, vraisemblablement la translocation directe, le 

mode de pénétration précieuse, car il épargne le complexe CPP-cargaison de la séquestration 

et la dégradation endosomales. La MCaUF1-9 a par ailleurs montré une augmentation de 

l’efficacité de pénétration cellulaire en milieu acide. Ce caractère pourrait être exploité pour 

une délivrance ciblée des anticancéreux dans les cellules des gliomas. La MCaUF1-9 a 

également manifesté une longue persistance intracellulaire, ce qui suggère sa possible 

utilisation pour une rétention des médicaments dans des cellules résistantes par rejet de 

médicaments. En plus, la MCaUF1-9 s’est avérée plus efficace que les CPPs usuels, la Tat, la 

pénétratine, et la polyarginine. 

D’autres observations importantes ont été faites. Des peptides normalement non 

reconnu comme des CPPs peuvent pénétrer dans les cellules lorsqu’ils sont utilisés à des 

concentrations extracellulaires relativement élevées. Cette observation suggère une révision 

des critères de définition des CPPs; ils devraient inclure la concentration extracellulaire 

minimale efficace, en plus du mode de pénétration cellulaire. Nous avons également remarqué 

que les propriétés de pénétration cellulaire des CPPs, notamment le mode de pénétration 

cellulaire, varient d’un type cellulaire à un autre. 

Enfin, l’étude a conduit à la découverte de trois nouveaux CPPs dérivés des autres 

peptides de la famille des calcines : ImpUF1-9, HadUF1-11 et HadUF3-11. L’HadUF1-11 s’est avéré le 

meilleur en pénétration cellulaire; plus efficace que la MCaUF1-9. Ceci justifie le choix de 

l’HadUF1-11 pour l’application de délivrance intracellulaire des nanobiodétecteurs du Ca
2+

 

intracellulaire.   
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3.3.Adressage intracellulaire des nanobiodétecteurs de variations transitoires 

ponctuelles de Ca
2+

 intracellulaires  

 

3.3.1. Introduction 

Le Ca
2+

 est un second messager intervenant dans diverses voies de signalisations 

cellulaires, dont le couplage d’excitation et contraction musculaire, le couplage d’excitation et 

excrétion de neurotransmetteurs, le couplage d’excitation et expression de gènes. La 

signalisation du calcique se fait sous forme des augmentations locales et transitoires de la 

[Ca
2+

] cytosolique formant des nanodomaines calciques. Ces augmentations résultent d’une 

entrée massive dans le cytosol, du Ca
2+

 suite à l’ouverture des canaux perméables au Ca
2+

 

situés dans la membrane plasmique ou dans la membrane des stocks de Ca
2+

 intracellulaires 

(268, 269). Il est important de pouvoir mesurer les nanodomaines calciques pour mieux 

comprendre les différentes voies de signalisations dépendantes du Ca
2+

.  

Cependant, la mesure des nanodomaines calciques intracellulaires par des indicateurs 

calciques conventionnels présente un défi expérimental majeur. Les indicateurs calciques 

conventionnels, qui sont généralement de petites molécules organiques fluorescentes, 

diffusent dans le cytosol, ce qui rend difficile leur immobilisation en quantité suffisante sur de 

3.3. Adressage intracellulaire des nanobiodétecteurs des variations transitoires 

ponctuelles du Ca
2+

 intracellulaire 

Résumé : La mesure des nanodomaines calciques intracellulaires par des indicateurs calciques 

conventionnels présente un défi expérimental majeur. La diffusion cytosolique et le photoblanchiement des 

indicateurs calciques conventionnels sont les principaux obstacles rencontrés. Pour concentrer localement et 

limiter la diffusion et le photoblanchiement des indicateurs calciques, nous avons mis au point des FRET-

nanobiodétecteurs de Ca
2+ 

dotés des propriétés de pénétration cellulaire. Les nanobiodétecteurs de Ca
2+

 ont 

été construits en attachant sur un QD plusieurs molécules de CaRuby et du CPP HadUF1-11. Les tests réalisés 

sur les cellules BHK-21 vivantes par  la  microscopie confocale et par la cytométrie en flux ont montré 

l’efficacité de pénétration cellulaire des nanobiodétecteurs. Par ailleurs, les tests réalisés sur les cellules 

BHK-21 vivantes exprimant des canaux récepteurs du NMDA perméables au Ca
2+

 par la microscopie de 

fluorescence à réflexion totale interne (TIRF), ont montré l’efficacité des nanobiodétecteurs de Ca
2+

 à 

visualiser des variations locales et transitoires de la [Ca
2+

] cytosolique. Ces nanobiodétecteurs  constituent 

une base pour la mise au point de nanobiodétecteurs d’autres ions tels que les protons H+. 

 



96 

 

petits volumes intracellulaires occupés par les nanodomaines calciques, ceci a pour 

conséquence un signal Ca
2+

 indétectable (286). Il est donc nécessaire de pouvoir concentrer et 

immobiliser les indicateurs calciques sur les sites des nanodomaines calciques. Par ailleurs les 

indicateurs calciques exposés aux rayons lasers excitants subissent rapidement le 

photoblanchiement. Le photoblanchiement pourrait être limité par une excitation moins forte 

et moins prolongée. L’utilisation des FRET-nanobiodétecteurs de Ca
2+

 permettrait de mieux 

mesurer les nanodomaines de Ca
2+

 en concentrant localement et en limitant la diffusion et le 

photoblanchiement des indicateurs calciques. 

Les FRET-nanobiodétecteurs de Ca
2+

 sont composés d’une nanoparticule de type 

quantum dots (QDs) et des indicateurs de Ca
2+

. Le QD sert de donneur d’énergie et les 

indicateurs de Ca
2+

 servent d’accepteurs d’énergie. En présence du Ca
2+

, les indicateurs de 

Ca
2+

 émettent de la fluorescence excités par l’énergie transférée du QD (287-289).  

Les QDs sont des nanocristaux inorganiques, semi-conductrices et fluorescentes. Les QDs 

sont constitués d’un noyau le plus souvent à base de Cadmium (Cd) et éventuellement d’une 

coque (simple ou double). Le diamètre moyen du noyau est de 2 à 10 nm. Les QDs ont 

d’extraordinaires propriétés optiques résultant essentiellement de leur confinement quantique. 

Les QDs ont un large spectre d’excitation et sont donc moins contraignants en matière de 

choix du laser d’excitation (290). Par contre, leur spectre d’émission est étroit et symétrique 

(290), ce qui garantit leur spécificité en qualité de marqueurs fluorescents. Par ailleurs, le 

spectre d’émission des QDs est modulable en fonction de leur taille, de leur composition, et 

de leur forme (291). De ce fait, les QDs peuvent émettre différentes longueurs d’onde de la 

gamme visible de la lumière, ce qui permet un marquage fluorescent multiplexe. Les QDs 

sont dotés d’une forte résistance au photoblanchiement permettant des analyses fluorescentes 

de façon plus prolongée comparativement aux fluorochromes organiques (290). Les QDs 

émettent une forte quantité de de fluorescence résultant à la fois de leur forte capacité 

d’absorption lumineuse et de leur grand rendement quantique. La forte fluorescence permet la 

visualisation même d’un seul QD, ce qui permet le marquage et la visualisation d’une seule 

molécule ou d’une organelle au sein d’une cellule vivante (292-294). Par ailleurs, la forte 

fluorescence fait des QDs de meilleurs donneurs FRET comparativement aux à fluorochromes 

organiques. Pour des applications in Vivo les QDs ont subi des optimisations. Ainsi par 

exemple, la couverture du noyau à base de Cd par une coque a base d’autres éléments, 

notamment le zinc (Zn) a réduit la cytotoxicité due au Cd (295). En plus, les QDs avec coque 
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ont manifesté de meilleures performances optiques comparativement aux QDs sans coque 

(295). Par ailleurs, les QDs ont été fonctionnalisés par des composés organiques permettant 

leur dispersion en milieu aqueux et le greffage de biomolécules (295). 

L’un des indicateurs de Ca
2+

 utilisés comme accepteurs d’énergie est le Calcium Ruby 

(CaRuby). Le CaRuby est composé d’un fluorochrome organique (Rhodamine) couplé à un 

chélateur de Ca
2+

 (BAPTA) et d’une molécule de liaison (PEG). Les différents CaRuby 

disponibles ont une affinité pour la Ca
2+

 variable de 3 µM à 20 µM (296) et peuvent donc 

détecter différents niveaux de [Ca
2+

] survenant dans la cellule (268, 269). La détection du 

Ca
2+

 se fait selon le principe : La Rhodamine couplé au BAPTA perd sa propriété de 

fluorescence par le mécanisme d’inhibition de transfert d’électrons. Mais, la propriété de 

fluorescence est rétablie lorsque le BAPTA fixe le Ca
2+

 (288). 

Cependant, le nanobiodétecteur composé uniquement d’un QD et de CaRuby est incapable de 

pénétrer dans la cellule. Il a donc besoin d’une fonctionnalisation supplémentaire lui 

permettant de franchir la membrane cytoplasmique. Des études ont montré que les CPPs 

peuvent délivrer les QDs dans la cellule (282) suggérant une possible vectorisation des 

nananobiodétecteurs de Ca
2+

 par les CPPs.  

Le présent travail a porté sur la conception des FRET-nanobiodétecteurs de Ca
2+

 dotés 

des propriétés de pénétration cellulaire pour la mesure dynamique des [Ca
2+

] intracellulaires 

locales. Les nanobiodétecteurs ont été construits en attachant sur un QD plusieurs molécules 

de CaRuby et le CPP HadUF1-11. Les tests réalisés par la microscopie confocale et par la 

cytométrie en flux sur les cellules BHK-21 vivantes, ont montré l’efficacité des 

nanobiodétecteurs à pénétrer dans les cellules. Les tests ont été également réalisés par la 

microscopie de fluorescence à réflexion totale interne (TIRF) sur les cellules BHK-21 

vivantes et exprimant des canaux récepteurs du NMDA, perméables au Ca
2+

 après leur 

activation. Ces tests ont montré l’efficacité des nanobiodétecteurs à détecter des variations 

locales et transitoires de la [Ca
2+

] cytosolique. Ces nanobiodétecteurs sont une base pour la 

mise au point de nanobiodétecteurs d’autres ions tels que les protons H
+
.  
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3.3.2. Article publié  
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3.3.3. Discussion 

Pour la mesure efficace des nanodomaines calciques intracellulaires, nous avons mis au 

point des FRET-nanobiodétecteurs de Ca
2+

 dotés des propriétés de pénétration cellulaire. Les 

nanobiodétecteurs sont composés d’un QD portant à sa surface plusieurs molécules de 

l’indicateur calcique (CaRuby) et du CPP (HadUF1-11). 

Le CPP HadUF1-11 a permis une pénétration cellulaire significative des 

nanobiodétecteurs de Ca
2+

. Cependant, nous avons remarqué une certaine pénétration 

cellulaire des nanobiodétecteurs sans CPP (Fig.6.C- Chap.3.3.2). Ces nanobiodétecteurs sans 

CPP auraient été internalisés par l’endocytose grâce à la présence des peptides hydrophiles à 

la surface des QDs; 15 %  de ces peptides contenaient le résidu lysine, résidu basique chargé 

positivement pouvant donc se fixer aux protéoglycanes de la surface cellulaire et déclencher 

l’endocytose (278). Une analyse du rôle de l’endocytose par les inhibiteurs des différentes 

voies d’endocytose ou par l’analyse de la co-localisation des nanobiodétecteurs et des 

endosomes / lysosomes (12, 85, 86) pourrait confirmer ou infirmer cette hypothèse. Il serait 

également intéressant d’étudier l’efficacité de détection du Ca
2+

 intracellulaire par ces 

nanobiodétecteurs internalisés sans CPP. Les nanobiodétecteurs séquestrés dans les 

endosomes ne pourraient pas détecter le Ca
2+

 cytosolique. 

Les nanobiodétecteurs de Ca
2+

 ont été conçus pour la détection des nanodomaines du 

Ca
2+

 cytosolique. Pour détecter la présence ou pas d’un nanodomaine calcique dans une 

région intracellulaire donnée, il faut d’abord se rassurer de la présence du détecteur dans cette 

région avant l’entrée du flux calcique générant les nanodomaines. En principe, la technologie 

FRET permet de répondre à cette exigence. Avant l’apparition des nanodomaines, le QD 

(donneur) émet de la fluorescence qui permet de localiser le nanobiodétecteur. A l’apparition 

d’un nanodomaine calcique, le CaRuby (accepteur) reçoit de l’énergie du QD et émet de la 

fluorescence qui révèle la présence du nanodomaine calcique. Il est important de noter que 

l’excitation du CaRuby par l’énergie émanant du QD et non directement par les rayons lasers 

limiterait le photoblanchiement du CaRuby. 

Cependant, l’efficacité de nos nanobiodétecteurs a été finalement validée in situ en 

excitation directe. Un FRET-nanodétecteur est principalement caractérisé par l’efficacité 

FRET et la sensibilisation de l’accepteur. L’efficacité FRET peut se définir comme « le taux 

de transfert de l’énergie du donneur à l’accepteur ou le taux d’absorption de la fluorescence 
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du donneur par l’accepteur ». Quant à la sensibilisation de l’accepteur, elle peut se définir 

comme le « rapport de la quantité de fluorescence de l’accepteur excité par le donneur (mode 

FRET), sur sa quantité de fluorescence émise dans les mêmes conditions sous l’excitation 

directe par les rayons lasers ».  

In vitro, nos nanobiodétecteurs ont pu atteindre une efficacité FRET de 80% (absorption de 

80% de la fluorescence du QD par le CaRuby). Par contre, la sensibilisation du CaRuby par 

FRET n’a pas pu dépasser 20%. Cette faible sensibilisation s’expliquerait par une faible 

quantité de photons transférés du QD au CaRuby par FRET comparativement à la quantité de 

photons fournie au CaRuby par les faisceaux lasers en excitation directe. Ceci serait la 

conséquence, du moins partiellement, du transfert d’énergie partiel du QD au 

CaRuby (transfert de seulement 80 %). La sensibilisation de CaRuby pourrait être améliorée 

par l’utilisation des QDs émettant une quantité de fluorescence plus intense; c'est-à-dire des 

QDs ayant une plus grande capacité d’absorption (un plus grand coefficient d’extinction) et 

un plus grand rendement quantique.  

In situ, le signal du CaRuby en mode FRET était trop faible pour être détecté. Cela aurait été 

la conséquence de la faible sensibilisation du CaRuby. De ce fait, le CaRuby a été excité 

directement par les rayons lasers. Ainsi donc, l’imagerie des nanodomaines calciques a 

nécessité deux lasers, l’un pour l’excitation du QD afin de localiser le nanobiodétecteur, et 

l’autre pour exciter le CaRuby afin de visualiser le signal calcique; en mode FRET un seul 

laser aurait suffi. Par ailleurs l’excitation directe du CaRuby par les rayons laser de façon 

relativement prolongée comportait le risque de photoblanchiement. Curieusement, le CaRuby 

a manifesté de la fluorescence en présence de la [Ca
2+

] intracellulaire de repos (Fig.6.b-

Chap.3.3.2). Ceci a pour inconvénient un faible rapport signal/bruit de fond. Le 

photoblanchiement et le faible rapport signal/bruit de fond expliqueraient  le faible signal avec 

lequel les nanodomaines calciques ont été observés. L’utilisation de CaRuby de faible affinité, 

qui ne fixe le Ca
2+

 que lors des augmentations transitoires de la [Ca
2+

], augmenterait le 

rapport signal/bruit de fond. Il existe déjà plusieurs variétés de CaRuby ayant une affinité 

pour le Ca
2+

 de 3 µM à 22 µM (296) qui pourraient faciliter cette optimisation. 

Il convient de remarquer que les variations de la [Ca
2+

] cytosolique observées au cours 

de nos expérimentations pourraient correspondre à la diffusion du Ca
2+

 après l’entrée du flux 

calcique,  et non aux centres même des nanodomaines calciques qui généralement ont de 

fortes concentrations (269). Ceci expliquerait en partie les faibles signaux calciques observés. 
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Une visualisation plus précise des nanodomaines avec un signal plus fort pourrait être réalisée 

en positionnant les nanobiodétecteurs dans des sites sièges des nanodomaines calciques. Cela 

pourrait se faire par une fonctionnalisation supplémentaire des nanobiodétecteurs au moyen 

des anticorps spécifiques des canaux calciques d’intérêt. 

Le présent travail a montré l’efficacité des nanobiodétecteurs de visualiser les 

nanodomaines calciques en utilisant la microscopie TIRF. La microscopie TIRF permet une 

imagerie à très forte résolution en limitant le champ d’observation dans un rayon d’environ 

100 nm à partir du point d’impact des rayons incidents. Cela nécessite que le signal produit 

dans cet espace nanométrique soit suffisamment intense pour être détecté. La visualisation des 

événements calciques par nos nanobiodétecteurs au moyen de la microscopie TIRF donne la 

certitude que ces nanobiodétecteurs rendent compte des événements nanométriques, donc 

visualisent effectivement des nanodomaines calciques. Par ailleurs, ça montre que les 

nanobiodétecteurs produisent une fluorescence suffisamment intense pour être détecté à 

l’échelle nanométrique. Ils pourraient être efficacement utilisés avec n’importe quelle autre 

technologie d’imagerie à forte résolution, notamment la microscopie confocale (292).  

 

3.3.4. Conclusion 

La détection de nanodomaines calciques intracellulaires présente un défi expérimental. 

Cette détection nécessite une concentration et une immobilisation de l’indicateur de Ca
2+

 aux 

sites des nanodomaines calciques. Avec les indicateurs de Ca
2+

 conventionnels, il est difficile 

de remplir ces conditions. 

 Nous avons mis au point des FRET-nanobiodétecteurs de Ca
2+

 dotés des propriétés de 

pénétrer dans la cellule et de concentrer localement l’indicateur de Ca
2+

. Les 

nanobiodétecteurs sont constitués d’un QD recouvert de molécules de l’indicateur de Ca
2+

 

(CaRuby) et du CPP (HadUF1-11), dans un rapport de 1 : 10 : 10, respectivement. Les 

nanobiodétecteurs ont montré leur efficacité de détecter les nanodomaines du Ca
2+

 

cytosolique. Cependant, le signal était faible. Le signal pourrait être amélioré en utilisant une 

variété de CaRuby de faible affinité, ce qui augmenterait le rapport signal/bruit de fond.  

Par ailleurs, une fonctionnalisation supplémentaire, notamment par des anticorps spécifiques 

des canaux Ca
2+

, permettrait leur immobilisation aux sites de nanodomines de Ca
2+

 d’intérêt.  
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4. DISCUSSION GENERALE 

La MCa est le premier exemple d’une toxine animale repliée / oxydée doté 

d’excellentes propriétés de CPP. Elle délivre dans les cellules divers types de cargaisons (16, 

18, 61, 279, 280); elle pénètre dans les cellules à de très faibles concentrations; elle est peu 

toxique; elle a une remarquable stabilité (16). Toutes ces propriétés font de la MCa un CPP 

prometteur pour des applications de délivrance intracellulaire de macromolécules ou 

nanoparticules d’intérêts expérimentaux, diagnostiques, ou thérapeutiques. Cependant, 

l’activité pharmacologique de la MCa sur les canaux RyRs entrainant le relargage du Ca
2+ 

stocké dans le RS (réticulum sarcoplasmique) vers
 
le cytosol, est indésirable dans la plupart 

d’applications envisageables, particulièrement in vivo. Même si les différentes évaluations de 

la cytotoxicité de la MCa réalisées  sur des cultures cellulaires n’ont pas jusqu’à présent 

montré de cytotoxicité signifie de la MCa, fort probablement du fait de la faible expression 

des canaux RyRs par les cellules utilisées, son utilisation in vivo, occasionnerait des effets 

indésirables importants (60). Pour une utilisation in vivo, la MCa a donc été débarrassée de 

son activité pharmacologique. Différentes stratégies ont été utilisées avec succès : des 

mutations ponctuelles, notamment la mutation R24A (273, 274); la synthèse du peptide au 

moyen des acides aminés énantiomères D (16); et la suppression des ponts disulfures 

intramoléculaires par le remplacement des résidus cystéines par l’acides 2-amino butyrique 

(Abu) conduisant à un peptide linéaire (18). La suppression des ponts disulfures fut en plus 

une stratégie d’optimisation de la MCa en rapport avec sa production et utilisation. La 

présence de trois ponts disulfures dans la molécule nécessite des étapes de 

repliement/oxydation du peptide au cours de la synthèse. Il est difficile de réussir un 

repliement correct, c’est-à-dire identique à celui de la MCa native, surtout en présence d’une 

cystéine supplémentaire réservée au greffage de la cargaison. Le rendement du processus est 

donc faible, ce qui se traduit par un coup de production élevé. Par ailleurs, la présence de six 

résidus cystéines intramoléculaires complique le greffage de la cargaison, si le greffage est 

envisagé d’être réalisé au moyen d’une cystéine supplémentaire (une 7
ème

 cystéine). En effet, 

la cargaison pouvant bien se greffer aussi bien à la cystéine supplémentaire qu’aux cystéines 

intramoléculaires, il est difficile de contrôler le site de fixation da la cargaison. Or il a été 

montré que le site de greffage d’une cargaison sur un CPP influe sur l’efficacité de 

pénétration cellulaire (297). Nos travaux ont montré une légère différence de pénétration 

cellulaire entre la MCa portant la cargaison (Cy5-C) en N-ter (Cy5-C-MCaUF1-33) et celle 
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portant la cargaison en C-Ter (MCaUF1-33-C-Cy5) (Fig.1.D-Chap. 3.1.2), mais la différence 

pourrait être très significative avec la cargaison en position latérale du peptide, c’est à dire 

greffée sur une cystéine au milieu de la chaîne peptidique (297). Le remplacement des 

cystéines internes par l’Abu a permis d’éliminer ces obstacles.  

Le coup de production de la MCa est également exacerbé par la taille du peptide. Composée 

de 33 résidus acides aminés, la MCa native est relativement plus longue que les CPPs 

couramment utilisés tels que la TAT composé de 13 résidus ou la pénétratine composé de 16 

résidus. Il s’est donc avéré nécessaire de réduire la taille du peptide.  

 Dans ce travail, nous avons poursuivi l’optimisation du vecteur MCa pour le rendre 

plus simple plus économique à produire par la réduction de sa taille et améliorer ses 

performances. Par la délétion de la MCa linéaire complète (MCaUF1-33), nous avons obtenus 

12 nouveaux excellents CPPs plus courts et plus efficaces en pénétration cellulaire que la 

MCaUF1-33. Cependant, ces observations ont été faites seulement sur les cellules CHO. Pour 

une meilleure appréciation, l’évaluation devrait être étendue sur plusieurs types cellulaires. 

Les analogues MCaUF1-9, MCaUF14-25, MCaUF18-33-C, et MCaUF1-20-C se sont démarqués par 

leur remarquable efficacité. Cependant, l’accumulation en forte quantité de la MCaUF14-25, la 

MCaUF18-33, et la MCaUF1-20 est observée lorsque les peptides sont utilisés à de fortes 

concentrations,  10 µM. Même si à 10 µM ces peptides n’ont pas montré de forte 

cytotoxicité sur les cellules CHO (environ 20 % de cytotoxicité), ils pourraient être toxiques 

sur d’autres types cellulaires. La MCaUF1-9 présente de meilleures perspectives en termes 

d’applications. Elle est la plus efficace en pénétration cellulaire à des concentrations 

extracellulaires ≤ 1 µM, concentrations présentant moins de risque de cytotoxicité et 

évidemment plus économiques.  

Cependant, il serait intéressant de savoir si les quantités de peptides internalisés 

observées sont suffisantes pour des applications envisageables, avant de procéder à cette 

application. Pour ce faire, il faudrait au moins déterminer la quantité ou la concentration 

intracellulaire du peptide internalisé afin de la comparer à la quantité intracellulaire nécessaire 

pour cette application (estimable connaissant la quantité nécessaire de la cargaison). Les 

techniques de mesures utilisées au cours des présents travaux ne permettent pas de faire une 

telle quantification. Nous avons marqué les peptides par un fluorochrome organique, la Cy5, 

et par la microscopie confocale et le FACS nous avons mesuré la fluorescence intracellulaire 

que nous avons exprimée en unité arbitraire (non standard). De telles mesures sont adaptées à 
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des évaluations qualitatives et comparatives, mais ne donnent pas de quantité absolue (ou 

concentration) du peptide internalisé. Contrairement à l’absorbance des fluorochromes qui se 

convertit en concentration du peptide marqué (dans ces travaux la concentration des peptides 

marqués par la Cy5 a été déterminée par la mesure de l’absorbance de la Cy5 par 

spectrophotométrie), la fluorescence ne permettrait pas une estimation correcte de la 

concentration du peptide car la fluorescence des fluorochromes se dissipent au cours du temps 

par photoblanchiement. L’estimation de la concentration intracellulaire des CPP-cargaisons 

nécessite donc le marquage des peptides par un marqueur stable rendant fidèlement compte 

des quantités internalisées. Le radiomarquage est une technique stable qui répond à cette 

exigence. Une technique efficace de mono-radiomarquage des CPPs par iode 125 a été 

récemment décrite; elle permet désormais de réaliser des analyses quantitatives précises de la 

distribution intracellulaire des CPPs (298). 

Les analogues de la MCa délétés pénètrent dans les cellules principalement de façon 

indépendante de l’endocytose, vraisemblablement par la translocation directe (Fig.5-

Chap.3.1.2, Fig.2-Chap.3.2.2). L’endocytose est la voie principale d’internalisation de la 

plupart des CPPs connus à ce jour (12). Cette voie de pénétration cause des problèmes de 

séquestration et dégradation des CPPs et leurs cargaisons dans les endosomes, ce qui rend 

difficile leur accès à des cibles cytoplasmiques ou nucléaires. Ce problème n’est pas rencontré 

si la pénétration cellulaire se fait par la translocation directe qui consiste à traverser la 

membrane plasmique directement sans passer par les endosomes. 

Cependant, la macropinocytose contribue partiellement à la pénétration cellulaire de la plupart 

de ces analogues délétés (Fig.5-Chap.3.1.2, Fig.2-Chap.3.2.2). Ceci a été également observé 

avec la MCa native et ses analogues non délétés (16, 278). I apparaît donc qu’en règle 

générale, les CPPs pénètrent dans la cellule de façon concomitante par la translocation directe 

et par l’endocytose. Il semble que tout peptide qui se fixe sur la surface cellulaire à travers, 

notamment, des interactions avec les protéoglycanes ou les phospholipides, entre dans le 

processus d’internalisation par endocytose. Si en plus, le peptide est un CPP, il s’engage 

également dans un processus d’internalisation par la translocation directe. L’aboutissement de 

chaque processus, et donc sa contribution dans l’internalisation du peptide, dépendrait des 

propriétés intrinsèques du CPP et des conditions expérimentales.  

Parmi les propriétés intrinsèques du CPP, figurerait la taille de la chaîne peptidique. Les CPPs 

courts entreraient plus facilement par la translocation directe, et par conséquent auraient les 
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meilleures performances en pénétration cellulaire que les CPPs longs. Cela expliquerait les 

meilleures performances des analogues de la MCa délétés comparativement à la MCa linéaire 

non délétée (MCaUF1-33) (Fig.2.B & C-Chap.3.1.2). Par ailleurs, une étude antérieure avait 

montré une meilleure efficacité de la MCa native comparativement à la MCa linéaire non 

délétée (18). Cela s’expliquerait, du moins partiellement, par le repliement de la MCa native 

qui la rend plus compacte (donc plus courte) que la MCa linéaire non délétée. Ceci suggère 

que le repliement des analogues de la MCa délétés pourrait améliorer leur efficacité de 

pénétration cellulaire. 

Pour les conditions expérimentales, on note notamment, l’impact du type cellulaire. Par 

exemple, les présents travaux ont montré que la MCaUF1-9-Cy5 pénètre dans les cellules CHO 

par une voie complètement indépendante de la macropinocyotose (Fig.5-Chap.3.1.2); et dans 

les cellules F98, la macropinocytose contribue à sa pénétration à hauteur d’environ 25 % 

(Fig.2-Chap.3.2.2). 

La MCaUF1-9, mais également la MCaUF11-33 et l’ HadUF3-11 ont montré la propriété de 

persistance intracellulaire. Au bout de 34 heures, plus de 20 % de leur quantité initialement 

internalisée sont toujours observés dans les cellules F98 (Fig.5.C&D-Chap.3.2.2). Il serait 

intéressant d’évaluer cette propriété également chez les autres analogues délétés, notamment 

ceux les plus prometteurs, notamment la MCaUF14-25, la MCaUF18-33, et la MCaUF1-20. Cette 

propriété de persistance intracellulaire pourrait être exploitée pour la rétention intracellulaire 

des médicaments dans les cellules qui ont développé une résistance par le rejet de 

médicaments. Cette propriété a déjà été démontrée avec les analogues non délétés de la MCa 

qui, couplés à des anticancéreux, ont permis leur rétention dans des cellules cancéreuses 

résistantes et de vaincre la résistance (61, 299). Par ailleurs, nos résultats montrent une 

accumulation intracellulaire sans saturation des analogues délétés de la MCa (Fig.6-

Chap.3.1.2). Cela suggère que des molécules thérapeutiques transportées par ces analogues 

pourraient s’accumuler dans la cellule jusqu’à atteindre des concentrations nécessaires pour 

leur efficacité. 

Cependant, les résultats obtenus in vitro (ou in situ) ne sont pas directement 

transposables in vivo. L’utilisation in vivo nécessiterait d’autres optimisations. 

L’un des problèmes qui se poseraient in vivo est la stabilité des CPPs. In vivo les CPPs 

seraient plus en contact avec les enzymes et peuvent donc être plus facilement digérés, ce qui 

limiterait leur durée de circulation dans l’organisme. Dans les travaux antérieurs, il a été 
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conçu un analogue de la MCa, la D-MCa totalement insensible à la digestion enzymatique 

(16). L’analogue est composé d’acides aminés énantiomères D, méconnus par les organismes 

vivants; les organismes vivants ne contiennent et ne reconnaissent naturellement que des 

acides aminés énantiomères L. De la même manière, il serait intéressant de concevoir des 

isomères D des analogues de la MCa délétés pour optimiser leur stabilité in vivo.  

Un autre problème pouvant être rencontré spécialement pour des applications de délivrance de 

médicaments dans les cellules cérébrales, notamment les cellules gliales, est la difficulté de 

franchir la barrière hémato-encéphalique (BHE). La BHE est le principal obstacle au 

développement de médicaments agissant sur le cerveau. En effet, la plupart de molécules sont 

incapables de traverser cette barrière et accéder au cerveau. L’utilisation des QDs pourrait 

permettre au complexe CPP-médicament de traverser la BHE. Il a été montré que les QDs 

fonctionnalisés par la transferrine traversent la BHE par le mécanisme de transcytose après 

s’être liés aux récepteurs de la transferrine abondamment présents à la surface des cellules 

endothéliales de la BHE (300). Le complexe CPP-médicament serait greffé, de préférence par 

pont disulfure, au QD fonctionnalisé par la transferrine. Le QD transporterait le CPP-

cargaison à travers la BHE, et ensuite, grâce au CPP tout le complexe (QD-CPP-médicament) 

pénétrerait dans les cellules gliales. Dans les cellules gliales, l’environnement réducteur du 

cytosol romprait le pont disulfure, dissociant ainsi le QD et le complexe CPP-médicament. 

Ceci préviendrait l’encombrement stérique par le QD qui pourrait gêner l’activité du 

médicament. 

 

5. CONCLUSION GENERALE 

La MCa est une toxine issue du venin de scorpion, dotée d’excellentes propriétés de 

pénétration cellulaire. Pour son utilisation en qualité de vecteur, surtout in vivo, la MCa a subi 

des optimisations. Pour ce faire, l’activité pharmacologique et les ponts disulfures du peptide 

ont été supprimés au cours des travaux antérieurs à notre thèse. Au cours de notre thèse, nous 

avons d’une part, poursuivi les optimisations en réduisant la taille du peptide, et d’autre part, 

dans le cadre du développement des applications, nous avons démontré l’efficacité d’un CPP 

analogue de la MCa à délivrer des nanobiodétecteurs dans les cellules. 

Douze nouveaux CPPs, analogues de la MCa de courte taille ont été obtenus. Ils ont 

tous manifesté d’excellentes propriétés de pénétration cellulaire. En plus, ils ont une faible 
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cytotoxicité; ils pénètrent dans la cellule essentiellement par une voie indépendante de la 

macropinocytose, vraisemblablement la translocation directe; ils sont pharmacologiquement 

inertes. Ils pourraient servir pour différentes applications selon des besoins spécifiques. 

 Parmi les douze analogues, la MCaUF1-9 présente de meilleures perspectives d’avenir. 

Elle est la plus efficace à de faibles concentrations extracellulaires; elle a la taille la plus 

courte. Par ailleurs, elle est plus efficace que les CPPs usuels, la Tat, la pénétratine, et la 

polyarginine. En plus, sa pénétration cellulaire est meilleure en milieu acide; de ce fait, elle 

pourrait être utilisée pour un ciblage des cellules cancéreuses, notamment celles des gliomas, 

qui évoluent dans un environnement acide. La MCaUF1-9 a également montré une longue 

persistance intracellulaire qui pourrait être exploitée pour la rétention des médicaments dans 

les cellules qui ont développé une résistance par rejet de médicaments. 

Les domaines hydrophobes des autres peptides de la famille des calcines se sont 

également révélés d’excellents CPPs. Parmi eux, l’HadUF1-11 s’est avéré le plus efficace; 

meilleur que la MCaUF1-9. Cependant, sa supériorité devrait être confirmée ou infirmée par une 

caractérisation approfondie prenant en compte différents critères d’évaluation des CPPs, 

notamment le mode de pénétration cellulaire et la cytotoxicité. 

Compte tenu de son excellente efficacité, l’HadUF1-11 a été utilisé dans l’application de 

vectorisation des nanobiodétecteurs du Ca
2+

 cytosolique. L’HadUF1-11 a efficacement délivré 

les nanobiodétecteurs dans les cellules, et les nanobiodétecteurs délivrés ont montré 

l’efficacité de visualiser les nanodomaines du Ca
2+

 cytosolique. 

Globalement, les peptides de la famille des calcines apparaissent spécialisés pour la 

pénétration cellulaire ; ils constituent une source quasi inépuisable de CPPs. Cela a 

particulièrement été démontré par la MCa qui, ayant la propriété de pénétration cellulaire 

distribuée tout le long de sa séquence, a généré plusieurs CPPs par délétion. Les analogues de 

la MCa (tous les CPPs de la famille des calcines) promettent un bon avenir. En effet, 

beaucoup de phénomènes intracellulaires restent à être élucidés, et ceux qui l’ont déjà été 

montrent la possibilité du développement des stratégies thérapeutiques ou diagnostiques ayant 

des cibles intracellulaires. L’étude de ces phénomènes et le développement de ces stratégies 

auront besoin des CPPs pour accéder au milieu intracellulaire. Les CPPs analogues de la MCa 

qui à ce jour apparaissent les plus efficaces, seront sans doute les mieux indiqués pour les 

différentes applications.   
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ANNEXE 

En plus des travaux sur la MCa, j’ai été également impliqué dans les travaux sur la sous-unité 

4 du canal calcique qui ont abouti à la présente publication. 
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