
HAL Id: tel-01717788
https://theses.hal.science/tel-01717788

Submitted on 26 Feb 2018

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Premières toxines Kunitz antagonistes du récepteur de
type 2 à la vasopressine : étude pharmacodynamique et

relations structure-activité
Laura Droctove

To cite this version:
Laura Droctove. Premières toxines Kunitz antagonistes du récepteur de type 2 à la vasopressine :
étude pharmacodynamique et relations structure-activité. Biochimie, Biologie Moléculaire. Université
Paris-Saclay, 2018. Français. �NNT : 2018SACLS009�. �tel-01717788�

https://theses.hal.science/tel-01717788
https://hal.archives-ouvertes.fr


 

Premières toxines Kunitz 
antagonistes du récepteur de type 2 à 

la vasopressine : étude 
pharmacodynamique et relations 

structure-activité 
 
 

Thèse de doctorat de l'Université Paris-Saclay 
préparée à l’Université Paris-Sud 

 
 

École doctorale n°569 
Innovation thérapeutique : du fondamental à l’appliqué 

 
Spécialité de doctorat : 

Ingénierie des protéines et cibles thérapeutiques 

 
 

Thèse présentée et soutenue à Gif-sur-Yvette, le 12 janvier 2018, par 

 

Laura Droctové 
 

Composition du Jury : 
 
M. Gilles Guillon      Rapporteur 
Directeur de recherche émérite, CNRS (IGF) 

M. Denis Morin       Rapporteur 
PUPH, CHU Montpellier 

M. Philippe Bulet      Examinateur 
Directeur opérationnel, Biopark d’Archamp 

Mme Catherine Llorens-Cortes     Examinatrice 
Directrice de recherche, Collège de France (U1050, CIRB) 

M. Philippe Minard      Président du jury 
Professeur, Université Paris-Sud (I2BC) 

M. Nicolas Gilles      Directeur de thèse 
Chercheur, CEA Saclay (SIMOPRO) 
 

N
N

T
 :

 2
0

1
8

S
A

C
L
S

0
0
9
 

d
fj
2
2
2

2
2
2

2
0
1

8
S

A
C

L
S

0
0

9
 2

0
1
7

S
A

C
L

E
0
3

5
 



 

 

 

  



 

 

 

Remerciements 
 

Je remercie tout d’abord les membres du jury pour avoir accepté d’évaluer mes 

travaux et me faire l’honneur de leur expertise dans les nombreux domaines auxquels 

touche cette thèse. 

 

Un grand merci à Nicolas Gilles pour m’avoir fait confiance dès le début, avant 

même d’avoir trouvé les financements de thèse. Merci pour son accompagnement et sa 

disponibilité. Son optimisme à toute épreuve a été une grande source de motivation. 

 

Je tiens à remercier Denis Servent pour m’avoir accueillie dans son équipe et avoir 

soutenu mon travail tout au long de ces trois années. 

 

Lorsque je suis arrivée au laboratoire, beaucoup de personnes avaient déjà travaillé 

sur la mambaquarétine. Parmi elles, Justyna Ciolek et Chrystelle Carvalho ont été d’une 

aide précieuse pour m’aider à m’imprégner du sujet et me former sur plusieurs techniques. 

Je les en remercie grandement. 

 

Un immense merci à Manon Lancien qui s’est beaucoup investie dans le sujet et 

grâce à qui les nombreux résultats d’expérimentation animale ont pu être obtenus. 

 

Mes remerciements vont ensuite à nos collaborateurs de l’IGF à Montpellier, 

Christiane Mendre et Bernard Mouillac, qui m’ont accueillie à plusieurs reprises dans leur 

laboratoire. Leur expertise sur la partie récepteur vasopressine a été précieuse dans 

l’avancée de mes travaux. Un grand merci à Christiane qui m’a encadrée pour réaliser une 

partie des expériences de fonction. 

 

Toujours à Montpellier, l’équipe de Nicolas Floquet, à l’IBMM, a réalisé un 

impressionnant travail de modélisation, qui a été un support précieux pour nos analyses 

d’interactions moléculaires. Je leur adresse mes sincères remerciements. 

 

Enfin, de nombreuses personnes ont participé de plus ou moins loin à ce sujet : 

Pascal Kessler et Gilles Mourier pour la chimie des peptides, Loïc Quinton pour le 

séquençage et la spectrométrie de masse, Bernard Maillère pour l’immunogénicité, 

Ricardo de la Vega et Guillaume Blanchet pour la phylogénie, Jean-Charles Robillard pour 

l’animalerie. Je remercie également Philippe Robin pour toutes ces réponses à mes (très) 

nombreuses questions en biologie moléculaire et en culture cellulaire. 

 

Mille mercis à Marion Houot, ma biostatisticienne préférée, pour avoir eu la 

patience de m’expliquer comment faire une analyse statistique correcte, pour avoir pris le 

temps de se pencher sur mes résultats et pour son amitié statistiquement très significative 

(modèle qui tend vers l’infini). 

 



 

 

 

Sans les citer par peur d’en oublier, je pense aussi aux nombreux stagiaires, 

techniciens et ingénieurs qui ont travaillé ponctuellement sur le sujet et ainsi apporté leur 

contribution à son avancée. 

 

Pour travailler dans de bonnes conditions, il est primordial d’être bien entouré. Je 

remercie chaleureusement tous mes collègues, actuels et anciens, statutaires, doctorants, 

post-docs, ingénieurs et techniciens, à l’étage et en-dessous, pour leur bonne humeur, 

leurs encouragements et leurs conseils. C’était un plaisir de venir vous retrouver tous les 

jours. Merci à mes collègues de « galère » : Cécile, Bakhos, Nassim, Livia, Aurélien, 

Marcela et Steve, avec lesquels nous pouvions partager nos expériences respectives de 

thèse. Une pensée particulière pour Tânia Gonçalves, ma très chouette « co-bureau ». Je lui 

souhaite le meilleur pour la fin de sa thèse et l’après. 

 

S’il est important d’être bien entouré au travail, l’être en dehors l’est encore 

davantage. En premier lieu, je pense à mes colocs qui ont été absolument parfaits pour me 

changer les idées en fin de journée : Anaïz, Bertrand, Florent et Paul. Également mes amis 

rencontrés à l’orchestre : Dominique, Adé et tous les autres. Enfin, le petit groupe des 

ensaïens qui m’ont très bien accueillie. Et puis bien sûr, les amis de toujours, tout aussi 

présents malgré la distance. Merci à ceux qui ont accepté de relire ma thèse (bien que ça 

vous semblait assez incompréhensible...) : Carlotta, Sylvain, Anne et Claudie, Marinouch 

et mes parents. 

 

Pour terminer, je remercie ma famille pour son soutien indéfectible tout au long de 

mes études (et ce fut long !!) et ma famille d’adoption pour leur présence à mes côtés dans 

ma vie parisienne. 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
À tous les rats qui ont participé aux 

travaux présentés dans cette thèse, bien malgré eux. 
  



 

 

 

  



 

 

 

Liste des abréviations 
 

3H-AVP vasopressine tritiée 

AC  adénylate cyclase 

ACN  acétonitrile 

ADA  anticorps anti-médicament (anti-drug antibody) 

ALAT  alanine amino-transaminase 

AMPc  adénosine monophosphate cyclique 

AQP2  aquaporine de type 2 

ARA  antagoniste du récepteur à l’angiotensine 

ASAT  aspartate amino-transaminase 

ASMR  amélioration du service médical rendu 

ATP  adénosine triphosphate 

AVP  arginine-vasopressine 

BF  liaison sur les filtres (blank filter) 

BLAST  outil de recherche basique d’alignement local (basic local alignment search 

tool) 

BPTI inhibiteur pancréatique bovin de la trypsine (bovine pancreatic trypsine 

inhibitor) 

BS  liaison (binding) spécifique 

BSA  albumine sérique bovine 

BT  liaison (binding) totale 

CBR  récepteur cannabinoïde 

CD  dichroïsme circulaire 

CFTR régulateur de la conductance transmembranaire de la fibrose kystique 

(cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) 

CHO  cellules ovariennes de hamster chinois 

CPM  coup par minute 

CV  volume de la colonne 

DFG  débit de filtration glomérulaire 

DMEM milieu Eagle modifié de Dulbecco 

DPM  désintégration par minute 

DO  densité optique 

Dtx  dendrotoxine 

DU  débit urinaire 

EC80  concentration d’agoniste nécessaire pour obtenir 80 % de la réponse totale 

ECL  boucle extracellulaire (extracellular loop) 

EDTA  acide éthylène diamine tétra-acétique 

EGF  facteur de croissance épithélial 

EGFR  récepteur à l’EGF 

ELISA  test d'immuno-absorption enzymatique 

EMA  Agence Européenne du Médicament (European Medicines Agency) 



 

 

 

ERK kinase régulée par un signal extracellulaire (extracellular signal-regulated 

kinase), aussi appelée MAPK (mitogen-activated protein kinase) 

ET-1  endothéline de type 1 

ETBR  récepteur de type B à l’endothéline 

FC  fibrocystine 

FDA Agence Américaine des Produits Alimentaires et Médicamenteux (Food and 

Drug Administration) 

Fmoc  Fluorénylméthyloxycarbonyle 

FRET transfert d’énergie par résonnance de Förster (Förster resonnance energy 

transfer) 

FZD  récepteur frizzled 

G  sous-unité ou de la protéine G 

GDP  guanosine 5′-diphosphate 

GRK  kinase spécifique des RCPG 

GTP  guanosine 5′-triphosphate 

H8  hélice 8 des récepteurs 

HAS  Haute Autorité de Santé 

HEPES acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique 

HPLC  chromatographie liquide haute performance 

HTRF® fluorescence homogène résolue en temps (homogeneous time resolved 

fluorescence) 

IC50  concentration de ligand inhibant 50 % de la liaison du traceur 

ICL  boucle intracellulaire (intracellular loop) 

IEC  inhibiteur de l’enzyme de conversion 

IGF  facteur de croissance insulino-semblable (insulin-like growth factor) 

IGFR  récepteur à l’IGF 

IP  intrapéritonéal 

IP3  inositol-1,4,5-triphosphate 

Kd  constante de dissociation d’un complexe à l’équilibre 

Ki  constante d’inhibition 

Kv  canal potassique sensible au potentiel 

MEK  kinase de ERK 

MQ  mambaquarétine 

mTOR  protéine cible de la rapamycine des mammifères 

NS  liaison non spécifique 

OTR  récepteur à l’ocytocine 

PBS  tampon phosphate salin 

PC  polycystine 

PKRAD polykystose rénale autosomique dominante 

PKRAR polykystose rénale autosomique récessive 

PLA2  phospholipase de type A2 

ppm  partie par million 

RCPG  récepteur couplé aux protéines G 

RE  réticulum endoplasmique 



 

 

 

Rho  récepteur rhodopsine 

RMN  résonnance magnétique nucléaire 

SEM  erreur standard sur la moyenne 

SIADH syndrome de sécrétion inappropriée d’hormone antidiurétique 

SMO  récepteur smoothened 

SMR  service médical rendu 

SRA  système rénine-angiotensine 

t1/2  temps de demi-vie biologique 

TC  tube collecteur 

TCD  tube contourné distal 

TCP  tube contourné proximal 

TEMPO Efficacité et sécurité d’emploi du tolvaptan dans la prise en charge de la 

polykystose rénale autosomique dominante et résultats (Tolvaptan Efficacy 

and Safety in Management of Autosomal Dominant Polycystic Kidney 

Disease and its Outcomes) 

TFA  acide triluoroacétique 

TM  segment transmembranaire 

UV  ultraviolet 

VR  récepteur à la vasopressine 

VRT  volume rénal total 

  



 

 

 

 

  



 

 

 

Liste des figures 
 

Figure 1 – Estimation du nombre de toxines peptidiques par espèce venimeuse 

Figure 2 – Diversité des structures peptidiques tertiaires dans les venins 

Figure 3 – Convergence des sites d’activité des toxines animales 

Figure 4 – Restriction et recrutement des gènes 

Figure 5 – Structure du BPTI 

Figure 6 – Structure cristallographique de l’-dendrotoxine 

Figure 7 – Dendrogramme des RCPG humains et quelques structures cristallographiques 

résolues 

Figure 8 – Diversité structurale de ECL2 chez les récepteurs Rhodopsine 
Figure 9 – Modélisation de la rupture de la liaison entre TM3 (Arg3.50) et TM6 (Glu6.30) 

suite à l’activation du récepteur 2AR 

Figure 10 – Cycle d’activation de la protéine G 

Figure 11 – Interaction de la protéine G avec un RCPG et modifications 

conformationnelles de la sous-unité G 

Figure 12 – Structure du néphron chez l’humain 

Figure 13 – Transport actif couplé au Na+ dans le tubule rénal 

Figure 14 – Réabsorption et sécrétion tubulaire 

Figure 15 – Cycle cellulaire de l’aquaporine 2 

Figure 16 – Structure d’un cil primaire 

Figure 17 – Formation des kystes suite à la survenue d’une deuxième mutation 

Figure 18 – Voies de signalisation régulant la prolifération cellulaire dans les cellules 

épithéliales du tube collecteur 

Figure 19 – Sécrétion de liquides dans les kystes 

Figure 20 – Principaux mécanismes pathologiques impliqués dans la PKRAD et cibles 

thérapeutiques envisagées 

Figure 21 – Structures cristallographiques de MQ-1 et du variant Asn15Lys/Gly16Ala 

Figure 22 – Versatilité de l’activité de MQ-1 sur différentes cibles en fonction de sa 

séquence 

Figure 23 – Déplacement parallèle vers la droite des courbes d’activation de V2R par la 

vasopressine en présence de concentrations croissantes de MQ-1 

Figure 24 – Effet aquarétique suite une injection IP quotidienne pendant six jours de MQ-

1 à différentes doses 

Figure 25 – Effet aquarétique suite une injection IP quotidienne pendant 99 jours de MQ-1 

à 0,1 µmol/kg 

Figure 26 – Effet bénéfique de MQ-1 sur la progression des kystes rénaux 

Figure 27 – Débit et osmolalité urinaires sur 24 h après une injection IP unique de MQ-1 à 

différentes doses 

Figure 28 – Débit et osmolalité urinaires au cours des 24 h suivant une injection IP unique 

de MQ-1 à différentes doses 

Figure 29 – Débit et osmolalité urinaires suivant une injection IP unique de MQ-1 à 

différentes doses au-delà de 24 h 



 

 

 

Figure 30 – Modélisation de la décroissance du débit urinaire en fonction du temps après 

une injection IP unique de MQ-1 à différentes doses 

Figure 31 – Débit et osmolalité urinaires par jour après une injection IP quotidienne de 

MQ-1 à 0,003 µmol/kg 

Figure 32 – Débit et osmolalité urinaires les quatre premières heures suivant une injection 

IP quotidienne de MQ-1 à 0,003 µmol/kg pendant cinq jours 

Figure 33 – Arbre phylogénétique des toxines Kunitz proches de MQ-1 

Figure 34 – Dichroïsme circulaire des toxines synthétiques 

Figure 35 – Liaison de l’AVP tritié sur des membranes de CHO-hV2R en présence de 

toxines synthétiques ou naturelles 

Figure 36 –Production d’AMPc en présence d’AVP dans des cellules CHO-hV2R 

Figure 37 – Production d’AMPc par les cellules CHO-hV2R stimulées par 1,77 nM d’AVP 

en présence de toxines synthétiques ou naturelles 

Figure 38 – Comparaison des structures tertiaires modélisées des nouvelles toxines actives 

sur V2R avec la structure cristallographique de MQ-1 

Figure 39 – Débit et osmolalité urinaires sur les vingt-quatre heures après une injection IP 

unique de toxine 

Figure 40 – Alignements de séquences des toxines Kunitz 

Figure 41 – Dichroïsme circulaire des variants synthétiques de MQ-1 

Figure 42 – Alignement de séquences des toxines dont l’affinité a été testée sur V2R 

Figure 43 – Liaison de l’AVP tritié sur des membranes de CHO-hV2R en présence des 

variants synthétiques de MQ-1 

Figure 44 – Résidus mutés sur MQ-1 pour les tests de liaison sur V2R 

Figure 45 – Modèles 1 et 2 du complexe MQ-1-V2R 

Figure 46 – Cœur hydrophobe autour de la boucle 1 de MQ-1 selon les modèles 1et 2 

Figure 47 – Complémentarité ionique entre MQ-1 et V2R selon les modèles 1 et 2 

Figure 48 – Modèles 3 et 4 du complexe MQ-1-V2R 

Figure 49 – Cœur hydrophobe autour de la boucle 1 de MQ-1 selon les modèles 3 et 4 

Figure 50 – Complémentarité ionique entre MQ-1 et V2R selon les modèles 3 et 4 

Figure 51 – Titrage des anticorps anti-MQ-1 dans le sérum des souris C57BL/6 immunisées 

sans adjuvant 

Figure 52 – Estimation du nombre de lymphocytes T CD4 préexistant spécifiques pour 

KLH, -MVIIA et MQ-1 en nombre de cellules par million 

Figure 53 – Inhibition de la production basale d’AMPc par MQ-1 dans des cellules CHO-

hV2R surexprimant le récepteur 

Figure 54 – Exemple du fractionnement du venin de Dendroaspis viridis 
Figure 55 – Schéma de la synthèse chimique d’un peptide en phase solide 

Figure 56 – Schéma de principe du dichroïsme circulaire 

Figure 57 – Caractérisation d’un lot de préparation membranes 

Figure 58 – Schéma de FRET 

Figure 59 – Décroissance de la fluorescence dans le temps 

Figure 60 – Principe de la quantification de l’AMPc produit par la cellule par compétition 

de liaison 

  



 

 

 

Liste des tableaux 
 

Tableau 1 – Nature des acides aminés aux positions P1 et P′1 de différentes toxines Kunitz 

et activité associée 

Tableau 2 – Classification des stades d’évolution de la maladie rénale chronique 

Tableau 3 – Paramètres urinaires sur 24 h suivant une injection IP unique de MQ-1 à 

différentes doses 

Tableau 4 – Paramètres urinaires par jour après une injection unique de MQ-1 au-delà de 

24 h 

Tableau 5 – Paramètres urinaires par jour après une injection IP quotidienne de MQ-1 à 

0,003 µmol/kg 

Tableau 6 – Nouvelles toxines de mambas affines pour V2R 

Tableau 7 – Masse, séquence et similarité de séquence avec MQ-1 des toxines Kunitz 

testées sur V2R 

Tableau 8 – Affinité des toxines synthétiques ou des fractions naturelles sur V2R 

Tableau 9 – Activité des toxines synthétiques ou des fractions naturelles sur V2R 

Tableau 10 – Paramètres urinaires sur 24 h suivant une injection IP unique de toxine 

Tableau 11 – Activité des variants synthétiques de MQ-1 sur V2R 



 

 

 

 



15 

SOMMAIRE 

INTRODUCTION .................................................................................................... 19 

I. Les protéines à structure Kunitz dans les toxines animales .................................... 20 

 Généralités sur les toxines .............................................................................. 20 

1) Organisation structurale des toxines .............................................................. 21 

2) Activité biologique des toxines ...................................................................... 22 

3) Toxines et récepteurs couplés aux protéines G ............................................. 24 

 Les toxines Kunitz ........................................................................................... 24 

1) Phylogénie des toxines Kunitz ....................................................................... 24 

2) Structure canonique des peptides Kunitz ...................................................... 26 

3) Principales activités des peptides Kunitz ....................................................... 27 

4) Utilisation thérapeutique des peptides Kunitz .............................................. 30 

II. Les récepteurs couplés aux protéines G ................................................................ 31 

 Structure des RCPG......................................................................................... 31 

1) Classification ................................................................................................... 31 

2) Description moléculaire du fonctionnement des RCPG Rhodopsine .......... 33 

 Signalisation intracellulaire des RCPG .......................................................... 38 

1) Cycle de désensibilisation et internalisation ................................................. 38 

2) Signalisation dépendante des protéines G ..................................................... 39 

3) Signalisation indépendante des protéines G .................................................. 39 

 Le récepteur de type 2 à la vasopressine ........................................................ 39 

1) La vasopressine ................................................................................................ 40 

2) Localisation et fonctions de V2R ................................................................... 40 

3) Signalisation différentielle induite par V2R .................................................. 41 

4) Organisation structurale de V2R .................................................................... 42 

III. Les polykystoses rénales ..................................................................................... 43 

 Description anatomique et physiologique des reins ...................................... 43 

1) Description générale ....................................................................................... 44 

2) Le néphron, unité fonctionnelle du rein ....................................................... 44 

3) Physiologie rénale ........................................................................................... 45 

 Description des cellules principales du tube collecteur ................................ 48 

1) Régulation de l’osmolarité .............................................................................. 48 

2) Fonction ciliaire .............................................................................................. 50 

 Physiopathologie des polykystoses rénales .................................................... 53 

1) Génétique ........................................................................................................ 53 

2) Épidémiologie .................................................................................................. 54 

3) Dysfonctionnements cellulaires ..................................................................... 55 

4) Évolution clinique ........................................................................................... 57 

 Axes thérapeutiques des polykystoses rénales ............................................... 59 

1) Axes thérapeutiques envisagés ....................................................................... 59 



SOMMAIRE 

16 

2) Stratégies thérapeutiques actuellement appliquées ...................................... 62 

IV. La mambaquarétine-1 ......................................................................................... 65 

 Caractérisation pharmacologique de MQ-1 ................................................... 65 

 Effet de MQ-1 sur un modèle murin de polykystose rénale ......................... 68 

OBJECTIFS ............................................................................................................... 71 

RESULTATS ET DISCUSSION ................................................................................. 75 

I. Exploration pharmacodynamique de la mambaquarétine-1 .................................. 76 

 Relation dose-activité d’une injection unique ............................................... 76 

1) Effet sur 24 heures .......................................................................................... 77 

2) Effet au-delà de 24 heures .............................................................................. 80 

 Administration répétée ................................................................................... 82 

II. Découverte de nouvelles toxines aquarétiques ..................................................... 85 

 Criblage des venins des autres Dendroaspis................................................... 85 

 Arbre phylogénétique ..................................................................................... 87 

 Découvertes de nouvelles toxines inhibitrices de V2R ................................. 88 

 Caractérisation pharmacologique des toxines actives sur V2R ..................... 89 

1) Synthèse chimique des toxines ....................................................................... 89 

2) Affinité pour V2R ........................................................................................... 90 

3) Caractérisation fonctionnelle in vitro............................................................ 92 

4) Modélisation de la structure tertiaire des nouvelles toxines aquarétiques .. 93 

5) Caractérisation fonctionnelle in vivo ............................................................ 94 

III. Exploration du pharmacophore de la mambaquarétine-1 ................................... 98 

 Étude comparative des séquences................................................................... 98 

1) Description des séquences Kunitz naturelles ................................................ 98 

2) Choix des variants ......................................................................................... 100 

3) Affinité des variants synthétiques de MQ-1 pour V2R et corrélation avec 

l’affinité des variants naturels ....................................................................................... 101 

 Modèles d’interaction entre MQ-1 et V2R .................................................. 105 

1) Modèles 1 et 2 ............................................................................................... 105 

2) Modèles 3 et 4 ............................................................................................... 108 

 Comparaison entre données expérimentales et modélisation .................... 110 

IV. Développement thérapeutique de la mambaquarétine-1 .................................. 111 

 Place du tolvaptan dans le traitement des PKRAD en France .................... 112 

 Point de vue industriel autour du développement thérapeutique de la 

mambaquarétine-1 ............................................................................................................ 112 

 Études complémentaires de la mambaquarétine-1 pour son développement 

thérapeutique..................................................................................................................... 114 

1) Immunogénicité de MQ-1 ............................................................................ 114 



SOMMAIRE 

17 

2) Voie d’administration ................................................................................... 116 

3) MQ-1, agoniste inverse de V2R ................................................................... 117 

CONCLUSION ET PERSPECTIVES ....................................................................... 119 

I. Effet et devenir in vivo de la mambaquarétine-1 chez le rat ............................... 120 

II. Initiation du développement thérapeutique de la mambaquarétine-1 ............... 122 

III. Découverte d’un groupe de toxines Kunitz antagonistes du récepteur de type 2 à 

la vasopressine ................................................................................................................... 123 

IV. Relations structure-activité de la mambaquarétine-1 sur le récepteur de type 2 à 

la vasopressine ................................................................................................................... 124 

V. Publications à venir ........................................................................................... 126 

MATERIEL ET METHODES .................................................................................. 127 

I. Production des toxines et variants ....................................................................... 128 

 Fractionnement des venins ........................................................................... 128 

 Synthèse des peptides .................................................................................... 129 

 Purification et repliement des peptides ....................................................... 131 

1) Conditions HPLC et contrôles ..................................................................... 131 

2) Oxydation des cystéines ............................................................................... 131 

3) Dichroïsme circulaire ................................................................................... 132 

II. Tests pharmacologiques ..................................................................................... 133 

 Culture cellulaire ........................................................................................... 133 

1) Conditions de cultures cellulaires ................................................................ 133 

2) Production de membranes ............................................................................ 134 

 Test de liaison ................................................................................................ 134 

1) Notions théoriques sur la liaison ligand-récepteur ..................................... 134 

2) Mode opératoire général des tests de liaison ............................................... 135 

3) Optimisation du test de liaison ..................................................................... 135 

4) Tests de compétition ..................................................................................... 136 

 Test de fonction ............................................................................................. 137 

1) Théorie du transfert d’énergie ...................................................................... 137 

2) Principe du test de fonction AMPc Cisbio .................................................. 139 

3) Courbe dose-réponse de la vasopressine ...................................................... 140 

4) Inhibition de la production d’AMPc............................................................ 140 

 Test d’immuno-absorption enzymatique ELISA ......................................... 141 

III. In vivo .............................................................................................................. 141 

 Conditions d’hébergement des animaux ...................................................... 142 



SOMMAIRE 

18 

 Préparation et administration des toxines ................................................... 142 

1) Chez les rats ................................................................................................... 142 

2) Chez les souris ............................................................................................... 142 

 Suivi des animaux .......................................................................................... 143 

1) Bien-être des animaux au cours des expériences ........................................ 143 

2) Évaluation de l’effet des toxines chez les rats.............................................. 143 

3) Prélèvements sanguins chez les souris ......................................................... 144 

IV. Analyse statistique ............................................................................................ 145 

BIBLIOGRAPHIE ................................................................................................... 147 

ANNEXE ................................................................................................................ 165 

  



 

INTRODUCTION 

  



INTRODUCTION 

20 

I. Les protéines à structure Kunitz dans les toxines 

animales 

 Généralités sur les toxines 

Il n’existe pas de définition officielle du mot « toxine ». Selon le contexte, une 

toxine peut désigner n’importe quelle substance ayant une activité toxique, c’est-à-dire 

néfaste pour la santé d’un être vivant. Le plus souvent, le terme peut être remplacé par 

biotoxine et fait alors référence à une substance d’origine biologique. Les toxines sont 

produites aussi bien par des organismes procaryotes (comme la toxine botulique produite 

par la bactérie Clostridium botulinum) qu’eucaryotes (par exemple la ricine produite par 

le ricin). Dans cette thèse, nous nous intéresserons aux toxines produites par des animaux 

venimeux. 

 

De tout temps, les venins ont à la fois fasciné et effrayé les êtres humains de par 

leur haute dangerosité, provenant parfois de tout petits animaux. Un venin peut se définir 

comme « une sécrétion produite par une glande spécialisée d’un animal et administrée à 

un autre animal par un système d’inoculation particulier, et qui contient des molécules 

interférant avec les processus physiologiques et biochimiques normaux de façon à faciliter 

l’alimentation ou la défense de l’animal qui la produit » (Casewell et al. 2013). En effet, les 

principales fonctions sont la prédation, comme c’est le cas chez les serpents, les scorpions 

ou les araignées, la défense, comme chez la plupart des poissons venimeux ou des insectes, 

et plus rarement la compétition intraspécifique, comme chez l’ornithorynque (combat 

entre mâles). Les venins sont des mélanges complexes de molécules de natures variées et à 

activités biologiques diverses pouvant compter jusqu’à 1000 composés différents. Ils 

comptent principalement des peptides, des protéines, des sels et des petites molécules 

organiques de type acides aminés, acides nucléiques et neurotransmetteurs. La 

dénomination de toxine fait généralement référence aux composés peptidiques de petite 

taille (inférieure à 100 résidus). La composition du venin est en lien avec sa fonction. Les 

venins défensifs sont souvent très conservés entre les espèces et leur effet est immédiat. 

Les venins prédateurs sont beaucoup plus complexes et agissent par des effets 

physiologiques variés. 

 

Si l’on prend l’ensemble des espèces animales venimeuses, autour des 170 000, et 

que l’on multiplie par les centaines de molécules différentes qu’elles produisent, la totalité 

des toxines uniques disponibles dans la nature peut être estimée à environ 40 millions 

(Figure 1). Cependant, seulement 5000 toxines sont actuellement caractérisées 

biologiquement. Il reste donc encore tout à découvrir du monde des toxines. 
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Figure 1 – Estimation du nombre de toxines peptidiques par espèce venimeuse. (Modifié 

d’après King 2011) 

1) Organisation structurale des toxines 

Malgré la haute diversité fonctionnelle des toxines dans les venins, il est intéressant 

de constater la redondance de leurs structures. En effet, la même structure protéique peut 

être retrouvée dans différentes espèces d’animaux venimeux et avoir évolué pour porter 

des activités biologiques différentes (Casewell et al. 2013). Il s’agit principalement de 

petites protéines compactes réticulées par un réseau de ponts disulfure1 (Figure 2). 

Peuvent être citées en exemples les toxines à repliement dit « trois doigts », qui existent 

exclusivement chez les serpents et portent de très nombreuses activités, ou les toxines 

dites « à nœud cystine inhibiteur » (inhibitory cystine knot), qui existent chez de 

nombreuses espèces et qui sont principalement actives sur les canaux ioniques (King 2011; 

Kessler et al. 2017). Le repliement confère aux toxines une importante stabilité dans le 

sang, une résistance aux protéases et une capacité à passer certaines barrières anatomiques, 

ce qui, dans l’optique d’un développement thérapeutique, sont des caractéristiques idéales. 

Par ailleurs, au sein d’une séquence, se distinguent les résidus structuraux et les résidus 

non structuraux. Ces derniers sont relativement variables, ce qui explique la grande 

diversité d’activités biologiques associées à un même repliement. 

 

 

 

 

 

 

                                                 
1 Pont disulfure : liaison covalente formée par oxydation entre deux atomes de 

soufre portés par les fonctions thiols (R-S-H) des cystéines. 
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Figure 2 – Diversité des structures peptidiques tertiaires dans les venins. Vert : hélice  ; bleu : 

feuillet  ; rouge : pont disulfure. (Modifié d’après King 2011) 

2) Activité biologique des toxines 

Les venins ont longtemps été étudiés pour leur effet général et l’étude de leur 

composition plus précise, et donc des toxines, date des années 1960. Nous pouvons citer les 

travaux précurseurs de Tamiya et Arai qui ont isolé deux toxines du serpent de mer 

Laticauda semifasciata en 1966 (Tamiya & Arai 1966). Puisque les venins sont caractérisés 

par leur toxicité, l’étude des toxines s’est faite par la recherche des composés responsables 

de cette toxicité. C’est ainsi que la grande majorité des toxines connues aujourd’hui 

affectent soit la fonction cardiovasculaire, soit la fonction neurologique. 

 

Les principales atteintes cardiovasculaires sont les troubles de la coagulation (hypo- 

ou hypercoagulation) par inhibition ou activation des différents facteurs de la coagulation, 

l’hypotension par induction d’une hypotension prolongée, ou altération de l’intégrité des 

parois vasculaires et des cellules cardiaques par perturbation des phospholipides 

membranaires (Figure 3-a). Au niveau du système nerveux, la transmission du message 

interneurone ou neuromusculaire est perturbée par atteinte des différents types de canaux 

ioniques impliqués, aussi bien au niveau pré- que postsynaptiques et se traduit par une 

hypo- ou hyperexcitabilité (Figure 3-b). 
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Figure 3 – Convergence des sites d’activité des toxines animales. a) Convergence des sites d’activité 

des toxines hématotoxiques. b) Convergence des sites d’activité des toxines neurotoxiques. Chaque 

cible est indiquée par un numéro. Les noms des toxines actives sur chaque cible sont listés sous la 

légende des numéros et l’espèce animale correspondante est notifiée par une image, les images 

étant elles-mêmes précisées dans l’encadré « Key » sous les figures. D’après Casewell et al. 2013. 
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3) Toxines et récepteurs couplés aux protéines G 

Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) sont une catégorie de récepteurs 

physiologiques largement distribués dans l’organisme et impliqués dans la quasi-totalité 

des processus biologiques (les RCPG seront précisément décrits dans le chapitre II de cette 

Introduction). Ils sont une cible thérapeutique de premier choix et 40 % des médicaments 

actuellement sur le marché sont dirigés sur un RCPG. Les premières toxines actives sur les 

RCPG sont en réalité des analogues mimant des peptides agonistes des récepteurs 

(« agonist mimicking toxins ») et leur identification date des années 1980 avec les 

conopressines actives sur les récepteurs à la vasopressine et à l’ocytocine et les 

sarafotoxines, des vasoconstricteurs homologues de l’endothéline-1 (Cruz et al. 1987; 

Kloog et al. 1988). Par la suite, des analogues des prokinéticines ont été mis en évidence 

comme MIT1 chez le mamba noir ou bv8 chez la grenouille (Schweitz et al. 1999; Li et al. 
2001). Les premières « vraies » toxines actives sur des RCPG, c’est-à-dire de structure et 

composition totalement différentes de l’agoniste naturel du récepteur, ont été découvertes 

dans le venin des différents mambas avec les toxines muscariniques et les toxines 

adrénergiques, comme le groupe des toxines MT1 à 7 ou les -Da1a et b, qui sont des 

toxines à repliement trois doigts (Jolkkonen et al. 1995; Maïga et al. 2013; Rouget et al. 
2010). Deux toxines de cônes ont été identifiées dans les années 2000 : l’antagoniste 

adrénergique -TIA et l’antagoniste du récepteur à la somatostatine -CnVA (Petrel et al. 
2013; Sharpe et al. 2003). 

 

En somme, très peu de toxines ciblant des RCPG sont connues pour le moment et 

l’équipe du Docteur Denis Servent (Service d’Ingénierie Moléculaire des Protéines – 

SIMOPRO, CEA Saclay, Gif-sur-Yvette), dans laquelle j’ai réalisé ma thèse, est l’une des 

seules au monde à travailler sur cette catégorie de toxines. Elle s’est spécialisée dans le 

criblage de venins dirigé sur des RCPG à intérêt thérapeutique. C’est ainsi qu’a été 

découverte, en 2008, la mambaquarétine-1, qui est à la fois la première toxine active sur 

un récepteur à la vasopressine et la première toxine de type Kunitz active sur un RCPG. 

 Les toxines Kunitz 

Les molécules dites de type Kunitz correspondent à une famille de peptides 

associée à deux activités majoritaires : l’inhibition de protéases à sérine circulantes et le 

blocage de canaux potassiques. Elles sont réparties de façon ubiquitaire entre les plantes, 

les animaux et les microorganismes et sont exprimées dans divers tissus de leurs hôtes. La 

suite de ce chapitre sera consacrée aux peptides Kunitz animaux présents dans les venins. 

1) Phylogénie des toxines Kunitz 

Les toxines Kunitz sont présentes dans pratiquement toutes les espèces venimeuses, 

ainsi que dans les sécrétions de tiques ou d’insectes, qui peuvent s’apparenter aux venins. 
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Parmi ces dernières espèces, qui ne seront plus abordées par la suite, il existe de 

nombreuses variations structurales et l’activité antiprotéase dirigée contre les facteurs de 

la coagulation est la plus fréquente (Hargreaves et al. 2014; Fry 2015). 

 

La façon dont les gènes de toxine évoluent est encore discutée. Deux théories 

s’opposent : la duplication-recrutement, la plus souvent évoquée, et la duplication-

restriction, plus récente. La duplication-recrutement serait liée à la perte d’adressage de 

certaines protéines pour ses tissus d’origine par mutation lors de la duplication et 

l’apparition d’une séquence régulatrice permettant son expression au niveau de la glande à 

venin. La théorie de la duplication-restriction serait uniquement liée à la perte de 

l’expression de certaines toxines dans les tissus non venimeux lors de la duplication des 

gènes mais avec le maintien de la séquence d’adressage aux organes sécrétoires (Figure 4). 

Cependant, ces deux théories ne sont pas incompatibles et il est possible que selon les 

espèces, l’un de ces deux modes d’évolution soit privilégié par rapport à l’autre mais pas 

unique. 

 

 
 

Figure 4 – Restriction et recrutement des gènes. Les gènes dupliqués peuvent être soit restreints soit 

recrutés à la glande à venin en fonction des combinaisons des facteurs de transcription de la région 

régulatrice. La croix indique la mutation ou la perte d’une région régulatrice. (Hargreaves et al. 
2014) 

 

L’évolution des Kunitz est grandement compatible avec la théorie de duplication-

restriction puisqu’elles dérivent de protéines issues d’une grande variété de tissus dont le 

cerveau, les poumons, les ovaires ou l’utérus mais sans qu’elles puissent être rapprochées 

d’un groupe de protéines humaines en particulier (Fry 2005). Aucune protéine ancestrale 

n’a pu être identifiée mais celle-ci serait très probablement commune avec les waprines, 

des toxines de serpent dont l’activité est encore mal caractérisée. En effet, ces deux 

groupes de peptides partagent une très importante homologie de séquence pour leur 



INTRODUCTION 

26 

peptide signal et leur site de clivage (Zupunski et al. 2003; St. Pierre et al. 2008). Il est 

intéressant d’observer que les Kunitz ont évolué dans plusieurs espèces venimeuses 

distinctes de façon conjointe pour aboutir à la même activité spécifique (Fry 2015). C’est le 

cas des Kunitz bloqueurs de canaux potassiques qui existent aussi bien chez différentes 

espèces d’anémones de mer que chez les serpents (Fry 2005). Par ailleurs, plusieurs toxines 

Kunitz d’anémones de mer ont la particularité d’être actives aussi bien sur les protéases 

que sur les canaux potassiques. C’est le cas par exemple de ShPI-1 (Stichodactyla 
helianthus) ou de APEKTx1 (Anthopleura elegantissima) (García-Fernández et al. 2016; 

Peigneur et al. 2011). 

 

Dans le sous-ordre des serpents, les Kunitz sont majoritairement représentés dans 

les familles des Élapidés et des Vipéridés qui partagent une protéine Kunitz ancestrale 

commune (Zupunski et al. 2003; Fry & Wüster 2004). 

2) Structure canonique des peptides Kunitz 

Le premier peptide Kunitz, identifié en 1936 chez le bœuf, est un inhibiteur 

pancréatique de la trypsine (BPTI), aussi appelé aprotinine (Kunitz & Northrop 1936). Sa 

structure a été obtenue par cristallographie en 1970 (Huber et al. 1970), puis en solution 

par résonnance magnétique nucléaire (RMN) en 1989 (Wüthrich 1989). La numérotation 

des résidus utilisée dans ce paragraphe pour décrire une structure Kunitz se basera sur 

celle du BPTI et pourra être légèrement décalée pour d’autres peptides. 

 

Les peptides Kunitz animaux (Kunitz-A) adoptent une structure de type  

particulièrement conservée. Ils possèdent une courte hélice  dans la partie N-terminale, 

puis une boucle 1 se dessine jusqu’au premier segment d’un feuillet  à deux brins 

antiparallèles. Les deux brins du feuillet  sont séparés par un coude  formé par les 

résidus 25 à 29. La boucle 2 se prolonge jusqu’à l’hélice  dans la partie C-terminale, des 

positions 48 à 56. Trois ponts disulfure hautement conservés maintiennent à la fois la 

conformation et stabilisent les sites de liaison : Cys5-Cys55, Cys30-Cys51 et Cys14-Cys38 

(Figure 5-a) (Ranasinghe & McManus 2013). Quelques rares exemples montrent des 

variations de ce schéma. La conkunitzine-S1, identifiée dans le venin du cône Conus 
striatus, est la première protéine Kunitz-A identifiée ne possédant que deux ponts 

disulfure sans que la structure et l’activité ne soient altérées (Bayrhuber et al. 2005). De 

même, la toxine du scorpion Lychas mucronatus SdPI, un puissant inhibiteur de trypsine, 

ne possède pas le second pont disulfure. En revanche, sa séquence contient deux cystéines 

supplémentaires dans la partie C-terminale, susceptibles de former un troisième pont 

disulfure (Zhao et al. 2011). Cinq résidus ont été démontrés comme indispensables au 

maintien de la structure grâce aux interactions hydrophobes qu’ils établissent entre eux : 

Tyr23, Phe33, Tyr35, Asn43 et Asn44 (Figure 5-b). Ainsi, une seule mutation de l’un 

d’entre eux peut suffire à entrainer une réorganisation intramoléculaire et déstabiliser la 

conformation du site de liaison (Hanson et al. 2003). 
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Figure 5 – Structure du BPTI. a) Principaux éléments de structure du BPTI, avec ces ponts disulfure 

et la position P1 (Lys15) mis en évidence (Paesen et al. 2009). b) Structure du BPTI (gris) lié à la 

trypsine (bleu). Les 5 résidus structuraux hautement conservés sont mis en évidence (Hanson et al. 
2003). 

3) Principales activités des peptides Kunitz 

Le repliement Kunitz est classiquement associé à deux activités biologiques : 

l’inhibition de protéases à sérine et le blocage de canaux potassiques voltage-dépendants 

de type 1 (Kv1). Depuis quelques années, plusieurs activités nouvelles ont été mises en 

évidence dans les venins. 

a) Les inhibiteurs de protéases 

La base de données MEROPS répertorie et classe tous les inhibiteurs de protéases. 

Les Kunitz animaux appartiennent à la famille I2 qui compte 9016 séquences dont 78 

peptides caractérisés pharmacologiquement et 21 structures résolues (Rawlings et al. 
2016). D’après les séquences de protéines Kunitz connues, 80 % seraient des inhibiteurs de 

protéases. 

 

Les études de structure-activité ont mis en évidence une série de six résidus 

critiques très exposés et localisés sur la boucle 1, aussi appelée boucle de liaison aux 

protéases (Ranasinghe & McManus 2013). Il s’agit des positions 13 à 18 chez le BPTI, 

respectivement nommées P3-P2-P1-P′1-P′2-P′3 selon la nomenclature des sites 

catalytiques peptidiques (Schechter & Berger 1967). Le BPTI forme un complexe 

irréversible avec les protéases, inhibant ainsi leur activité. La position P1 est cruciale : la 

mutation Lys15Gly ou Lys15Ala suffit à faire perdre un facteur 1000 en affinité pour la 

trypsine (Czapinska et al. 2000). La nature du résidu qui occupe cette place oriente la 

sélectivité du peptide. Une charge positive (lysine ou arginine) est associée à une activité 

antitrypsine alors qu’un acide aminé hydrophobe (souvent leucine ou méthionine) est 
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plutôt associé à une activité antichymotrypsine. La position P′1 est principalement 

occupée par une alanine ou une glycine (Ranasinghe & McManus 2013) (Tableau 1). 

 
Tableau 1 – Nature des acides aminés aux positions P1 et P′1 de différentes toxines Kunitz et activité 

associée. 

(Modifié d’après Ranasinghe and McManus, 2013) 

 
 

La grande majorité des Kunitz inhibiteurs de protéases ont pour cible une protéase 

à sérine. Quelques Kunitz sont connus pour leur activité sur des cystéine-protéases ou des 

aspartylprotéases ou encore pour leur activité à large spectre sur plusieurs types de 

protéases, comme c’est le cas de la toxine ShPI-1, extraite du venin de l’anémone S. 
helianthus (Rawlings et al. 2016; Smith et al. 2016; Delfin et al. 1996). 

b) Les bloqueurs de canaux potassiques 

Dans les années 1980, des homologues structuraux des inhibiteurs de protéases ont 

été mis en évidence dans le venin de certains élapidés. Ces toxines, peu ou pas actives sur 

les protéases, sont des neurotoxines actives sur les récepteurs potassiques (Harvey & 

Karlsson 1980). Par blocage de ces canaux, principalement de type Kv1, elles facilitent le 

relargage d’acétylcholine au niveau de la jonction neuromusculaire. Le premier 

représentant de ce groupe de peptides Kunitz est l’-dendrotoxine, extraite du venin du 

mamba vert (Dendroaspis angusticeps) et qui a donné son nom à l’ensemble des toxines 

homologues, les dendrotoxines (Harvey & Karlsson 1980). Les dendrotoxines peuvent être 

à nouveau subdivisées en fonction de leur sélectivité et de leur structure primaire. On 

distingue le groupe de la -dendrotoxine et de la dendrotoxine-K, sélectif du canal Kv1.1, 

et le groupe de l’-dendrotoxine et de la dendrotoxine-I, sélectif des canaux Kv1.1/2 et 6 

et qui possèdent deux résidus supplémentaires en N-terminale. D’autres bloqueurs de 

canaux potassiques ont été caractérisés chez d’autres espèces, comme c’est le cas chez 

l’anémone de mer (Anemonia sulcata) avec le groupe des kalicludines (Schweitz et al. 
1995). 

 

Les bloqueurs de canaux potassiques n’utilisent pas la même stratégie de liaison que 

les inhibiteurs de protéases. L’activité est portée par la région N-terminale, et 

principalement les six résidus des positions 3 à 9, la Cys7 étant impliquée dans un pont 

disulfure. Le mécanisme d’action repose sur la présence d’une charge positive en position 5 
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ou 3 (selon le sous-groupe de dendrotoxines), généralement une lysine, qui mime la 

charge positive de l’ion K+ (Figure 6) (Gasparini et al. 1998). 

 

 
Figure 6 – Structure cristallographique de l’-dendrotoxine. Structure obtenue par diffraction aux 

rayons X (PDB : 1DTX). La couleur des résidus correspond à l’importance de la perte d’affinité 

lorsqu’ils sont mutés d’après Gasparini et al. 1998. Vert : perte d’affinité d’un facteur 5 à 10 ; 

orange : perte d’affinité d’un facteur 10 à 100 ; rouge : perte d’affinité d’un facteur supérieur à 100. 

Jaune : ponts disulfure. 

c) Autres activités Kunitz portées par des toxines 

Depuis quelques années, des activités différentes de l’inhibition de protéases ou du 

blocage des canaux K+ ont été mises en évidence chez des toxines Kunitz. Ces activités 

originales ne sont généralement portées que par un ou deux représentants. 

 

Les Pr-mulgines-1, -2 et -3 sont des peptides Kunitz extraits du venin de 

Pseudechis australis. Si les Pr-mulgines-2 et -3 ont une activité inhibitrice des protéases à 

sérine classique (antitrypsine, antichymotrypsine, antiplasmine), la Pr-mulgine-1 inhibe 

exclusivement la métalloprotéase matricielle 2 (Inagaki et al. 2012). 

 

Deux toxines de l’anémone de mer Heteractis crispa exercent une activité 

antagoniste sur les récepteurs 1 vanilloïdes à potentiel transitoire qui sont des récepteurs 

calciques thermosensibles impliqués dans les phénomènes de nociception. APHC1 et 3 

sont caractérisées par la présence d’une thréonine en position P1 au lieu d’une lysine, 

supposée responsable de leur activité (Andreev et al. 2008). Elles sont également 

faiblement inhibitrices de la trypsine (constante d’inhibition (Ki) > 500 nM) (Gladkikh et 
al. 2015). 

 

Une activité anti-canal calcique a été mise en évidence chez deux toxines. D’abord 

la calcicludine, une toxine extraite du venin de Dendrosapis angusticeps (Schweitz et al. 
1994; Gilquin et al. 1999). Celle-ci n’a aucune activité antitrypsine ou bloqueur de canaux 

K+ et ne possède dans sa séquence aucun des acide aminés associés à ces activités, excepté 

une lysine en P1. En revanche, elle inhibe les canaux calciques voltage-dépendants de 
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type L (Schweitz et al. 1994). La taicatoxine a été mise en évidence dans le venin du taipan 

Oxyuranus scutellatus. Il s’agirait d’un complexe polymérique composé d’une -

neurotoxine, d’une phospholypase A2 (PLA2) et d’un peptide Kunitz de stœchiométrie 

1:1:4 (Possani et al. 1992; Doorty et al. 1997). 

 

Une toxine hétéromérique extraite du venin du serpent Micrurus tener tener a 

montré une activité agoniste des récepteurs ioniques sensibles aux protons (Bohlen et al. 
2011). Ces derniers jouent un rôle majeur dans la nociception. La toxine MitTx se compose 

d’une sous-unité Kunitz et d’une sous-unité PLA2. 

 

L’association hétérodimérique d’un peptide Kunitz avec une PLA2 n’est pas une 

exception. La -bungarotoxine, extraite du venin de Bungarus multicinctus, est formée en 

réalité de deux sous-unités : la chaine A1, de conformation PLA2 et de la chaine B2, de 

conformation Kunitz. La chaine B2 possède une cystéine supplémentaire dans la partie C-

terminale qui établit un pont disulfure avec une cystéine située dans la partie N-terminale 

de la chaine A1. Cette toxine bloque les canaux K+ et n’a aucune activité antitrypsine. La 

partie Kunitz ne possède dans sa séquence aucun des résidus conventionnels pour ce type 

d’activité (Pro5 et Lys9) (Kwong et al. 1995). 

4) Utilisation thérapeutique des peptides Kunitz 

Si les toxines ont longuement été étudiées afin de mettre au point des antidotes 

contre les envenimations, elles sont depuis peu considérées tout autrement. En effet, leur 

haute sélectivité et affinité pour leur cible, comme leur résistance aux protéases grâce à 

leur repliement compact en font des outils de recherche de choix, tout comme de 

potentiels candidats thérapeutiques novateurs. Ainsi, plusieurs peptides Kunitz, d’origine 

venimeuse ou non, sont déjà utilisés en clinique ou sont en cours d’étude. 

 

Le BPTI a été commercialisé à partir de 1993 sous le nom de Trasylol® (Bayer) pour 

son activité antifibrinolytique par inhibition de plusieurs protéases impliquées dans la 

cascade de coagulation. Il était indiqué dans la prévention des pertes de sang au cours des 

chirurgies cardiaques à haut risque (Koster et al. 2015). Cependant, plusieurs études ont 

montré une moindre efficacité comparée aux autres molécules dans la même indication 

ainsi qu’une augmentation des décès dans les 30 jours suivant les interventions sous 

Trasylol®, ce qui a conduit les autorités de santé à demander l’arrêt de sa 

commercialisation en 2008 (Fergusson et al. 2008). 

 

La textilinine est actuellement à l’étude afin de remplacer le BPTI dans la même 

indication. Cette toxine du serpent Pseudonaja textilis, qui partage 45 % d’homologie de 

séquence avec le BPTI, a l’avantage d’être particulièrement sélective pour la plasmine 

(Willmott et al. 1995). De plus, elle se dissocie rapidement de sa cible et est rapidement 

éliminée de l’organisme (Millers et al. 2009). 
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Plus récemment, le criblage de variants de l’inhibiteur de la voie du facteur 

tissulaire par la technique de phage display a permis d’identifier un puissant et sélectif 

inhibiteur de la kallicréine plasmatique, une protéase à sérine impliquée dans la 

coagulation, la fibrinolyse, l’hypotension, la douleur et l’inflammation (Williams & Baird 

2003). Ce peptide Kunitz appelé écallantide, et commercialisé sous le nom de Kalbitor® 

(Shire) aux États-Unis, est indiqué dans le traitement de la crise aigüe d’angiœdème 

héréditaire. 

 

Connue depuis les années 60, l’ulinastatine, également appelée bikunine, mingine 

ou encore inhibiteur urinaire de trypsine, est une protéine humaine à deux domaines 

Kunitz (Xu et al. 1998). Elle possède une activité antiprotéase à large spectre et est 

commercialisée sous le nom d’U-Tryp® (Bharat Serums & Vaccines Ltd.) en Chine, en Inde 

et en Corée du Sud et sous le nom de Miraclid® (Mochida Pharmaceutical) au Japon. Elle a 

plusieurs indications autour de la prise en charge des pancréatites et de divers syndromes 

inflammatoires (Maciejewski et al. 2005). 

 

 

 

II. Les récepteurs couplés aux protéines G 

Avec environ 800 représentants, les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) 

composent la plus importante famille de protéines membranaires du génome humain. En 

réponse à une très grande variété de stimuli (photons, protéines, peptides, petites 

molécules, hormones, protons ou ions), ils induisent la transduction de signaux intra et 

extracellulaires par l’intermédiaire ou indépendamment de protéines hétérotrimériques, 

dite protéines G car capables de lier la guanosine triphosphate. Ils sont répartis dans 

l’ensemble de l’organisme et participent ou régulent la majorité des phénomènes 

physiologiques. À l’heure actuelle, environ 40 % des médicaments sur le marché ont pour 

cible un RCPG. Cependant, parmi les 370 cibles thérapeutiques potentielles qu’ils 

représentent, seulement 12 % sont effectivement exploités, faute de ligands suffisamment 

sélectifs et sûrs (Lagerström & Schiöth 2008). 

 Structure des RCPG 

1) Classification 

Depuis leur découverte, plusieurs nomenclatures se sont succédées afin de classer 

les RCPG. Nous les présenterons ici selon la classification GRAFS de 2003, les cinq lettres 

représentant des cinq classes, qui se base sur une étude phylogénétique des RCPG humains 

et les différencie par leurs domaines dans la partie N-terminale (Figure 7) (Fredriksson et 
al. 2003). 
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Figure 7 – Dendrogramme des RCPG humains et quelques structures cristallographiques résolues. 

L’arbre est construit par similarité de séquence (Katritch et al. 2013). 

 

La famille des récepteurs Glutamate contient 22 membres dont les récepteurs 

métabotropes glutamate, les récepteurs GABA ou le récepteur senseur de calcium. Le site 

de liaison du ligand naturel se situe généralement dans la région N-terminale. 

 

La famille des récepteurs Rhodopsine, aussi appelée classe A selon d’autres 

nomenclatures (Attwood & Findlay 1994), correspond à la plus vaste famille de RCPG 

avec environ 700 membres (Katritch et al. 2013). Elle est nommée d’après son chef de file, 

un des premiers RCPG identifiés en 1876 et un des mieux connus, la rhodopsine (Rho). 

Une très grande variété de ligands peut se fixer à cette famille de récepteurs : des peptides, 

des amines et purines, des lipides. Cette classe se subdivise en quatre groupes , ,  et , 

surtout différents par la diversité de leurs segments transmembranaires (TM), bien qu’ils 

partagent plusieurs motifs spécifiques conservés. 

 Le sous-groupe  regroupe essentiellement des récepteurs à ligands amines 

et se caractérise par un site de liaison situé entre les TM. Il compte d’importantes cibles 

thérapeutiques comme les récepteurs dopaminergiques D1 et D2, sérotoninergiques 5-

HT1A, 5-HT1D et 5-HT2A, adrénergiques 1AR, 2AR, 1AR et 2AR, muscarinique M3 et 

somatostatine SSTR1, SSTR3 et SSTR4. 

 Le sous-groupe  englobe surtout des récepteurs à ligands peptidiques dont 

le site de liaison se trouve entre les TM, les boucles extracellulaires et la partie N-

terminale. Les récepteurs de l’endothéline, de la vasopressine et de l’ocytocine en font 

partie. 
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 Le sous-groupe  inclut des récepteurs à ligands peptidiques et lipidiques. 

Les principaux représentants sont les récepteurs opioïdes, somatostatine SSTR2 et SSTR5, 

angiotensine AT1 et chimiokine CCR5. 

 Enfin, le sous-groupe  contient des récepteurs à ligands glycoprotéiques et 

nucléotidiques, les récepteurs activés par les protéases et surtout les récepteurs olfactifs. Le 

nombre de récepteurs olfactifs est estimé à 400 dans le génome humain. Il s’agit de 

récepteurs activés par des molécules volatiles non spécifiques. La majorité d’entre eux sont 

des récepteurs orphelins2. 

 

La famille des récepteurs Adhésion regroupe 33 récepteurs, dont 30 orphelins, et se 

subdivise en 8 groupes. Elle est très proche de la famille des récepteurs Sécrétine mais se 

distingue notamment par une partie N-terminale très longue contenant de nombreux sites 

fonctionnels spécifiques. 

 

Les autres récepteurs connus constituent la famille des récepteurs frizzled/Taste2. 

Les récepteurs frizzled (FZD) sont au nombre de 10 chez l’homme, auxquels est associé le 

récepteur smoothened (SMO). Ils sont caractérisés par une large région N-terminale riche 

en cystéines dont neuf sont conservées chez les FZD, huit chez SMO. Leurs principaux 

ligands sont les glycoprotéines Wnt, impliquées dans l’embryogénèse et les cancers. Dans 

la même famille, les 25 récepteurs Taste2 sont impliqués dans le goût. Ils sont 

majoritairement orphelins. 

 

La famille des récepteurs Sécrétines compte seulement 15 membres. Ils ont pour 

ligands des hormones peptidiques dont la calcitonine, le glucagon, l’hormone parathyroïde 

ou encore la sécrétine. Ils sont caractérisés par un site de liaison situé dans leur partie N-

terminale hautement variable. 

2) Description moléculaire du fonctionnement des RCPG 

Rhodopsine 

Les RCPG portent également le nom de récepteurs à sept segments 

transmembranaires d’après leur organisation tertiaire. Ils possèdent en effet sept hélices  

traversant la membrane (TM), reliées entre elles par trois boucles extracellulaires (ECL) et 

trois boucles intracellulaires (ICL). La partie N-terminale, de longueur très variable, se 

trouve à l’extérieur de la cellule et la partie C-terminale est intracytoplasmique. Il est 

courant d’observer une courte hélice  en C-terminale, nommée hélice 8 (H8), spécifique 

des récepteurs de la famille Rhodopsine (Cherezov et al. 2007). À l’heure actuelle, 27 

structures cristallographiques de RCPG de la famille Rhodopsine ont été résolues, 

majoritairement en conformation inactivée. 

                                                 
2 Les récepteurs sont dits orphelins lorsque leur ligand endogène n’est pas connu. 
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a) Le récepteur à l’état inactivé 

La structure à l’état non activé est maintenue par de nombreuses interactions 

intramoléculaires fortes telles que des ponts disulfure ou des ponts salins, spécifiques à 

chaque récepteur. Cependant, certaines interactions sont très conservées dont notamment 

un pont disulfure entre une Cys de ECL2 et la Cys3.25 (d’après la numérotation de 

Ballesteros et Weinstein3 (Ballesteros & Weinstein 1995)) au sommet du TM3 (Wheatley 

et al. 2012). Dans la partie cytoplasmique, le motif hautement conservé E/DRY de TM3 est 

en interaction avec TM6. Dans le cas du récepteur rhodopsine, l’Arg3.50 forme un pont 

salin avec le Glu6.30 alors que chez les récepteurs opioïdes µ-OR et -OR, l’Arg3.50 fait une 

liaison hydrogène avec la Thr6.34 (Huang et al. 2015; Wu et al. 2012). Chez µ-OR, la 

mutation du résidu Thr2796.34 en lysine est associée à l’activation constitutive du 

récepteur, confirmant l’implication de cette interaction dans le maintien de l’état non-

actif (Manglik et al. 2012). 

 

 
 

Figure 8 – Diversité structurale de ECL2 chez les récepteurs Rhodopsine. Structure 

cristallographique de ECL2 de cinq RCPG Rhodopsine. Rouge : Rho (PDB : 3CAP) ; bleu : 2AR 

(PDB : 2RH1) ; jaune : D3 (PDB : 3PBL) ; orange : A2AR (PDB : 2YDO); vert: CXCR4 (PDB: 3OE0) 

(Wheatley et al. 2012). 

 

ECL2 est généralement la plus longue des boucles extracellulaires et donc 

particulièrement flexible. Des différences importantes ont été observées d’un récepteur à 

l’autre concernant la longueur, la séquence mais aussi la structure. Par exemple, ECL2 

dans Rho s’organise en feuillet  à deux brins antiparallèles qui recouvre le site de liaison, 

alors que chez le récepteur 2AR, elle comporte une courte hélice  stabilisée par un pont 

disulfure intrahélice (Figure 8) (Palczewski et al. 2000; Cherezov et al. 2007). Plusieurs 

études ont montré le rôle de régulateur négatif de ECL2 sur l’activation du récepteur par 

                                                 
3 La numérotation de Ballesteros et Weistein attribue à chaque résidu deux 

numéros. Le premier correspond au segment transmembranaire auquel il appartient. Pour 

chaque segment transmembranaire, le résidu le plus conservé porte ensuite le numéro 50. 

Les autres résidus sont numérotés en fonction de leur emplacement par rapport à ce résidu 

de référence (Ballesteros & Weinstein 1995). Exemple : dans TM3, l’Arg de la séquence 

conservée DRY est le résidu de référence. On note donc Asp3.49, Arg3.50 et Tyr3.51. 
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stabilisation des interactions propres à l’état non actif (Massotte & Kieffer 2005). C’est le 

cas de Rho pour lequel ECL2 obstrue le site de liaison et s’écarte du récepteur en présence 

de photons (Ahuja et al. 2009). 

b) Liaison de l’agoniste 

Le site orthostérique, site de liaison du ligand endogène, se situe dans une zone 

définie entre les boucles extracellulaires et une poche constituée dans les TM du côté 

extracellulaire. Les boucles extracellulaires participent également à la liaison en orientant 

le ligand dans le site orthostérique et en l’y maintenant. Il a été observé que la disparition 

du pont disulfure hautement conservé entre ECL2 et TM3 entraine un effet délétère sur la 

fonction de la plupart des récepteurs comme le récepteur de type 1 à la vasopressine 

(V1aR), Rho ou 2AR (Wheatley et al. 2012; Conner et al. 2007). De même, plusieurs 

maladies dysfonctionnelles affectant des RCPG, comme le diabète insipide néphrogénique 

(récepteur de type 2 à la vasopressine (V2R)) ou la rétinite pigmentaire (Rho), sont liées à 

des mutations sur des résidus des ECL1 et 3 (Wheatley et al. 2012; Bichet 2009). Ces 

observations confirment l’implication des ECL dans la liaison des ligands et leur rôle 

fonctionnel. 

 

La rhodopsine a la particularité d’avoir son ligand endogène sélectif, le 11-cis-
rétinal (un chromophore dérivé de la vitamine A), fixé covalemment (Palczewski et al. 
2000). En présence de photons, le 11-cis-rétinal s’isomérise, ce qui conduit à l’écartement 

de ECL2 et à l’activation de l’opsine (Palczewski et al. 2000). 

 

D’autre part, les ligands ont une meilleure affinité pour leur récepteur si celui-ci 

est déjà couplé à une protéine G. Ce phénomène a été observé avec l’isoprotérénol, un 

agoniste de 2AR, dont l’affinité pour son récepteur est 100 fois supérieure en présence de 

protéine G (Rasmussen, DeVree, et al. 2011). 

c) Modifications structurales lors de l’activation 

Parmi les RCPG cristallisés, sept sont connus à la fois dans leur état actif et non 

actif : Rho,2AR, A2AR, M2R, µ-OR, CB1R et ETBR (Venkatakrishnan et al. 2016; Hua et 
al. 2017; Shihoya et al. 2016). La comparaison de ces structures permet de mettre en 

évidence certains réarrangements structuraux canoniques des RCPG de la famille 

Rhodopsine. Le réarrangement de TM5 suite à la liaison de l’agoniste a été décrit pour de 

nombreux récepteurs (Rasmussen, Choi, et al. 2011; Oldham & Hamm 2008; Rasmussen, 

DeVree, et al. 2011). Il entraine une rotation et un écartement de la partie cytoplasmique 

de TM6, ouvrant l’accès à plusieurs acides aminés impliqués dans la liaison avec la 

protéine G et modifie les interactions entre les TM au niveau cytoplasmique (Flock et al. 
2015). Dans le cas de Rho, ce réarrangement de TM5 fait suite à l’ouverture de ECL2 

(Ahuja et al. 2009). La liaison canonique entre TM3 et TM6 est rompue et TM3 vient 

former de nouvelles interactions polaires avec la Tyr du motif hautement conservé NPxxY 

de TM7 (Figure 9) (Huang et al. 2015; Wu et al. 2012; Venkatakrishnan et al. 2016). 

L’interaction entre TM7 et TM3 n’est pas possible à l’état non actif d’une part à cause de 
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leur éloignement mais également à cause de l’interaction de TM7 avec TM1 et H8 

(Venkatakrishnan et al. 2016). 

 

 
Figure 9 – Modélisation de la rupture de la liaison entre TM3 (Arg3.50) et TM6 (Glu6.30) suite à 

l’activation du récepteur 2AR. (Kobilka 2007). 

d) Liaison de la protéine G 

Une protéine G est composée de trois sous-unités ,  et . Dans son état inactivé, 

la sous-unité  (G) est ancrée à la membrane du côté intracellulaire et possède une 

guanosine 5′-diphosphate (GDP), qui lui donne son nom de protéine G. Lors de la liaison 

d’un agoniste sur un RCPG, la GDP est libérée et la protéine G vient former un complexe 

de haute affinité avec le récepteur. G recrute alors une guanosine 5′-triphosphate (GTP) 

ce qui induit sa dissociation des sous-unités G. Les trois sous-unités vont interagir 

indépendamment avec différents effecteurs et activer diverses voies de signalisation. La 

GTP liée à la sous-unité G est alors rapidement hydrolysée en GDP, ce qui induit la fin 

de la signalisation intracellulaire. La protéine G trimérique se reforme alors dans son état 

inactivé (Figure 10) (Duc et al. 2015; Bockaert 1995). 

 

D’un point de vue structural, G se compose de deux domaines : un domaine Ras-

like, soit un feuillet  à six brins et cinq hélices , et un domaine en hélice . La poche de 

liaison du nucléotide, GDP ou GTP, se trouve à l’intersection entre ces deux domaines. 

L’activité GTPase est portée par le domaine Ras-like, qui comporte également le site de 

fixation à G. G est essentielle à l’expression et au repliement correct de G et elles sont 

indissociables en condition physiologique. La sous-unité G se compose d’une hélice  en 

N-terminale et d’un ensemble de sept feuillets  à quatre brins antiparallèles. Elle interagit 

avec G par formation d’une superhélice (Duc et al. 2015). Chez l’humain, il existe 21 

sous-unités  différentes, 6 sous-unités  et 12 sous-unités . La multitude de 

combinaisons possibles des différentes sous-unités expliquent la vaste diversité des 

réponses intracellulaires liées à l’activation des RCPG. 
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Figure 10 – Cycle d’activation de la protéine G. Les RCPG peuvent être activés par une grande 

variété chimique de ligands. Après fixation d’un agoniste, la protéine G se lie au récepteur et libère 

la GDP. La protéine G se dissocie alors en G d’un côté et G de l’autre pour déclencher 

différentes voies de signalisation intracellulaire. Grecrute une GTP et la protéine G retrouve son 

état inactivé après hydrolyse du GTP en GDP. GDP : guanosine 5′-diphosphate ; GTP : guanosine 

5′-triphosphate (modifié d’après Sánchez-Fernández et al. 2014). 

 

Il n’existe que deux structures cristallographiques de RCPG complexés avec une 

protéine G : 2AR avec une protéine Gs et A2AR avec une mini-Gs synthétique (Carpenter 

et al. 2016; Rasmussen, DeVree, et al. 2011). Il ressort plusieurs points communs de ces 

études. La protéine G se lie essentiellement par l’hélice 5 du domaine Ras-like de G 

(Figure 11-a. Elle établit une vingtaine d’interactions avec les TM3, 5 et 6 et les ICL2 et 3 

pour 2AR et les TM3, 5, 6 et 7, H8 et ICL2 pour A2AR. Pour les deux récepteurs, l’Arg3.50 

du récepteur est impliqué dans une interaction forte avec la Tyr391 de l’hélice 5 de G 

(Rasmussen, DeVree, et al. 2011; Carpenter et al. 2016). On peut noter la présence d’un 

motif hydrophobe très conservé de l’hélice 5 de G fortement impliqué dans l’interaction 

(Flock et al. 2015). De plus, une complémentarité des charges entre le récepteur chargé 

positivement et la protéine G pourrait contribuer à la liaison (Cherezov et al. 2007). Au 

niveau de la protéine G, une importante rotation de 127° du domaine à hélices  vers le 

domaine Ras-like a été observée dans le complexe2AR-Gs (Figure11-b) (Rasmussen, 

DeVree, et al. 2011). Ce mouvement est probablement en rapport avec la libération de la 

GDP. Les détails ne sont pas clairement élucidés mais cela fait probablement suite à des 

réarrangements internes, la zone d’interaction protéine G-récepteur et le site de liaison de 

la GDP étant éloignés de 30 Å. Si de nombreuses études tendent à penser que G entre 

également en contact avec le récepteur, la cristallisation du complexe 2AR-Gs n’a pas pu 

confirmer cette hypothèse (Rasmussen, DeVree, et al. 2011). 
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Figure 11 – Interaction de la protéine G avec un RCPG et modifications conformationnelles de la 

sous-unité G. a) Structure cristallographique localisée et orientée dans la membrane du complexe 

formé par 2AR (vert) avec un antagoniste (sphères jaunes) et la protéine Gs (orange). Gs est 

liée avec G (cyan) et G (violet) (Rasmussen, DeVree, et al. 2011). b) Comparaison de la protéine 

G à l’état inactivé lorsque la GDP est liée (jaune, PDB : 1GP2) et à l’état couplé au RCPG sans la 

GDP (vert, PDB : 3SN6). La GDP est représentée en stick bleu. La liaison au récepteur provoque 

un important déplacement du domaine à hélices , ouvrant ainsi la poche de liaison du nucléotide 

(Duc et al. 2015). 

 Signalisation intracellulaire des RCPG 

1) Cycle de désensibilisation et internalisation 

La liaison d’un agoniste sur les RCPG provoque une activation transitoire des voies 

de signalisation qui prend fin lorsque le récepteur est phosphorylé par des kinases 

spécifiques des RCPG (GRK). La phosphorylation permet le recrutement de la β-arrestine, 

une protéine cytosolique, qui « désensibilise » le récepteur en se fixant et en empêchant la 

liaison de la protéine G. Le complexe -arrestine-récepteur est alors internalisé par 

endocytose (Lutz et al. 1990; Bowen-Pidgeon et al. 2001; Innamorati et al. 1997; Shenoy & 

Lefkowitz 2011). Il a été démontré que la Tyr du motif hautement conservé NPxxY du 

TM7 était indispensable à l’internalisation du récepteur (Bouley et al. 2003). Soit les RCPG 

se dissocient rapidement de la -arrestine et sont recyclés à la membrane comme c’est le 

cas de 2AR ou V1aR, soit ils forment un complexe intracellulaire stable avec la -

arrestine et peuvent alors être recyclés plus lentement ou dégradés comme par exemple 

AT1 ou V2R (Oakley et al. 2000). 



INTRODUCTION 

39 

2) Signalisation dépendante des protéines G 

Les protéines G initient différentes voies de signalisation en fonction de leur sous-

unité On distingue les protéines Gs (deux membres), Gi/o (neuf membres), Gq/11 

(quatre membres) et G12/13 (deux membres) (Duc et al. 2015; Syrovatkina et al. 2016). 

Les protéines Gs sont responsables de l’activation de l’adénylate cyclase (AC), une 

enzyme qui convertit l’adénosine triphosphate (ATP) intracellulaire en adénosine 

monophosphate cyclique (AMPc) (Bondke Persson 2013). À l’inverse, les protéines Gi/o 

diminuent le taux d’AMPc intracellulaire par inhibition de l’AC (O’Hayre et al. 2014). Les 

protéines Gq activent la phospholipase C-β, qui clive le phosphatidylinositol-4,5-

diphosphate en diacylglycérol et en inositol-1,4,5-triphosphate (IP3) et augmente le Ca2+ 

intracellulaire (O’Hayre et al. 2014). Les protéines G12/13 interagissent avec différentes 

petites GTPases et d’autres effecteurs intracellulaires (Neves et al. 2002). 

 

De son côté, la sous-unité  forment un dimère qui régule directement ou 

indirectement de nombreux effecteurs cellulaires, dont parfois ceux déjà régulés par G. 

Parmi les cibles les mieux connues des protéines G, nous pouvons citer les canaux 

potassiques cardiaques Kir3, les canaux calciques voltage-dépendants Cav1, 2 et 3, certaines 

isoformes de l’adénylate cyclase, les phospholipases C, mais également directement les 

RCPG ou les GRK (Khan et al. 2013). 

3) Signalisation indépendante des protéines G 

Récemment, des voies de signalisation n’impliquant pas la protéine G mais 

directement la -arrestine ont été mises en évidence. D’une part, la liaison d’un agoniste 

au récepteur peut induire le recrutement de la -arrestine qui interagit à son tour avec 

d’autres protéines de signalisation, comme les tyrosine kinases et les kinases régulées par 

un signal extracellulaire (ERK) (Luttrell & Lefkowitz 2002; Shenoy & Lefkowitz 2011). La 

-arrestine est également associée à une signalisation intracellulaire lorsqu’elle induit une 

internalisation prolongée des RCPG (Thomsen et al. 2016). 

 Le récepteur de type 2 à la vasopressine 

Le récepteur de type 2 à la vasopressine (V2R), couplé à une protéine Gs, 

appartient à un groupe de quatre récepteurs homologues avec les deux récepteurs de type 

1 à la vasopressine (V1aR et V1bR) et le récepteur à l’ocytocine (OTR), tous les trois 

couplés à une protéine Gq/11. V1aR participe, entre autres, à la vasoconstriction par des 

mécanismes centraux et périphériques multiples, et joue plusieurs fonctions au niveau 

hépatique (Koshimizu et al. 2012). Au niveau périphérique, V1bR stimule la sécrétion de 

l’hormone corticotrope ACTH et au niveau central, son implication dans plusieurs 

fonctions cognitives a été démontrée plus récemment (mémoire, apprentissage ou 

comportement) (Koshimizu et al. 2012). V2R contrôle la réabsorption finale de l’eau dans 
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les tubes collecteurs du rein. Enfin, OTR, très largement distribué dans l’organisme au 

niveau central et périphérique, concoure, entre autres, au comportement social et aux 

fonctions reproductives (Caldwell et al. 2008; Juul et al. 2014; Gimpl & Fahrenholz 2001). 

1) La vasopressine 

L’arginine-vasopressine (AVP), également appelée hormone antidiurétique, est 

connue depuis la fin du XIXème siècle et sa séquence depuis les années 50 : Cys-Tyr-Phe-

Gln-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly-NH2, avec les deux cystéines formant un pont disulfure 

(Turner et al. 1951; Oliver & Schafer 1895). Elle peut se lier aux quatre récepteurs du 

groupe VR/OTR (Birnbaumer et al. 1992). De plus, elle intervient dans le cycle cellulaire 

au moment de la mitose, elle participe à la survie cellulaire et peut jouer le rôle 

d’inhibiteur de l’apoptose (Miller et al. 2013). 

 

La synthèse de l’AVP a lieu dans l’hypothalamus (Burbach et al. 2001). La 

provasopressine, une préhormone de 164 acides aminés, est transportée et stockée par les 

axones des noyaux jusqu’au lobe postérieur de l’hypophyse, ou neurohypophyse (Caldwell 

et al. 2008). La pro-AVP est alors clivée pour libérer trois peptides : l’AVP dans sa 

conformation active, la neurophysine II (un transporteur protéique) et la copeptine 

(Morgenthaler 2010). Chez un sujet en bonne santé, la concentration circulante d’AVP est 

de l’ordre de 0,3 à 0,5 pg/ml (Bankir 2001). La sécrétion d’AVP fait suite à deux types de 

stimuli. Le premier correspond à une variation de la pression osmotique détectée par les 

osmorécepteurs, des neurones situés dans l’hypothalamus. Une augmentation de la 

pression osmotique de 1 % suffit à augmenter la concentration d’AVP de 1 pg/ml (Bankir 

2001). Le deuxième type de stimulus correspond à une baisse importante du volume 

plasmatique, comme par exemple lors d’une hémorragie, et est détecté par des récepteurs 

cardiovasculaires sensibles à la pression, (Bankir 2001). La concentration plasmatique 

d’AVP est alors fortement augmentée, ce qui active à la fois V2R pour retenir l’eau au 

niveau rénal et V1aR afin de provoquer une vasoconstriction. L’hormone est ensuite 

dégradée par la voie des protéases et excrétée dans l’urine. À cause de sa petite taille, de sa 

courte demi-vie plasmatique (18 minutes) et de son interaction avec les plaquettes, l’AVP 

est difficile à doser dans le sang. C’est la copeptine, copeptide de l’AVP particulièrement 

stable dans le sang, qui est dosée à la place, les deux peptides étant sécrétés de façon 

équimolaire (Morgenthaler 2010). 

2) Localisation et fonctions de V2R 

Jusqu’à récemment, V2R n’avait été observé que dans la partie distale du néphron, 

unité fonctionnelle du rein, et dans les tubes collecteurs (description plus détaillée dans la 

partie III.A.2 de l’Introduction) où il exerce son activité antidiurétique par l’intermédiaire 

de la voie de signalisation dépendante de l’AMPc qui régule l’expression à la membrane de 

canaux aqueux, les aquaporines 2 (AQP2) (Mutig et al. 2007). Une activité mitogène a 

également été décrite dans ces mêmes populations cellulaires, activée par signalisation 
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indépendante des protéines G, impliquant la voie des ERK1 (Alonso et al. 2009). En dehors 

des tissus rénaux, V2R est exprimé dans les cellules endothéliales où il participe au 

contrôle de la sécrétion du facteur de coagulation von Willebrand via la voie de 

signalisation dépendante de l’AMPc (Kaufmann et al. 2000). V2R se trouve également 

dans l’oreille interne où il est associé à l’expression d’AQP2 et participe très probablement 

à la physiopathologie de la maladie de Ménière (Eckhard et al. 2012). Cependant, il semble 

que l’expression d’APQ2 ne soit pas dépendante de l’AMPc (Nevoux et al. 2011). 

Récemment, il a été démontré que les récepteurs V1aR, V2R et OTR participent à 

l’homéostasie osseuse dans les ostéoclastes et ostéoblastes (Tamma et al. 2013; Sun et al. 
2016). Enfin, tous les sous-types de récepteurs à la vasopressine ont pu être observés dans 

les tissus tumoraux, dont le cancer du sein et le cancer pulmonaire à petites cellules (North 

2000). 

3) Signalisation différentielle induite par V2R 

a) Activation de ERK par transactivation d’un récepteur tyrosine 

kinase  

La transactivation des récepteurs tyrosine kinase par des RCPG est une voie de 

signalisation indépendante des protéines G décrite depuis maintenant plusieurs années. 

Concernant V2R, le mécanisme d’action et les nombreux intermédiaires impliqués ont été 

mis en évidence récemment in vitro et in vivo (Oligny-Longpré et al. 2012). L’activation 

de V2R par l’AVP permet la phosphorylation de la tyrosine kinase src, elle-même 

responsable de l’activation d’une métalloprotéase, encore non identifiée. Cette dernière 

permet la fonctionnalisation extracellulaire du facteur de croissance insulinique IGF-1 qui 

active alors son récepteur IGFR. Il s’ensuit l’activation dépendante de la -arrestine-1 de 

ERK1/2, responsable de l’activité mitogène de l’AVP dans les tissus exprimant V2R 

(Alonso et al. 2009). 

b) Internalisation 

Après endocytose, V2R est très peu recyclé à la membrane mais est associé à une 

signalisation prolongée (Feinstein et al. 2013). Il a été démontré qu’un supercomplexe 

intracellulaire AVP-V2R--arrestine augmentait le temps de signalisation par la voie de 

l’AMPc au-delà de 20 minutes. Cela va à l’encontre du modèle selon lequel le recrutement 

de la -arrestine empêche la liaison de G. Dans le modèle proposé par Thomsen et al. 
2016, la -arrestine interagirait avec G (Thomsen et al. 2016). La signalisation prend fin 

lors de la prise en charge du complexe par un rétromère, un trimère protéique qui adresse 

les protéines membranaires des endosomes vers le réseau transgolgien (Feinstein et al. 
2013). En revanche, cet effet prolongé n’a pas été observé lors de l’activation de V2R par 

l’ocytocine (Feinstein et al. 2013). Le récepteur est ensuite dégradé, majoritairement par la 

voie lysosomale, et le taux stable de V2R dans la membrane cellulaire serait dû à une 

synthèse de novo de récepteurs (Bouley et al. 2005). 
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Plusieurs mutations ponctuelles sont connues pour modifier l’activité ou 

l’internalisation de V2R. Les mutations Asp1363.49Ala, Arg137Cys3.50 et Arg137Leu3.50 sont 

associées à une activation constitutive du récepteur plus ou moins importante (Morin et al. 
1998; Tenenbaum et al. 2009). La mutation Arg137His3.50 provoque l’internalisation 

constitutive du récepteur et l’absence de signalisation par l’AMPc (Barak et al. 2001). La 

mutation Arg181Cys4.67 agit comme un récepteur biaisé dont la voie de la -arrestine n’est 

pas stimulée alors que celle de l’AMPc l’est partiellement (Armstrong et al. 2013). La 

mutation Met311Val7.39 bloque l’activité AMPc (Armstrong et al. 2013). 

c) Dimérisation 

La dimérisation des RCPG Rhodopsine a déjà été démontrée chez de nombreux 

récepteurs. L’homo comme l’hétérodimérisation ont été mises en évidence entre V1aR, 

V2R et OTR et ces dimères sont exprimés à la surface des cellules (Terrillon et al. 2003; 

Schulz et al. 2000). En ce qui concerne les récepteurs AVP/OT, des dimères ont été 

observés dans le réticulum endoplasmique (RE), ce qui laisse supposer une association 

constitutive et précoce, probablement liée au taux d’expression de chaque protomère par 

la cellule (Terrillon et al. 2003). Ainsi, le taux de dimérisation serait variable en fonction 

des tissus. La dimérisation influence le cycle cellulaire des récepteurs. Alors que V2R et 

V1aR ont des cycles cellulaires différents (dégradation majoritaire après internalisation 

pour V2R et recyclage à la membrane rapide pour V1aR), il a été montré in vitro que 

l’hétérodimère formé par ces deux récepteurs est internalisé et recyclé selon la voie du 

protomère activé (Terrillon et al. 2004). 

4) Organisation structurale de V2R 

Il existe assez peu d’informations structurales concernant les RCPG sensibles aux 

peptides. Seulement dix récepteurs de la famille Rhodopsine ont été cristallisés avec ce 

type de ligand : NTSR1, -OR, -OR, µ-OR, NOP, CXCR4, CCR5, PAR1, CB1R et ETBR. 

Toutes les structures ont été obtenues en complexe avec des ligands non peptidiques à 

l’exception de CXCR4, lié à un antagoniste peptidique cyclique CVX15, de NTSR1, co-

cristallisé avec la moitié C-terminale de son agoniste naturel NTS et de ETBR lié à son 

agoniste naturel l’endothéline-1 (ET-1) (White et al. 2012; Egloff et al. 2014; Wu et al. 
2010; Shihoya et al. 2016). Quelques caractéristiques générales peuvent être déduites 

d’après les structures existantes et comparées aux données connues pour V2R (Krumm & 

Grisshammer 2015). Concernant V2R, seule la structure de son ICL3, indispensable à la 

liaison de la protéine Gs, en complexe avec une protéine chaperonne gC1qR a été 

déterminée par RMN (Bellot et al. 2009; Granier et al. 2004). 

 

Le site de liaison des ligands peptidiques est, le plus souvent, largement exposé au 

solvant. Cependant, il peut être partiellement recouvert par l’extrémité de la partie N-

terminale du récepteur et ses ECL1 et 2, à l’exception de PAR1 pour lequel ECL2 couvre 

totalement le site de liaison. Concernant V2R, les déterminants moléculaires démontrés 

comme impliqués dans le site de fixation des ligands sont en adéquation avec cette 



INTRODUCTION 

43 

description. Il s’agit des résidus Arg100 (ECL1), Asp103 (ECL1), Lys202 (ECL2) et G304 

(TM7) (Cotte et al. 1998). Une importante complémentarité de charges participe à la 

liaison du ligand, comme c’est le cas pour les complexes NTS-NTSR1 et dynorphine--OR 

(Krumm & Grisshammer 2015). La co-cristallisation de ETBR et ET-1 a montré un site 

orthostérique faisant appel à toute la partie extracellulaire du récepteur, à l’exception de 

TM1, ce qui correspond à une surface d’interaction exceptionnelle d’environ 1500 Å² 

(Shihoya et al. 2016). 

 

Un modèle à deux sites de fixation a été proposé pour CXCR4 : un site en surface 

pour l’affinité et la spécificité et un site plus profond pour la signalisation (Wu et al. 2010). 

Pour V2R, ce sont trois sites de fixation de l’agoniste séparés par des barrières énergétiques 

qui ont été proposés par simulation en dynamique moléculaire. L’AVP se fixerait dans un 

premier temps dans le vestibule, un site de liaison externe situé entre les ECL2 et 3 avant 

de s’enfoncer vers le site de liaison intermédiaire puis le site orthostérique (Saleh et al. 
2016). La fixation de la protéine G serait à l’origine de l’abaissement de la barrière 

énergétique et permettrait le passage du site intermédiaire vers le site orthostérique (Saleh 

et al. 2016). 

 

 

 

III. Les polykystoses rénales 

Les polykystoses rénales (PKR) sont des maladies génétiques héréditaires qui, 

comme leur nom l’indique, se traduisent par la formation de kystes sur les reins, affectant 

à terme le bon fonctionnement de cet organe et engendrant de nombreux dommages 

collatéraux. 

 

Afin de comprendre au mieux ces pathologies, nous commencerons par la 

description anatomique et physiologique des reins. Puis nous nous pencherons sur la 

physiopathologie de ces maladies, et enfin nous ferons l’état des lieux des thérapies 

actuellement disponibles et envisagées. 

 Description anatomique et physiologique des reins 

Les reins sont les organes responsables du maintien de la pression artérielle, de la 

régulation de la composition du sang et de l’élimination des déchets métaboliques de 

l’organisme (Widmaier et al. 2008; Marieb & Hoehn 2010; Guénard 2009). 
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1) Description générale 

Les reins sont situés dans la partie postérieure de la paroi abdominale, derrière le 

péritoine. En forme de haricot, les dimensions moyennes chez l’adulte sont de 12 cm de 

long, 6 cm de large et 3 cm d’épaisseur, pour un poids moyen de 150 g. Ils sont entourés de 

trois couches de tissus qui les soutiennent et les protègent : la capsule fibreuse rénale, la 

capsule adipeuse rénale et la fascia rénale, de l’extérieur vers l’intérieur. Le rein se 

compose de trois parties : le cortex, la médulla et le bassinet. Ce dernier est connecté avec 

l’uretère pour permettre le passage de l’urine vers la vessie. 

 

Les reins sont richement vascularisés. Environ 1200 mL de sang arrivent aux reins 

chaque minute par les artères rénales. Celles-ci se ramifient largement dans le tissu 

cortical en rayonnant vers la partie périphérique des reins où elles forment un réseau 

complexe de microvaisseaux alimentant la fonction de filtration du rein. 

2) Le néphron, unité fonctionnelle du rein 

Le néphron constitue l’unité fonctionnelle rénale. Chaque rein en contient environ 

un million. Un néphron se compose d’un corpuscule, situé dans le cortex, et d’un tubule, 

de taille variable. On distingue les néphrons corticaux, majoritaires et exclusivement dans 

le cortex, et les néphrons juxtamédullaires, dont la partie tubulaire s’étend plus ou moins 

profondément dans la médulla (Figure 12-a). 

a) Le corpuscule rénal 

Le corpuscule rénal est une vésicule formée par la capsule glomérulaire, ou capsule 

de Bowman, qui entoure un bouquet de microcapillaires sanguins issus des artérioles 

afférentes : les glomérules. La paroi des capillaires glomérulaires constitue la membrane de 

filtration. Cette membrane particulièrement poreuse laisse filtrer de grandes quantités de 

liquide : il s’agit du filtrat glomérulaire. Celui-ci s’accumule dans la capsule glomérulaire 

avant de poursuivre dans la partie tubulaire du néphron. Les éléments du sang non filtrés 

quittent le corpuscule par les artérioles efférentes (Figure 12-b). 

b) Le tubule rénal 

Le tubule rénal est composé du tube contourné proximal (TCP), de l’anse de Henlé 

et du tube contourné distal (TCD) (Figure 12-a). Le tubule rénal débouche dans un tube 

collecteur (TC), dit de Bellini, qui reçoit les filtrats de nombreux néphrons. Les différents 

TC fusionnent à leur tour pour déverser l’urine dans le bassinet. 

 

La paroi du tubule rénal est formée d’une couche unique de cellules polarisées 

reposant sur une lame basale. Le pôle apical correspond au côté de la cellule en contact 

avec la lumière du tubule et le pôle basal correspond au côté en contact avec l’espace 

interstitiel. Les caractéristiques de ces cellules sont adaptées à leurs fonctions, variables 

selon les parties du néphron. 
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Les tubules sont cernés de capillaires issus des artérioles efférentes et rejoignent les 

veinules à proximité. Leur paroi poreuse permet le passage de substances par réabsorption 

depuis l’urine vers les capillaires ou, à l’inverse, par sécrétion depuis les capillaires vers la 

lumière tubulaire. 

 

 
Figure 12 – Structure du néphron chez l’humain. a) Schéma des différents types de néphron dans le 

cortex et la médulla. b) Schéma du corpuscule rénal. Les flèches bleues indiquent le sens de 

circulation du filtrat glomérulaire. 

3) Physiologie rénale 

Le rein régule la composition du sang de façon à maintenir des concentrations en 

ions et en protéines compatibles avec le bon fonctionnement de l’organisme. 

Parallèlement, l’ajustement du volume d’eau influence directement la pression artérielle. 

Le rein participe ensuite à l’élimination des déchets métaboliques, parfois toxiques, pour 

empêcher leur accumulation dans l’organisme : urée issue des protéines, acide urique issu 

des acides nucléiques, créatinine issue de la créatine musculaire, etc. Cette fonction 

d’élimination s’applique également aux substances chimiques exogènes, tels que les 

médicaments ou les pesticides. 

 

Le rein joue également une fonction endocrinienne puisqu’il sécrète plusieurs 

hormones : l’érythropoïétine qui stimule la croissance des globules rouges dans la moelle 

osseuse, et la rénine, premier intervenant du système rénine-angiotensine (SRA) qui 

régule la réabsorption de Na+ et contrôle la pression artérielle. 

 

Enfin, le rein possède une activité métabolique en participant à l’activation de la 

vitamine D, indispensable à l’absorption intestinale du Ca2+. 

a) La filtration glomérulaire 

Chaque jour, environ 180 litres de filtrat glomérulaire sont produits par le 

corpuscule rénal. Le filtrat glomérulaire est composé des ions, des petites molécules 

organiques et d’une fraction de l’eau plasmatique du sang. Les éléments cellulaires et la 
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majorité des protéines du plasma sont retenus par la membrane de filtration, 

principalement selon leur poids moléculaire, avec une limite à 60 kDa. À ce phénomène 

s’ajoute la répulsion exercée par les glycoprotéines membranaires envers les protéines 

plasmatiques, toutes chargées négativement. 

La filtration est possible grâce à la pression nette de filtration, qui correspond à la 

différence entre la pression hydrostatique glomérulaire, favorable à la filtration, et les 

pressions osmotique glomérulaire et hydrostatique capsulaire, s’opposant à cette filtration. 

En cas d’altération de l’intégrité de la membrane, les protéines peuvent passer dans le 

filtrat, provoquant une diminution, voire une inversion de la pression nette de filtration et 

donc l’arrêt de la filtration glomérulaire. 

 

Le débit de filtration glomérulaire (DFG) correspond au volume de filtrat formé 

chaque minute par la totalité des glomérules rénaux. Chez l’adulte sain, il est de 90 

mL/min/1,73 m². Il dépend de l’aire totale de filtration, de la perméabilité de la membrane 

et de la pression de filtration. Le calcul du DFG est un bon indicateur facile à suivre de 

l’état général du rein. Il peut être estimé par mesure de la clairance4 de la créatinine, une 

substance totalement filtrée et non réabsorbée par les reins. Sa mesure est utilisée pour 

classer les différents stades d’évolution d’une maladie rénale chronique (Tableau 2). 

 
Tableau 2 – Classification des stades d’évolution de la maladie rénale chronique. (Haute Autorité de 

Santé 2012) 

 

b) Réabsorption et sécrétion tubulaire 

Dans le tubule rénal, une partie des éléments du filtrat glomérulaire sont 

immédiatement réabsorbés. C’est le cas de pratiquement tous les nutriments organiques 

(glucose, acides aminés). L’eau et les ions sont en revanche réabsorbés en fonction des 

besoins de l’organisme. 

 

La réabsorption est un mécanisme de transport sélectif des molécules de la lumière 

du tubule vers la circulation, par voie transcellulaire ou par voie paracellulaire. Selon les 

substances, la réabsorption peut être active ou passive. La majorité des transports actifs est 

                                                 
4 La clairance est la capacité d’un organe à éliminer un élément d’un fluide. Elle 

correspond au volume de fluide totalement épuré de cet élément par unité de temps. 
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couplée au transport actif de Na+ par la pompe sodium-potassium adénosine triphosphate-

dépendante (Na+/K+-ATPase) (Figure 13). Grand nombre de substances possèdent un 

transporteur commun au Na+ dans la membrane apicale qui les déplace contre leur 

gradient de concentration grâce à l'énergie générée par la pompe. La réabsorption passive 

déplace les solutés du milieu le plus concentré vers le milieu le moins concentré, sans 

utilisation d’énergie, par osmose, diffusion et diffusion facilitée. Elle est la conséquence de 

la réabsorption obligatoire de l’eau due au fort gradient osmotique imposé par les 

déplacements de Na+ et autres solutés réabsorbés activement. Ce mouvement d’eau 

modifie le gradient de concentration des solutés non réabsorbés précédemment et 

provoque leur diffusion vers la circulation sanguine. 

 

 
Figure 13 – Transport actif couplé au Na+ dans le tubule rénal. (1) Transport actif primaire du Na+ 

par la pompe Na+/K+-ATPase. (2) Sortie du K+ dans le sens du gradient de concentration. (3) 

Transport actif secondaire des solutés couplé à la réabsorption de Na+. 

 

La sécrétion peut également être active ou passive. La sécrétion active se fait par 

des transporteurs spécifiques contre leur gradient de concentration des solutés concernés. 

Les ions sont principalement sécrétés passivement par des canaux perméables, comme c’est 

le cas du K+ dans le TCD et le TC suite à sa réabsorption active par la pompe Na+/K+-

ATPase. 

 

La majeure partie de la réabsorption se déroule dans le TCP qui réabsorbe la 

totalité du glucose, des acides aminés, du lactate, des peptides filtrés et de l’urée. Il 

réabsorbe également60 à 70 % de l’eau, des ions Na+, K+, Ca2+ et Cl-, ainsi que 80 % du 

HCO3- (Figure 14). 

 

D’autre part, c’est dans les cellules pariétales du TCP qu’est produit le NH4+ à partir 

du NH3 et des protons H+ avant d’être sécrétés. La branche descendante de l’anse de Henlé 

est principalement une zone de transport passif d’eau et de quelques solutés. Sa branche 

ascendante est en revanche totalement imperméable à l’eau. C’est là que sont réabsorbés 

15 % des ions Na+, Cl- et HCO3-, 30 % des ions Ca2+ et Mg2+ ainsi que 30 % du NH4+ sécrété 

précédemment. Le TCD est en partie imperméable à l’eau. Il réabsorbe majoritaire les ions 

Na+, Cl-, Ca2+ et Mg2+ (Figure 14). 
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La paroi du TC, perméable à l’eau, est composée de deux types de cellules 

épithéliales aux rôles bien définis : les cellules intercalaires sont impliquées dans le 

maintien de l’équilibre acido-basique du sang grâce à des transporteurs actifs des ions H+ et 

HCO3- sensibles au pH et les cellules principales participent à l’homéostasie de l’eau et du 

Na+. La réabsorption de ces deux éléments est sous contrôle hormonal : la vasopressine 

pour l’eau et l’aldostérone pour le Na+. 

 

Les substances exogènes, comme les médicaments liés aux protéines, sont sécrétées 

majoritairement au niveau du TCP et dans le TC (Figure 14). 

 

 

 
Figure 14 – Réabsorption et sécrétion tubulaire. Les ions subissent plusieurs mouvements entre 

réabsorption et sécrétions en fonction des différentes parties du néphron. L’eau est toujours 

réabsorbée tout au long du tubule, excepté dans la branche ascendante de Henlé dont la paroi est 

imperméable. Flèches roses : réabsorption ; flèches bleues : sécrétion ; flèches vertes : sens de 

circulation de l’urine. TCP : tube contourné proximal ; TCD : tube contourné distal 

 Description des cellules principales du tube collecteur 

Dernière zone de transformation de l’urine pour acquérir sa composition et sa 

concentration définitive, le TC exerce ses fonctions grâce aux cellules intercalaires et aux 

cellules principales. Les différents dérèglements cellulaires mis en cause dans les PKR ont 

lieu au sein des cellules principales. Cette partie sera donc consacrée à la description de 

leur fonctionnement dans un contexte physiologique. 

1) Régulation de l’osmolarité 

C’est dans les tubes collecteurs que se déroule la réabsorption de l’eau en fonction 

des besoins de l’organisme, indispensable au maintien de l’osmolarité plasmatique (300 

mOsm). Cette fonction est assurée par les cellules principales grâce à des canaux aqueux, 
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les aquaporines, dont l’expression à la membrane apicale est contrôlée par la vasopressine 

(AVP), via l’activation du récepteur de type 2 à la vasopressine (V2R), situé au pôle basal 

des cellules. En absence de ce contrôle, la diurèse est multipliée par dix et donne lieu à un 

syndrome polyuro-polydipsique, également appelé diabète insipide. 

 

Les aquaporines (AQP) sont des protéines membranaires permettant le passage des 

molécules d’eau à travers la membrane plasmatique dans de nombreux tissus et entre 

autres dans le néphron. Au niveau des cellules principales, AQP2 est exprimée du côté 

apical, et AQP3 et AQP4 du côté basal (Nielsen et al. 1993; Wilson et al. 2013). 

L’expression à la membrane d’AQP2 est régulée par l’AVP. En absence d’AVP, AQP2 est 

principalement localisée dans des endosomes (Barile et al. 2005). Suite à l’activation de 

V2R, AQP2 est phosphorylée en quelques minutes par une phosphokinase A dépendante 

de l’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) et passe dans la membrane apicale 

plasmatique par un phénomène d’exocytose dépendant de la mobilisation de calcium 

intracellulaire (Nielsen et al. 1995; Nishimoto et al. 1999; Chou et al. 2000). Après entrée 

d’eau dans la cellule, elle est endocytée pour être à nouveau stockée ou dégradée dans le 

milieu intracellulaire (Figure 15). La quantité d’AQP2 au niveau membranaire résulte de 

l’équilibre entre exocytose et endocytose du récepteur (Brown et al. 2008). Par ailleurs, il 

existe une réponse cellulaire globale permettant d’augmenter la quantité d’AQP2 dans la 

membrane apicale. Suite à une administration à long terme d’AVP, de quelques heures à 

quelques jours, la quantité d’AQP2 est significativement augmentée dans le TC 

(DiGiovanni et al. 1994). La quantité globale d’AQP2 dans la cellule correspond à la 

balance entre sa synthèse, sa sécrétion et sa dégradation intracellulaire. En effet, AQP2 

peut être sécrétée dans l’urine par l’intermédiaire d’exosomes comme dégradée par la voie 

des lysosomes ou celle des protéasomes (Kanno et al. 1995; Pisitkun et al. 2004; Hasler et 
al. 2002; Kamsteeg et al. 2006). 

 

 
 

Figure 15 – Cycle cellulaire de l’aquaporine 2. Sous contrôle de l’AVP, AQP2 est exprimée à la 

membrane apicale des cellules épithéliales du TC en fonction des besoins de l’organisme. Lorsque 

le signal cesse, AQP2 est endocytée pour être soit recyclée, soit dégradée. L’eau sort de la cellule au 

pôle basal par les AQP3 et 4. Flèches bleues : sens de circulation de l’eau. 
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2) Fonction ciliaire 

Au niveau apical, les cellules principales du tube collecteur possèdent un cil 

primaire unique, senseur du flux urinaire, qui régule l’entrée des ions Ca2+ à l’intérieur des 

cellules. Le Ca2+ transite à travers un complexe membranaire formé par la polycystine 1, la 

polycystine 2 et la fibrocystine qui contrôle son activité. 

a) Le cil primaire 

Le cil primaire est un organite immobile hautement compartimenté présent dans la 

plupart des types cellulaires et assurant une fonction de capteur de l’environnement 

extracellulaire (Lee et al. 2011). Il se présente sous la forme d’une projection de la 

membrane plasmatique supportée par un élément cytosquelettique, l’axonème, formé de 

neuf paires de microtubules organisées en anneau (Figure 16) (Singla & Reiter 2006). Le cil 

primaire se constitue durant l’interphase à partir d’une structure associée à la membrane, 

le corps basal ou centriole, et se résorbe au moment de la mitose (Yoder 2007). 

 

 
 

Figure 16 – Structure d’un cil primaire. A) Cil primaire vu par microscopie électronique. B) Schéma 

d'un cil primaire et de l’axonème (Singla & Reiter 2006). 

b) La polycystine 1 

La polycystine 1 (PC1) est une glycoprotéine à 11 segments transmembranaires 

(Hughes et al. 1995; Sandford et al. 1997). Sa longue partie N-terminale extracellulaire 

(3074 acides aminés) est composée de différents domaines conservés dont 16 répétitions 

d’un motif original appelé PKD, présentant une homologie de structure avec les domaines 

de type immunoglobuline (The International Polycystic Kidney Disease Consortium 1995; 

Bycroft et al. 1999). La partie C-terminale intracellulaire est plus courte et possède une 

superhélice (Qian et al. 1997). 

 

PC1 est exprimée principalement dans la membrane plasmatique des cellules 

épithéliales tubulaires rénales, mais aussi dans les canaux hépatiques et pancréatiques, 

dans l’épithélium et dans l’endothélium de la peau et des vaisseaux sanguins, ainsi que 

dans les muscles lisses des parois des vaisseaux sanguins (Geng et al. 1996; Ibraghimov-
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Beskrovnaya et al. 1997; Griffin et al. 1997). Au niveau du rein, cette protéine est localisée 

plus précisément dans la partie distale du tubule rénal, aussi bien dans la région corticale 

que médullaire : branche ascendante de Henlé, TCD et TC (Foggensteiner et al. 2000; 

Ibraghimov-Beskrovnaya et al. 1997). 

 

Au niveau des cellules épithéliales, PC1 participe aux interactions cellule-cellule et 

cellule-matrice (Hughes et al. 1995; Ibraghimov-Beskrovnaya et al. 1997). D’autre part, 

PC1 régule négativement la voie de signalisation de mTOR (mammalian Target of 

Rapamycin), une kinase à sérine/thréonine essentielle dans le transport des protéines, la 

croissance et la prolifération cellulaire (Shillingford et al. 2006). De plus, un site de liaison 

intracellulaire à une protéine Gi/o a été mis en évidence, suggérant une fonction de RCPG 

pour PC1 afin de réguler négativement le taux d’AMPc intracellulaire (Parnell et al. 1998). 

Cette fonction est inhibée lors de l’association avec PC2 (Delmas et al. 2002; Delmas et al. 
2004). 

c) La polycystine 2 

La polycystine 2 (PC2), également appelée TRPP2 pour transient receptor potential 

polycystin 2, est une glycoprotéine à six segments transmembranaires dont les deux 

extrémités terminales sont intracytoplasmiques et qui possède une superhélice en C-

terminale (Mochizuki et al. 1996; Tsiokas et al. 1997; Cai et al. 1999). 

 

Au niveau rénal, PC2 est exprimée dans les cellules épithéliales du TCD, 

majoritairement dans la zone médullaire, ainsi que dans les cellules des TC (Foggensteiner 

et al. 2000). Au niveau subcellulaire, elle a été identifiée principalement dans la 

membrane du réticulum endoplasmique (RE) en tant que canal cationique non sélectif 

perméable au Ca2+, lui-même activé par la présence de Ca2+ intracytoplasmique (González-

Perrett et al. 2001). Elle interagit également avec un autre canal calcique, le récepteur à 

l’IP3, présent dans la membrane du RE (Sammels et al. 2010). À la membrane apicale des 

cellules épithéliales, PC2 s’associe d’une part avec PC1 au niveau des cils primaires pour 

former un canal calcique appelé complexe polycystine (détaillé dans le paragraphe 

suivant) et avec les récepteurs 4 vanilloïdes à potentiel transitoire pour former un nouveau 

canal calcique activé par le facteur de croissance épithélial (EGF) (Hanaoka et al. 2000; 

Zhang et al. 2013). PC2 joue un rôle primordial dans la régulation du taux de Ca2+ 

intracellulaire, lui-même impliqué dans la protection des cellules contre l’apoptose 

(Wegierski et al. 2009). 

 

En dehors du rein, PC2 est présente dans les cellules des muscles lisses vasculaires, 

tout comme PC1 (Torres et al. 2001). 

d) Le complexe polycystine 

Au niveau des cils primaires des cellules principales des TC, le complexe 

polycystine forme un récepteur mécanosensible aux contraintes de cisaillement imposées 

par le débit urinaire (Nauli et al. 2003). Par un mécanisme encore mal connu, le 

fléchissement des cils primaires conduit à l’entrée de Ca2+ à l’intérieur de la cellule (Nauli 
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et al. 2003; Praetorius & Spring 2001). Ce flux calcique déclenche à son tour la libération 

du Ca2+ stocké dans des réserves intracellulaires, telles que le RE (Praetorius & Spring 

2001; Aguiari et al. 2003). 

 

Le complexe polycystine joue un rôle dans le contrôle du cycle cellulaire. Par 

exemple, il a été démontré que PC1 séquestre le facteur de transcription STAT6 au niveau 

de la membrane du cil primaire (Low et al. 2006). De même, le complexe, qui est 

également localisé au niveau de la membrane plasmatique, retient le facteur de 

transcription Id2 par liaison à PC2 (Li et al. 2005). 

e) Régulation du complexe polycystine par la fibrocystine 

La fibrocystine (FC), également appelée polyductine, est issue d’un des plus longs 

gènes identifiés chez l’homme (470 kb) et génère de nombreuses isoformes de la protéine 

(Onuchic et al. 2002). FC est composée d’un seul domaine transmembranaire, d’une 

longue partie N-terminale extracellulaire et d’une partie C-terminale intracellulaire courte 

à quatre sites de phosphorylation potentiels (Ward et al. 2002; Xiong et al. 2002; Onuchic 

et al. 2002). Par homologie structurale, FC est prédite comme étant un récepteur 

membranaire et intervenant dans des réactions de régulation de l’adhésion cellulaire, de 

répulsion et de prolifération ou encore de régulation et de maintien du TC et des canaux 

hépatiques biliaires (Onuchic et al. 2002; Ward et al. 2002; Sweeney & Avner 2006). Si son 

rôle n’est pas encore clairement établi, des interactions avec différentes voies de 

signalisation ont été mises en évidence. Par exemple, FC interagit avec la voie de la 

phosphoinositide 3 kinase/protéine kinase B, impliquée dans les phénomènes de 

prolifération cellulaire et d’apoptose (Sun et al. 2011). 

 

FC est essentiellement localisée dans les cellules épithéliales du rein, du foie et du 

pancréas (Menezes et al. 2004; Ward et al. 2002; Onuchic et al. 2002). Dans le rein, elle 

s’exprime dans le TC cortical et médullaire, et plus faiblement dans le TCP et dans le TCD 

(Menezes et al. 2004). Au niveau cellulaire, elle est localisée essentiellement dans la 

membrane plasmatique apicale, au niveau des cils primaires et dans les corps basaux des 

cellules rénales épithéliales (Menezes et al. 2004; Wang et al. 2004; Ward et al. 2003; 

Zhang et al. 2004). 

 

Dans les cils primaires, FC et PC2 interagissent physiquement par l’intermédiaire 

du complexe protéique kinésine-25 (Wu et al. 2006). D’un point de vue fonctionnel, la non 

expression de FC est corrélée à une diminution de la présence de PC2 dans les cils 

primaires de l’épithélium rénal (Kim et al. 2008). De même, une diminution de la 

concentration intracellulaire de Ca2+ a été observée lorsque FC est inactivée (Yang et al. 
2007). Ces résultats confirment l’hypothèse selon laquelle FC régule l’expression de PC2 

dans les cils primaires, et par conséquent le fonctionnement du complexe polycystine (Wu 

et al. 2006; Kim et al. 2008). D’autre part, il a été démontré chez la souris que les gènes 

                                                 
5 La kinésine-2 appartient à la famille des kinésines, un groupe de protéines 

motrices associées aux microtubules et impliquées dans les transports protéiques. 
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PKD1 (PC1), PKD2 (PC2) et PKHD1 (FC) agissent ensemble pour la mise en place et le 

maintien de l’intégrité du tubule rénal (Garcia-Gonzalez et al. 2007). 

 Physiopathologie des polykystoses rénales 

Les PKR se caractérisent par une physiopathologie complexe. Après avoir décrit le 

fonctionnement non pathologique des milieux et acteurs concernés, nous allons pouvoir 

comprendre au mieux la façon dont ils sont impactés dans la maladie et les nombreuses 

conséquences engendrées. 

1) Génétique 

Il existe deux formes de PKR : une forme autosomique dominante (PKRAD) et une 

forme autosomique récessive (PKRAR). Elles se différencient essentiellement par les gènes 

mutés, la vitesse de progression de la maladie et leur sévérité. 

a) La forme autosomique dominante 

Deux gènes sont mis en causes dans les PKRAD : PKD1, à l’origine des PKRAD 

dites de type 1, et PKD2 pour les PKRAD de type 2 (Mochizuki et al. 1996; The European 

Polycystic Kidney Disease Consortium 1994; The International Polycystic Kidney Disease 

Consortium 1995). 

 

Les mutations sur PKD1 concernent environ 78 % des cas, celles sur PKD2, 13 % 

des cas et aucune mutation n’a été détectée dans les 9 % de cas restants (Audrézet et al. 
2012; Rossetti et al. 2007). Si ces mutations non détectées correspondent probablement à 

des mutations atypiques des gènes PKD1 ou PKD2, l’hypothèse d’un troisième locus reste 

soupçonnée (Paul et al. 2014). Les PKRAD présentent une très importante hétérogénéité 

allélique, qui se retrouve au niveau phénotypique : à ce jour, 2323 mutations différentes de 

PKD1 ont été décrites, dont 1273 pathogènes, et 278 pour PKD2, dont 202 pathogènes 

(PKD Foundation Web Site). Au sein d’une famille porteuse de la même mutation 

germinale, une importante variabilité des symptômes a été observée, variant d’une forme 

sévère à l’absence totale de signe clinique. D’autre part, des études de microdissections des 

tubules ont montré que chaque kyste dérive d’une seule cellule et que seulement 1 % des 

néphrons donne lieu à la formation de kystes (Qian & Watnick 1999). Ces deux 

observations ont conduit à l’hypothèse qu’une seconde mutation somatique est nécessaire 

pour déclencher la kystogenèse dans les deux types de PKRAD (Figure 17) (Qian et al. 
1996; Qian & Watnick 1999; Pei et al. 1999). 
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Figure 17 – Formation des kystes suite à la survenue d’une deuxième mutation. a) Les cellules 

épithéliales du tube collecteur rénal possédent une seule mutation germinale b) Une deuxième 

mutation somatique (étoile) survient dans une seule cellule. c) Prolifération monoclonale de la 

cellule porteuse des deux mutations. d) Le kyste augmente de volume par prolifération cellulaire et 

sécrétion de liquides dans sa lumière et se détache du tubule dont il est issu. D’après Köttgen 2007. 

b) La forme autosomique récessive 

La forme récessive des PKR est due à une mutation sur le gène PKHD1, codant 

pour la FC (Zerres et al. 1994). Comme la forme dominante, la forme récessive présente 

une importante variabilité symptomatique interindividuelle pouvant s’expliquer par la 

longueur importante du gène correspondant (Sweeney & Avner 2006). Sur les 748 

mutations recensées, la majorité sont uniques (Department of Human Genetics RWTH 

Aachen University). 

2) Épidémiologie 

La forme autosomique dominante est la maladie rénale héréditaire la plus répandue 

dans le monde avec une prévalence variant de 1/400 à 1/1000 suivant les régions (Torres et 
al. 2007). 

 

La forme autosomique récessive est une maladie rare6 dont la prévalence est de 

1/20000 (Gunay-Aygun et al. 2006). Il s’agit d’une maladie infantile sévère dont le 

diagnostic se fait généralement in utero ou au plus tard à la naissance. Malgré les 

importants progrès des soins néonataux, la PKRAR est la cause de décès de 25 à 30 % des 

nouveau-nés atteints au cours de leur première année (Sweeney & Avner 2014; Zerres et 
al. 1996). 

                                                 
6 Une maladie rare se définie par une prévalence inférieure à 1/2000 (Ministère de 

la Santé 2009). 
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3) Dysfonctionnements cellulaires 

a) Dérégulation du cycle cellulaire 

À l’état basal, la prolifération des cellules épithéliales du rein est régulée par la voie 

des Ras/Raf/MEK/ERK (McCubrey et al. 2007). L’activation du récepteur à l’EGF (EGFR) 

active la petite protéine G Ras. S’ensuit une cascade de phosphorylation sur Raf-1, MEK 

puis ERK qui active les facteurs de transcription c-Jun et c-Myc (McCubrey et al. 2007). 

V2R, activé par l’AVP, favorise la prolifération cellulaire par deux voies de signalisation : 

la voie de l’AMPc qui stimule Ras et induit une cascade de phosphorylation sur B-Raf puis 

MEK et par la voie des ERK1/2, indépendante de la protéine G, qui met en jeu la 

transactivation du récepteur à l’IGF (Yamaguchi et al. 2004; Oligny-Longpré et al. 2012). 

Dans le même temps, la prolifération cellulaire est limitée par des rétrocontrôles négatifs 

qu’exercent l’AMPc sur Raf-1 d’une part et le Ca2+ intracellulaire sur B-Raf par 

l’intermédiaire de la PI3K et d’Akt d’autre part (Yamada et al. 1995; Guan et al. 2000). 

L’ensemble de ce réseau de régulation permet de maintenir les cellules dans un état de 

prolifération modérée (Figure 18-a). 

 

Les mutations du canal calcique qu’est le complexe polycystine induisent une chute 

de la concentration intracellulaire de Ca2+, ce qui lève la répression exercée sur B-Raf 

(Yamaguchi et al. 2006). L’activité proliférative cellulaire est alors augmentée et favorise la 

formation des kystes (Figure 18-b) (Yamaguchi et al. 2004). 

 

Par ailleurs, PC1 régule négativement mTOR, protéine essentielle dans les 

phénomènes de traduction des protéines, de croissance et de prolifération cellulaire 

(Shillingford et al. 2006). Dans les PKRAD de type 1, une activation inappropriée de 

mTOR a été observée dans les cellules épithéliales de la bordure des kystes, probablement 

impliquée dans la kystogenèse (Shillingford et al. 2006). De plus, il a été observé une 

diminution de la kystogenèse dans deux modèles murins traités par la rapamycine, un 

inhibiteur spécifique de mTOR, et un effet bénéfique sur la taille des reins chez l’homme 

suite au traitement avec cette même molécule (Shillingford et al. 2006). Enfin, le 

complexe polycystine n’étant plus fonctionnel, il n’exerce plus son contrôle négatif sur le 

facteur de transcription Id2, ce qui contribue également à la kystogenèse (Figure 18-b) (Li 

et al. 2005). 
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Figure 18 – Voies de signalisation régulant la prolifération cellulaire dans les cellules épithéliales du 

tube collecteur. a) Dans un contexte physiologique, la voie des MEK peut être activée par l’AVP ou 

bien par l’EGF. Un rétrocontrôle négatif est assuré par le taux de Ca2+ intracellulaire. Le complexe 

polycystine inhibe l’activation de mTOR et Id2. b) Dans un contexte pathologique de PKRAD, les 

rétrocontrôles négatifs par le Ca2+ et le complexe polycystine ne sont plus assurés et donnent lieu à 

une suractivation des facteurs de transcription nucléaires. 

 

Parallèlement à la prolifération excessive des cellules épithéliales, une forte activité 

apoptotique a été observée. Deux théories s’opposent : d’une part, l’apoptose est supposée 

être la première étape dans la perte progressive des fonctions rénales normales, d’autre 

part, l’apoptose serait plutôt un élément protecteur contre la progression de la maladie 

(Goilav 2011; Zhou & Li 2015). Dans tous les cas, il est évident qu’il y a une dérégulation 

du cycle cellulaire entre prolifération et apoptose. Si les mécanismes responsables ne sont 

pas encore bien compris, PC1, PC2 et FC ont toutes été démontrées comme impliquées 

d’une manière ou d’une autre dans le contrôle de l’apoptose (Boletta et al. 2000; Goilav 

2011). 

b) Sécrétion anormale dans les kystes 

Dans les PKRAD, les kystes sont issus de toutes les parties du néphron. La 

prolifération des cellules épithéliales forme des excroissances du tubule qui s’en détachent 

pour former des sacs indépendants remplis de liquides (Figure 19). La pompe Na+/K+-

ATPase située au pôle basal des cellules kystiques génère une déplétion sodique 

intracellulaire. Par transport actif secondaire, le cotransporteur Na+/K+/2Cl fait entrer dans 

la cellule des ions Na+ et des ions Cl- qui sont ensuite sécrétés dans la lumière du kyste via 

le canal régulateur de la conductance transmembranaire de la fibrose kystique (CFTR), 

dont l’expression est dépendante de l’AMPc (Takiar & Caplan 2011). Par réaction, 

s’ensuivent des mouvements paracellulaires d’eau allant dans le même sens. 
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Figure 19 – Sécrétion de liquides dans les kystes. 1) Au pôle basal, la pompe Na+/K+-ATPase fait 

sortir le Na+ de la cellule en échange d’une entrée de K+. 2) La déplétion sodique est compensée par 

l'entrée de Na+ via un cotransporteur Na+/K+/2Cl-. 3) Les ions Cl- sont sécrétés hors de la cellule au 

pôle apical par le canal CFTR. 4) Le changement de concentration ionique dans le kyste provoque 

des mouvements paracellulaires d’eau. 

 

Dans les PKRAR, les kystes se forment uniquement au niveau des TC et restent 

attachés à la paroi, si bien qu’il en résulte plutôt une sorte d’élargissement des TC. La 

sécrétion reste l’élément nécessaire à l’élargissement des kystes mais elle survient par un 

mécanisme n’impliquant pas CFTR (Sweeney & Avner 2006). Plusieurs hypothèses ont été 

formulées mais les résultats contradictoires ne permettent pas d’affirmer le mécanisme mis 

en jeu. 

c) Autres dysfonctionnements cellulaires 

Il existe bien d’autres troubles du fonctionnement cellulaire causés par les PKR. Il a 

été rapporté une altération de la polarité des protéines membranaires, dont EGFR ou la 

pompe Na+/K+-ATPase, qui témoigne d’un défaut de maturation des cellules kystiques 

(Orellana et al. 1995; Wilson et al. 2000). D’autre part, des anomalies des interactions 

cellules-matrice ont été observées dont une réponse hyperproliférative au collagène, 

l’altération de l’expression et de la localisation des métalloprotéases matricielles et la 

prolifération des fibroblastes interstitiels (Wilson 2004). 

4) Évolution clinique 

Alors que le même complexe protéique est touché dans toutes les PKR, les 

conséquences cliniques et leur gravité sont très différentes selon qu’il s’agit de la forme 

dominante ou récessive. Ici est présentée l’évolution générale de la maladie. Il faut garder 

à l’esprit l’importante hétérogénéité clinique interindividuelle. 

a) La forme autosomique dominante 

Les PKRAD sont des maladies d’apparition généralement tardive. Chez les 

personnes atteintes de la PKRAD de type 1, l’âge moyen de survenue de l’insuffisance 
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rénale chronique terminale (DFG < 15 ml/min/1,73 m²) est de 58,1 ans contre 79,7 ans 

chez les patients atteints du type 2 (Cornec-Le Gall et al. 2013). 

 

Des défauts de concentration des urines ont été observés chez 60 % des enfants 

atteints de PKRAD. Cela provoque une augmentation réactionnelle de la concentration 

plasmatique d’AVP et une hyperstimulation des récepteurs vasculaires V1a, à l’origine 

d’une hyperfiltration glomérulaire, du développement d’une hypertension artérielle et de 

la dégradation de la fonction rénale (Torres et al. 2007; Torres 2006). 

 

La moitié des patients atteints de PKRAD développe une hypertension artérielle7 

dès l’âge de 20 à 34 ans, accompagnée entre autres d’une rétention sodique rénale 

anormale (Torres et al. 2007). Plusieurs mécanismes ont été proposés. Un système rénine-

angiotensine (SRA)8 local a été mis en évidence dans les tissus kystiques avec une synthèse 

des différents composants du SRA par les cellules épithéliales des kystes (Loghman-

Adham et al. 2004). La prise en charge thérapeutique doit être précoce car les 

complications cardiovasculaires sont la première cause de mortalité chez ces patients et 

une pression artérielle non contrôlée accélère le déclin de la fonction rénale et potentialise 

le risque de morbi-mortalité par rupture d’anévrisme intracrânien (Torres et al. 2007). De 

plus, les patients atteints de PKR présentent plus fréquemment que la population générale 

des anomalies des valves aortiques et des prolapsus de la valve mitrale. Environ 60 % des 

patients adultes rapportent souffrir de douleurs rénales aigues d’étiologie variée (infection 

urinaire, calculs rénaux, hémorragie kystique) (Torres et al. 2007). In fine, la dilatation 

bilatérale des tubules du néphron liée à la présence des kystes conduit à l’insuffisance 

rénale. La vitesse de progression est très variable d’un individu à un autre, mais débute 

rarement avant 30-50 ans (Torres et al. 2007). Des cas de kystes extrarénaux ont été 

rapportés. Les premiers organes atteints après le rein sont le foie, les vésicules séminales et 

le pancréas (Torres et al. 2007). 

b) La forme autosomique récessive 

Les formes récessives des PKR sont des maladies pédiatriques graves. Elles 

appartiennent aux syndromes fibrokystiques hépatorénaux congénitaux (Sweeney & 

Avner 2014). 

 

Dans les formes les plus sévères, les individus atteints de PKRAR présentent à la 

naissance une hypoplasie pulmonaire, mortelle dans 25 à 30 % des cas, ainsi que des TC 

massivement dilatés (Zerres et al. 1996). Les deux tiers des individus développent une 

hypertension sévère au cours de l’enfance et tous sont atteints d’une insuffisance rénale de 

progression rapide (avec une forte variabilité interindividuelle) : 50 % des patients 

atteignent le stade d’insuffisance rénale terminale au cours des dix premières années de 

                                                 
7 L’hypertension artérielle est définie par une pression artérielle ≥ 140/90 mm de 

Hg, selon la Haute Autorité de Santé (HAS) (Haute Autorité de Santé 2005) 
8 Dans le SRA, la rénine transforme l’angiotensinogène en angiotensine I, à son 

tour activée par l’enzyme de conversion en angiotensine II. 
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leur vie (Sweeney & Avner 2014). En plus des atteintes rénales, la PKRAR s’accompagne 

systématiquement d’une atteinte hépatique plus sévère (Sweeney & Avner 2014). 

L’atteinte hépatique, au niveau des canaux biliaires, engendre une fibrose hépatique qui se 

répercute sur le système vasculaire (hypertension portale, hémorroïdes, saignements 

gastro-intestinaux) et sur le système hépato-gastro-intestinal (varices œsophagiennes et 

gastriques, splénomégalie, hypersplénisme, syndrome de malabsorption des vitamines 

liposolubles). 

 Axes thérapeutiques des polykystoses rénales 

1) Axes thérapeutiques envisagés 

Les différentes étapes du mécanisme physiopathologique des PKR constituent 

autant de cibles thérapeutiques potentielles (Figure 20). 

a) La régulation de l’homéostasie calcique intracellulaire 

La concentration intracellulaire de Ca2+ est cruciale pour le maintien du niveau 

prolifératif et est directement impactée par les mutations à l’origine des PKR. Pour réguler 

l’homéostasie calcique, plusieurs molécules ont été testées. Entre autres, le triptolide, un 

diterpène naturel utilisé dans la médecine traditionnelle chinoise contre l’inflammation et 

les troubles immunitaires, est un agoniste indirect de PC2 qui induit la libération de Ca2+ à 

partir des réserves du RE (Figure 20-5) (Leuenroth et al. 2008). Ses effets bénéfiques sur la 

prolifération des cellules épithéliales et le volume rénal total (VRT) ont été démontrés 

chez l’animal (Leuenroth et al. 2008). 

b) Les voies de signalisation de l’AMPc 

Dans des conditions physiologiques, les taux d’AMPc et de Ca2+ intracellulaires 

contribuent à réguler la voie des MEK/ERK et à maintenir une prolifération cellulaire 

faible (Yamada et al. 1995). La diminution de la concentration calcique intracellulaire, 

suite aux mutations sur le complexe polycystine, déséquilibre la balance AMPc/Ca2+ et 

induit l’hyperactivation de la voie proliférative des MEK/ERK. Diminuer la concentration 

intracellulaire d’AMPc permettrait de rééquilibrer la balance AMPc/Ca2+. Cette hypothèse 

a été confirmée in vivo par l’inhibition de la production d’AMPc dépendante de la 

vasopressine. Il a été observé qu’un modèle murin de PKR dépourvu d’AVP circulante ne 

développait jamais de kystes jusqu’à injection de 1-déamino-8-D-arginine vasopressine, un 

analogue synthétique de l’hormone (Wang et al. 2008). La concentration d’AMPc dans les 

cellules principales du TC est augmentée sous l’activation des RCPG couplés Gs, comme 

les récepteurs aux catécholamines, aux prostaglandines ou V2R, et diminuée par activation 

des RCPG couplés Gi, comme les récepteurs à la somatostatine ou à l’apeline. 

 

La somatostatine est une hormone sécrétée par plusieurs organes (hypothalamus, 

pancréas, intestin) qui régule en retour la sécrétion de nombreuses autres hormones 
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(hormone de croissance, insuline, glucagon…) (Figure 20-2). Ayant une très courte demi-

vie, des analogues de synthèse plus stables sont utilisés en clinique, principalement comme 

antitumoraux : l’octréotide et le lanréotide le plus souvent (Irazabal & Torres 2013). 

L’octréotide a montré son efficacité en étude préclinique pour stopper l’expansion des 

kystes hépatiques et rénaux (Harris & Torres 2009). Un essai clinique de phase 3 sur trois 

ans a montré que l’augmentation du VRT était deux fois moins importante chez les sujets 

traités que chez ceux du groupe placebo, mais cette différence n’était pas significative 

(Caroli et al. 2013). Cependant, la distribution ubiquitaire des récepteurs à la 

somatostatine entraine un risque d’effets secondaires important difficilement conciliable 

avec un développement thérapeutique pour une maladie chronique. Cette réflexion est 

également valable pour le récepteur à l’apeline, alors que ce peptide présente un double 

intérêt en réduisant à la fois la sécrétion d’AVP au niveau central et en inhibant la 

production d’AMPc induite par activation de V2R au niveau du tube collecteur (De Mota 

et al. 2004; Hus-Citharel et al. 2014). 

 

Le blocage des récepteurs aux catécholamines ou aux prostaglandines, des RCPG 

couplés Gs, a été testé in vitro mais leur faible sélectivité pour les cellules épithéliales 

rénales et leur importante toxicité potentielle ne sont pas favorables à la mise en place 

d’études in vivo (Irazabal & Torres 2013). Seul le blocage de V2R reste la voie 

thérapeutique la plus prometteuse à ce jour, notamment grâce à son expression quasi-

exclusivement rénale qui en fait une cible hautement spécifique (Figure 20-1). 

c) Autres voies de signalisation intracellulaire 

De nombreux facteurs de croissance, dont des molécules EGF-like, sont hautement 

concentrés dans les liquides contenus dans la lumière des kystes et les récepteurs 

correspondants, comme EGFR, sont surexprimés au pôle apical des cellules épithéliales 

(Irazabal & Torres 2013; Richards et al. 1998). L’arrêt du développement des kystes a été 

observé dans des modèles animaux par inhibition de l’activité tyrosine kinase liée à EGFR 

et un essai clinique de phase 2 a été réalisé avec le bosutinib, un inhibiteur de ces kinases 

(résultats non publiés, essai thérapeutique référencé NCT01233869) (Figure 20-6) (Irazabal 

& Torres 2013; Torres & Harris 2007). Des résultats similaires ont été obtenus en bloquant 

les récepteurs du facteur de croissance vasculaire endothélial, du facteur de croissance des 

hépatocytes et du facteur de croissance insulin-like 1 (Irazabal & Torres 2013). 

 

La kinase mTOR, essentielle à la synthèse protéique et à la prolifération cellulaire, 

est sous contrôle négatif indirect de PC1 (Dere et al. 2010). N’étant plus régulée 

correctement dans la PKRAD, un traitement par des inhibiteurs de mTOR (everolimus et 

sirolimus, déjà utilisés comme immunosuppresseurs) avait été envisagé (Figure 20-8). 

Malheureusement, aucune amélioration n’a pu être démontrée dans les premiers essais 

cliniques réalisés et il avait déjà été observé dans le cadre de greffe d’organe que les reins 

sont particulièrement résistants à cette famille de médicaments (Canaud et al. 2010; Walz 

et al. 2010; Serra et al. 2010). Néanmoins, de nouveaux essais cliniques sont en cours. 
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d) Autres axes thérapeutiques à l’étude 

L’augmentation du volume des kystes est due à la sécrétion des ions Cl- à travers le 

CFTR suite à leur accumulation intracellulaire par cotransport avec le Na+. CFTR, tout 

comme la voie de signalisation de mTOR, est sous contrôle négatif des protéines kinases 

dépendantes de l’AMPc. Celles-ci étant elles-mêmes stimulées par la metformine, un 

antidiabétique, le ralentissement de la croissance des kystes a pu être observé sur des 

modèles animaux traités par cette molécule (Takiar et al. 2011). Une étude clinique est 

actuellement en cours (NCT02656017). Par ailleurs, un effet synergique bénéfique de la 

metformine et de la rapamycine a été mis en évidence in vitro (Figure 20-9) (Mekahli et 
al. 2014). 

 

Les polycystines 1 et 2 participent indirectement à l’inhibition de Cdk2, une kinase 

dépendante des cyclines qui favorise la prolifération cellulaire, par contrôle négatif d’Id2 

(Li et al. 2005; Bhunia et al. 2002). La roscovitine, un inhibiteur de CDK, a permis 

l’inhibition de la kystogenèse, l’amélioration de la fonction rénale, le blocage du cycle en 

phase G1/S et l’inhibition de l'apoptose sur un modèle murin (Figure 20-3) (Bukanov et al. 
2012). 

 

La pravastatine, une statine inhibitrice de la prolifération cellulaire utilisée 

cliniquement dans l’hyperlipidémie, s’est avérée efficace pour ralentir la progression du 

VRT. Il s’agissait d’un essai clinique mené pendant trois ans sur des patients jeunes (8-22 

ans) afin d’évaluer l’intérêt d’un traitement précoce (Cadnapaphornchai et al. 2014). 

 

Enfin, une nouvelle voie thérapeutique, testée sur plusieurs modèles murins, s’est 

montrée encourageante : l’inhibition de la sirtuine I par la vitamine B3. Cette déacétylase 

est surexprimée dans les PKRAD suite à la mutation de PC1 et stimule la prolifération 

cellulaire tout en réprimant l’apoptose (Figure 20-4) (Zhou et al. 2013). Une étude clinique 

de phase 2 a été réalisée (résultats non publiés, essai thérapeutique référencé 

NCT02140814). 
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Figure 20 – Principaux mécanismes pathologiques impliqués dans la PKRAD et cibles thérapeutiques 

envisagées. Les PC1 et 2 sont exprimées dans le cil primaire du côté apical de la cellule. Elles 

régulent plus ou moins directement : 1. la prolifération cellulaire, 2. la sécrétion de fluides, 3. la 

fonction ciliaire, 4. l’adhésion cellule-cellule et 5. l’interaction cellule-matrice. Les 

dysfonctionnements du complexe polycystine engendrent des voies de signalisation aberrantes 

dont : A) l’activation de l’AMPc, B) la diminution de Ca2+ intracellulaire et C) l’activation de 

mTOR. Les principales cibles thérapeutiques sont indiquées par un chiffre dans un cercle gris : 1) 

Antagonistes de V2R ; 2) analogues de la somatostatine ; 3) roscovitine ; 4) inhibiteurs de la 

sirtuine I ; 5) triptolide ; 6) inhibiteurs de tyrosine kinases ; 7) inhibiteurs de CFTR ; 8) inhibiteurs 

de mTOR et 9) metformine. (Modifié d’après Salvadori & Tsalouchos 2017) 

2) Stratégies thérapeutiques actuellement appliquées 

Jusqu’en 2015, il n’existait aucun traitement spécifique contre les PKR. La prise en 

charge thérapeutique était uniquement basée sur un traitement symptomatique de 

l’hypertension artérielle et de l’insuffisance rénale. Depuis 2015, une molécule, le 

tolvaptan, commercialisée sous le nom de spécialité Jinarc® par les laboratoires Otsuka, 

Japon, a été mise sur le marché dans différents pays dont la France et suscite un grand 

espoir pour les patients. 

a) Prise en charge symptomatique des PKR 

La première prise en charge des PKR réside dans le traitement de l’hypertension 

artérielle avec pour objectif de maintenir les valeurs tensionnelles en dessous de 130/80 

mm de Hg. Les deux classes d’antihypertenseurs les plus appropriées sont les inhibiteurs 

de l’enzyme de conversion (IEC) et les antagonistes des récepteurs de l’angiotensine II 

(ARA II) qui ciblent le SRA, suractivé dans les PKR (Ecder & Schrier 2009). De plus, le 
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contrôle de la pression artérielle permet de ralentir la progression de l’insuffisance rénale 

(Patch et al. 2011). 

 

La dialyse est proposée lorsque les patients sont en insuffisance rénale terminale 

(DFG < 15 ml/min/1,73 m²). Une transplantation rénale peut être envisagée dans un 

second temps (Sweeney & Avner 2014). Dans les PKRAR, l’atteinte hépatique est courante 

et une double transplantation hépatorénale a démontré son intérêt dans certains cas bien 

définis (Brinkert et al. 2013). 

b) Prise en charge spécifique de la PKRAD : le tolvaptan 

Le tolvaptan est issu de la famille des vaptans, des antagonistes compétitifs non 

peptidiques des récepteurs à la vasopressine. Les vaptans de dernière génération ont une 

sélectivité de plus en plus marquée pour V2R (Greenberg & Verbalis 2006). 

L’augmentation de la diurèse qui en résulte est quantitativement similaire à celle 

provoquée par la prise d’un diurétique mais n’entraine pas de perte de sels : il s’agit d’un 

effet dit « aquarétique » (Peri 2013). Cette fonction aquarétique est particulièrement utile 

pour lutter contre l’hyponatrémie, et c’est dans cette indication que les premiers vaptans 

ont été développés. Trois molécules sont actuellement commercialisées dans cette 

indication : le conivaptan (Vaprisol®, Cumberland Pharmaceuticals) aux États-Unis, le 

mozavaptan (Physuline®, Otsuka) au Japon et le tolvaptan (Samsca®, Otsuka) dans ces deux 

pays (Peri 2013; FDA 2009). D’autres vaptans ont été testés en phase clinique II ou III mais 

leur hépatotoxicité a stoppé leur développement. En effet, une élévation importante des 

aminotransaminases hépatiques (ASAT et ALAT), pouvant refléter une atteinte hépatique 

sévère, est survenue chez certaines personnes traitées. Les mécanismes mis en jeu ne sont 

pas parfaitement élucidés mais l’inhibition de transporteurs biliaires hépatiques par 

certains métabolites des vaptans et l’inhibition de la respiration mitochondriale sont les 

deux hypothèses les plus probables (Slizgi et al. 2016; Woodhead et al. 2017). 

 

Le caractère d’antagoniste compétitif sélectif pour V2R des vaptans en fait de 

potentiels candidats thérapeutiques pour le traitement des PKR. Plusieurs études ont 

démontré leur efficacité sur différents modèles pathologiques murins avec une diminution 

de la concentration d’AMPc intracellulaire, l’inhibition du développement des kystes et la 

préservation de la fonction rénale (Gattone et al. 2003; Torres et al. 2004; Wang et al. 
2005). 

 

Le tolvaptan, ou 7-Chloro-5-hydroxy-1-[2-méthyl-4-(2-méthylbenzoyl-

amino)benzoyl]-2,3,4,5-tétrahydro-1H-1-benzazépine, ou encore OPC-41061, est à ce 

jour le vaptan ayant la plus faible hépatotoxicité (Yamamura et al. 1998; Kondo et al. 
1999). Il a fait l’objet d’une étude clinique de phase III pour la prise en charge de la 

PKRAD : TEMPO 3:4 (Tolvaptan Efficacy and Safety in Management of Autosomal 

Dominant Polycystic Kidney Disease and its Outcomes) (Torres et al. 2012). Cet essai 

multicentrique randomisé contrôlé a mis en évidence le ralentissement de la progression 

de la PKRAD lors d’une prise quotidienne de tolvaptan pendant trois ans. La qualité de vie 

des patients s’est trouvée améliorée, notamment grâce à l’atténuation des symptômes 
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invalidants telles que les douleurs rénales et dorsales ou encore les infections urinaires. 

Ces effets bénéfiques contrebalançaient la survenue des effets indésirables liés au blocage 

de la fonction antidiurétique de V2R (soif, polyurie, polydipsie, nocturie) perçus alors 

comme mineurs par les patients. Un pourcent des personnes traitées par le tolvaptan a 

présenté une augmentation des enzymes hépatiques ASAT et ALAT, réversible à l’arrêt du 

traitement, ce qui représente une fréquence plus élevée que celle observée lors des études 

cliniques menées sur la même molécule dans le cadre du traitement des hyponatrémies. 

Pour deux de ces patients, l’augmentation des enzymes correspondait à une atteinte 

hépatique sévère. Il est à noter qu’aucune amélioration n’a été observée concernant 

l’hypertension artérielle associée à la pathologie. Un second essai clinique a fait suite, 

TEMPO 4:4, afin d’évaluer l’efficacité du tolvaptan pendant deux années supplémentaires 

chez les patients déjà traités, tout en initiant le traitement chez les patients anciennement 

inclus dans le groupe placebo de l’étude TEMPO 3:4 (Torres et al. 2017). La molécule a 

montré un effet protecteur prolongé sur la fonction rénale. Les mêmes effets indésirables 

que dans l’étude précédente ont été rapportés, dans des proportions similaires. 

 

Suite à la première étude, les agences du médicament américaine (Food and Drug 

Administration - FDA) et européenne (European Medicines Agency - EMA), qui s’étaient 

toujours montrées réfractaires à la mise sur le marché du tolvaptan dans l’indication 

contre la polykystose rénale, principalement à cause de son hépatotoxicité, ont publié un 

avis favorable à sa commercialisation, sous le nom de Jinarc® (Otsuka). 

 

L’affinité du tolvaptan pour V2R est 1,8 fois supérieure à celle de l’AVP. De plus, il 

est 29 fois plus sélectif pour V2R que pour V1aR, ce qui limite le risque d’effets 

secondaires dans le cadre d’une utilisation thérapeutique (Miyazaki et al. 2007). Ses 

caractéristiques pharmacocinétiques ont été établies chez une personne saine. Sa 

biodisponibilité par voie orale est de 40 % en moyenne et il est lié à 99 % aux protéines 

plasmatiques (Baur & Meaney 2014). Comme tous les vaptans, il est pris en charge au 

niveau du foie par le cytochrome P450 3A4 et génère neufs métabolites éliminés dans les 

urines, dont deux ont été identifiés comme responsables de la toxicité hépatique 

(Furukawa et al. 2014; Slizgi et al. 2016). C’est aussi un substrat et un inhibiteur de la 

glycoprotéine phosphate, ce qui potentialise le risque d’interaction médicamenteuse (Kim 

et al. 2011; Yamamura et al. 1992). Enfin, le tolvaptan est éliminé majoritairement par 

voie fécale sous forme inchangée et seulement 1 % du tolvaptan est retrouvé inchangé 

dans les urines (Kim et al. 2011; Shoaf et al. 2007). En absence d’altération sévère de la 

fonction rénale (clairance à la créatinine inférieure à 10 ml/min), il n’est pas nécessaire 

d’ajuster les doses (Shoaf et al. 2014). Son temps de demi-vie est de 12 h et sa 

concentration plasmatique maximale est atteinte 3 h après la prise (Kim et al. 2011; Shoaf 

et al. 2007). 
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IV. La mambaquarétine-1 

Les venins ont longtemps été étudiés dans le but de trouver des antidotes. 

Cependant, leur utilisation comme outil curatif remonte à plusieurs millénaires au même 

titre que les plantes médicinales. Pour donner quelques exemples, le venin de serpent était 

utilisé contre l’arthrite et les troubles gastro-intestinaux dans la médicine Ayurvédique et 

la médecine traditionnelle chinoise se servait de la peau de crapaud séchée comme 

diurétique, anesthésique et anticancéreux. L’avènement des techniques de protéomique et 

de transcriptomique depuis les années 2000 et les récents progrès en chimie analytique ont 

rendu possible la séparation des composés des venins et leur criblage à haut débit afin 

d’identifier leurs cibles spécifiques (King 2011). À l’heure actuelle, une dizaine de toxines 

ou dérivés sont sur le marché et environ le double est en essai clinique. 

 

Comme présenté dans les chapitres précédents, les récepteurs couplés aux protéines 

G (RCPG) représentent des cibles de choix pour le développement de nouveaux 

médicaments de par leur implication dans la physiopathologie de nombreuses maladies. 

Par ailleurs, les venins sont une source immense et encore peu exploitée de molécules 

biologiquement actives hautement spécifiques. C’est à partir de ces deux constats que 

l’équipe « Toxines, récepteur et canaux » de Denis Servent (Service d’Ingénierie 

Moléculaire des Protéines – SIMOPRO, CEA Saclay, Gif-sur-Yvette) a pris le parti de 

cribler des venins de serpents sur des RCPG à intérêt thérapeutique afin de découvrir de 

nouveaux candidats thérapeutiques novateurs. 

 

Ma thèse s’inscrit dans la continuité d’un projet initié en 2007, suite à la mise en 

évidence d’une toxine extraite du venin du mamba vert (Dendroaspis angusticeps) et 

active sur le récepteur de type 2 à la vasopressine (V2R). Ce récepteur est très bien 

caractérisé, validé comme cible thérapeutique d’intérêt mais peu exploité par manque 

d’antagonistes efficaces et sûrs. En bloquant l’activité de ce récepteur, la toxine de mamba 

provoque une activité aquarétique, d’où elle tire son nom : la mambaquarétine-1 (MQ-1). 

Ses propriétés en font un candidat thérapeutique potentiel afin de traiter la polykystose 

rénale (PKR). 

 

Ce chapitre reprend l’ensemble des résultats obtenus dans mon laboratoire et par 

nos collaborateurs avant l’initiation de mon travail de thèse. Ils ont fait l’objet d’une 

publication parue en juin 2017 dans le journal Proceedings of the National Academy of 
Sciences (Ciolek et al. 2017) (Annexe). 

 Caractérisation pharmacologique de MQ-1 

Le mamba vert, ou mamba vert de l’Est, est reconnu comme étant l’un des serpents 

les plus dangereux au monde. Il vit dans la zone Sud/Sud-Est de l’Afrique. C’est dans son 
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venin qu’ont été découvertes les premières dendrotoxines (Dtx), les toxines Kunitz 

bloqueurs de canaux potassiques (Harvey & Karlsson 1980). La mambaquaretine-1 a été 

isolée du venin du mamba vert par fractionnement multiple et criblage sur V2R. Ce 

peptide a un poids moléculaire de 6367,2 Da et 6373,2 Da avant et après réduction 

respectivement, ce qui indique la présence de trois ponts disulfure et ces deux 

caractéristiques réunies indiquent un repliement compatible avec celui des peptides 

Kunitz. Sa séquence de 57 acides aminés a été obtenue par dégradation d’Edman et analyse 

de masse ce qui a permis sa production par synthèse chimique pour la suite des 

expériences. La structure cristallographique de MQ-1 a été résolue par diffraction à rayon 

X (résolution : 1,06 Å), confirmant la structure de type Kunitz (Figure 21). 

 

 
 

Figure 21 – Structures cristallographiques de MQ-1 et du variant Asn15Lys/Gly16Ala. Les 

nombreuses positions chargées de MQ-1 sont mises en évidence (PDB du variant 

Asn15Lys/Gly16Ala : 5M4V). 

 

L’affinité de MQ-1 pour V2R est de 5,02 nM (Figure 22-a). Pour des concentrations 

inférieures à 10 µM, aucune liaison n’a pu être observée sur les récepteurs de la même 

famille V1aR, V1bR et OTR. Sa haute sélectivité pour V2R a été confirmée par un profil 

de sécurité mené sur 156 RCPG, 15 canaux ioniques et 45 enzymes. Seules une activité sur 

le canal Kv1.1 (concentration inhibitrice médiane (IC50) = 8,2 µM) et sur la trypsine (IC50 

= 14,8 µM) ont été observées (Figure 22-b et c). Ces résultats sont en accord avec l’absence, 

dans la séquence de MQ-1, des résidus canoniques décrits comme nécessaires aux activités 

antitrypsine et bloqueur de canaux potassiques. En effet, ses positions P1 et P′1, cruciales 

pour l’activité antitrypsine (Lys et Ala), sont occupées respectivement par une Asn et une 

Gly et la position 3, nécessairement chargée positivement pour inhiber les Kv1, présente 

une Ser. 

 

 

 

 



INTRODUCTION 

67 

 

 
 

Figure 22 – Versatilité de l’activité de MQ-1 sur différentes cibles en fonction de sa séquence. a) 

Inhibition de la liaison de 3H-AVP sur V2R par MQ-1 non mutée (rouge), ses variants tronqué en 

N-terminale (bleu), Ser3Lys (jaune) et Asn15Lys/Gly16Ala (vert), ainsi que par l’-Dtx (violet) et 

le BPTI (noir). b) Inhibition de l’activité enzymatique de la trypsine par MQ-1 non mutée (rouge) 

et la variant Asn15Lys/Gly16Ala (vert). c) Inhibition du courant électrique du canal potassique 

Kv1.1 par MQ-1 non mutée (rouge), le variant tronqué en N-terminale (bleu) et le variant Ser3Lys 

(jaune). Chaque courbe est la moyenne de trois expériences indépendantes, les barres d’erreur 

représentent l’écart-type. 

 

Les inhibiteurs de protéases à sérine et les dendrotoxines utilisent des parties de 

leur séquence spatialement opposées pour interagir avec leur cible. Afin de connaître la 

stratégie de liaison employée par MQ-1 pour se lier à V2R, le variant Ser3Lys, une version 

de MQ-1 tronquée en N-terminale de quatre résidus et le double variant 

Asn15Lys/Gly16Ala ont été synthétisés et leur affinité pour V2R testées. Le variant 

Ser3Lys n’a montré aucune perte d’affinité pour V2R (Ki = 1,39 nM) contrairement au 

double variant dont l’affinité était 1000 fois plus faible que la toxine non mutée (Ki = 4000 

nM) (Figure 22-a). Il en a été déduit que la boucle 1 de MQ-1 était majoritairement 

impliquée dans l’interaction au récepteur. À cette même occasion, il a été observé une 

étonnante versatilité pharmacologique : le simple variant Ser3Lys a montré une meilleure 

efficacité pour bloquer Kv1.1 (IC50 = 308 nM) et l’activité anti-trypsine du double variant 

Asn15Lys/Gly16Ala était nanomolaire (IC50 = 0,77 nM) (Figure 22-b et c). 

 

V2R est un récepteur couplé Gs. Activé, il induit plusieurs voies de 

signalisation dont les trois les mieux connues sont la production du second messager 

AMPc, la mobilisation de la -arrestine et la phosphorylation des ERK. Seul en présence 

du récepteur, MQ-1 n’induit aucun effet sur ces trois voies de signalisation. En revanche, 

en présence de vasopressine, elle empêche leur activation (Ki = 12,0 nM pour la 

production d’AMPc, Ki = 110 nM pour la mobilisation de la -arrestine et Ki = 210 nM 

pour la phosphorylation des ERK1 et 2) (Figure 23-a, b et c). MQ-1 est donc un 

antagoniste compétitif total de V2R. 
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Figure 23 – Déplacement parallèle vers la droite des courbes d’activation de V2R par la vasopressine 

en présence de concentrations croissantes de MQ-1. a) Production d’AMPc. b) Recrutement de la 

-arrestine-1. c) Phosphorylation des ERK1 et 2. Chaque courbe est la moyenne d’au moins trois 

expériences indépendantes, les barres d’erreur représentent le SEM. 

 Effet de MQ-1 sur un modèle murin de polykystose 
rénale 

Afin d’explorer son potentiel thérapeutique, MQ-1 a été testée sur un modèle 

murin d’ADPKD : les souris CD1-pcy/pcy. Il s’agit en réalité d’un modèle de 

néphronophtise liée à une mutation non-sens du gène humain orthologue Nphp3 (Nagao 

et al. 2012). Cliniquement, cette pathologie se traduit chez la souris par la formation de 

nombreux kystes dans les reins, visibles dès trois semaines et elle progresse vers 

l’insuffisance rénale terminale autour de 30 semaines. Les souris CD-pcy/pcy sont issues 

d’une souche C57BL/6. 

 

Afin de déterminer quelle dose de MQ-1 était la plus adaptée pour un essai sur le 

long terme, des groupes de sept souris âgées de dix semaines ont été injectées par voie 

intrapéritonéale (IP) et sous-cutanée quotidiennement pendant six jours aux doses 0,01, 

0,1 et 1 µmol/kg. Un groupe contrôle de souris saines C57BL/6 ont reçu la dose de 1 

µmol/kg de toxines. Tous les groupes, l’augmentation du volume urinaire couplée à la 

diminution de l’osmolalité urinaire ont été observées, témoignant de l’effet aquarétique 

attendu. Les résultats étaient similaires quel que soit la voie d’administration. L’effet 

aquarétique était présent dès le premier jour de traitement pour les plus fortes doses, mais 

est apparu au bout de quatre jours pour le groupe ayant reçu 0,01 µmol/kg (Figure 24). 
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Figure 24 – Effet aquarétique suite une injection IP quotidienne pendant six jours de MQ-1 à 

différentes doses. a) Volume urinaire total sur 24 h. b) Osmolalité urinaire moyenne sur 24 h. 

Chaque point représente la moyenne du groupe aux temps 0, jour 2, jour 4 et jour 6 pour les deux 

plus faibles doses, les barres d’erreurs correspondent à l’écart-type. 

 

La dose 0,1 µmol/kg par voie IP a été retenue pour traiter un groupe de six souris 

CD1-pcy/pcy pendant 99 jours en comparaison avec un groupe contrôle recevant une 

solution saline. L’effet aquarétique de MQ-1 a été observé pendant toute la durée de 

l’essai, sans modification de l’excrétion des ions urinaires et donc sans perte d’efficacité 

dans le temps (Figure 25). À la fin de l’essai, l’effet bénéfique de MQ-1 était appréciable 

aussi bien au niveau de la fonction rénale qu’au niveau plus de la progression des kystes. 

Le dosage de la créatinine circulante a montré que le DFG des souris traitées était 

maintenu, contrairement à celui des souris non traitées (respectivement, 0,59 mg/dl contre 

1,86 mg/dl, p = 0,002). 

 

 
 

Figure 25 – Effet aquarétique suite une injection IP quotidienne pendant 99 jours de MQ-1 à 0,1 

µmol/kg. a) Volume urinaire total sur 24 h. b) Osmolalité urinaire moyenne sur 24 h. Chaque point 

représente la moyenne du groupe aux temps 0, jour 30, jour 70 et jour 100, les barres d’erreurs 

correspondent à l’écart-type. 

 

L’observation des tissus rénaux a permis de constater que le nombre total de kystes 

était significativement réduit de 33 % chez les souris traitées par rapport au groupe 

placebo (Figure 26). D’autre part, l’analyse des organes post-traitement n’a montré aucune 

toxicité ou effet secondaire suite à la prise répétée de la toxine. Ces résultats positifs 

restent à être confirmés à la fois sur un plus grand nombre d’individus et dans d’autres 

modèles animaux de PKR. Néanmoins, l’efficacité sur la progression des kystes est 
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comparable à celle démontrée pour le tolvaptan, mais la nature chimique différente de 

MQ-1 permet de prédire qu’elle n’engendrera probablement pas les mêmes effets 

secondaires que le tolvaptan. Ces arguments ont été mis en valeur afin de prendre contact 

avec différentes industries pharmaceutiques susceptibles d’initier le développement 

thérapeutique de MQ-1 dans le cadre de la prise en charge des PKRAD. 

 

 
 

Figure 26 – Effet bénéfique de MQ-1 sur la progression des kystes rénaux. Coupes histologiques de 

reins colorées par hématéine et éosine représentatives des reins de souris CD1-pcy/pcy non traitées 

(gauche) et traitées (droite) par MQ-1 après 99 jours de traitement quotidien. Les taches blanches 

correspondent aux kystes. 
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À l’heure actuelle, seulement 0,01 % des quelques 40 millions de toxines estimées 

dans la nature sont caractérisées. Pourtant, les venins représentent une formidable banque 

de peptides naturels à activité biologique. Partant de ce constat et face au besoin urgent de 

trouver de nouveaux médicaments, le criblage de venins sur des récepteurs à intérêt 

thérapeutique apparait comme une opportunité innovante. Étant impliqués dans la grande 

majorité des processus physiologiques, les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) 

représentent la première classe thérapeutique et sont la cible d’environ 40 % des 

médicaments sur le marché. C’est dans ce contexte que l’équipe « Toxines, récepteurs, 

canaux » (Service d’Ingénierie Moléculaire des Protéines, Institut Joliot, CEA Saclay, Gif-

sur-Yvette) a découvert en 2007 la première toxine peptidique Kunitz antagoniste du 

récepteur de type 2 à la vasopressine (V2R), la mambaquarétine-1 (MQ-1), dans le venin 

du mamba vert. V2R est responsable de la concentration finale des urines par réabsorption 

de l’eau en fonction des besoins de l’organisme. Il participe aussi à la physiopathologie de 

la polykystose rénale autosomique dominante (PKRAD), une pathologie héréditaire qui 

touche une personne sur 400 à 1000 à travers le monde. Cette maladie provoque la 

formation de kystes sur les reins qui conduisent à terme à une insuffisance rénale 

terminale. L’ensemble des recherches dédiées à cette pathologie s’accordent pour valider 

le blocage de V2R comme la meilleure stratégie thérapeutique actuelle dans cette 

indication. Un seul médicament existe depuis peu sur le marché, le Jinarc® (Otsuka), mais 

plusieurs interrogations subsistent quant à son efficacité et sa sécurité d’emploi sur le long 

terme. Une première étude de MQ-1 comme traitement d’un modèle murin de 

polykystose rénale a obtenu des résultats très positifs, nous encourageant à entreprendre 

son développement thérapeutique. C’est dans cette finalité que les objectifs de ma thèse 

ont été définis. 

 

Avant de s’attacher à l’effet thérapeutique d’une molécule, il convient de connaitre 

au mieux ses caractéristiques in vivo. Mon premier objectif de thèse sera de déterminer la 

pharmacodynamie de MQ-1 chez des rats sains par injection intrapéritonéale (IP). Pour 

observer la survenue d’un effet aquarétique (augmentation du volume urinaire sans perte 

d’osmoles), les animaux seront placés en cage métabolique. Dans un premier temps, nous 

nous intéresserons à l’effet dose-réponse, ce qui permettra de déterminer la dose la plus 

appropriée pour un traitement chronique en fonction de l’importance et de la durée de 

l’effet. Dans un second temps, nous réaliserons des injections répétées à la posologie la plus 

pertinente d’après les résultats précédents pour mesurer un éventuel effet cumulatif. 

 

En tant que ligand hautement sélectif de V2R, MQ-1 est une molécule de premier 

choix pour générer des outils permettant d’étudier sa cible. Mon second objectif de thèse 

sera de mettre en évidence les déterminants moléculaires de MQ-1 responsables de son 

affinité pour son récepteur. Nous rechercherons l’existence de toxines dont l’affinité pour 

V2R ne serait pas encore décrite en explorant les bases de données répertoriant des toxines 

Kunitz dont la séquence est proche de celle de MQ-1. Les animaux venimeux appartenant 

à la même espèce partagent communément des toxines homologues. Nous criblerons donc 

le venin des trois autres mambas pour trouver de probables nouvelles mambaquarétines. 

L’activité des toxines affines pour V2R sera caractérisée pharmacologiquement aussi bien 
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in vitro qu’in vivo. À partir de l’étude comparative des séquences des toxines actives ou 

non actives sur V2R, un certain nombre de positions susceptibles d’être impliquées dans 

l’affinité des toxines seront étudiées par mutation et tests de liaison. Ces résultats seront 

confrontés à des modèles ab initio du complexe MQ-1-V2R générés par des collaborateurs. 

En retour, ces modèles mettront en avant d’autres positions à explorer expérimentalement 

afin de valider le pharmacophore le plus plausible. 

 

Enfin, mon troisième objectif de thèse sera d’appréhender les premières étapes d’un 

développement pharmaceutique au contact de nos collaborateurs industriels. Certaines 

problématiques spécifiques à l’industrie pharmaceutique seront soulevées (positionnement 

sur le marché, coût de production, immunogénicité, voie d’administration) et nous 

tâcherons d’apporter des éléments de réponse. 
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I. Exploration pharmacodynamique de la 

mambaquarétine-1 

L’étude pharmacodynamique d’une molécule s’intéresse à la façon dont cette 

molécule agit sur un organisme vivant et quelles modifications elle entraine sur le 

fonctionnement physiologique de cet organisme. Dans un premier temps, nous nous 

sommes intéressés aux doses de mambaquarétine-1 (MQ-1) à utiliser et leurs effets après 

une injection unique. Dans un second temps, nous avons sélectionné la dose la plus 

appropriée pour observer les effets d’une injection répétée pendant cinq jours. 

 

L’expérimentation animale n’était pas une pratique habituelle au sein de notre 

laboratoire. Aussi, le protocole expérimental a été longuement discuté et parfois revu 

après plusieurs essais. Toutes nos expérimentations in vivo ont été menées sur des groupes 

de 6, 12 ou 18 rats Sprague-Dawley, mâles, âgés de 8 à 12 semaines et de poids moyen 320 

± 60 g. Nous avons choisi d’administrer MQ-1 par voie intrapéritonéale (IP) de façon à ce 

que la molécule atteigne rapidement la circulation générale avec une biodisponibilité 

importante. La toxine a été préparée dans une solution filtrée de NaCl 0,9 %. Le groupe 

placebo a reçu une injection de NaCl 0,9 % seul. Le débit urinaire et l’excrétion d’osmoles 

ont été rapportés au poids des animaux. Deux jours avant l’injection, les rats étaient placés 

isolément en cage métabolique afin qu’ils s’habituent à cet environnement. Dans nos 

conditions expérimentales, le groupe placebo urinait avec un débit médian de 1,56 

ml/h/kg, l’osmolalité urinaire était de 1228 mOsm/kg H2O et l’excrétion osmolaire était de 

1804 µOsm/h/kg (Tableau 3). Après une semaine passée en cage métabolique, nous avons 

observé un changement dans le comportement des rats, notamment concernant le 

toilettage, suggérant l’apparition d’un mal-être. Aucun rat n’est resté plus de sept jours en 

cage métabolique. Aucun animal n’a atteint de point d’arrêt au cours des expériences 

(perte de poids supérieure à 10 % en 24 heures). 

 Relation dose-activité d’une injection unique 

En se basant sur les résultats obtenus précédemment sur les souris (Ciolek et al. 
2017), nous avons dans un premier temps utilisé une dose pour laquelle nous étions sûrs 

d’observer un effet aquarétique important, correspondant à une augmentation du débit 

urinaire et une diminution de l’osmolalité urinaire sans modification de l’excrétion des 

osmoles dans les urines. Dans un second temps, nous avons diminué les doses d’un facteur 

3 jusqu’à ne plus observer d’effet. Les doses testées étaient : 0,3, 0,1, 0,03, 0,01, 0,003 et 

0,001 µmol/kg. 
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1) Effet sur 24 heures 

Pour commencer, nous nous sommes intéressés à l’effet de MQ-1 sur les vingt-

quatre heures suivant l’injection. Concernant le débit urinaire, plus la dose augmentait, 

plus le débit urinaire était important (Figure 27-a). Seule la plus faible dose à 0,001 

µmol/kg n’a pas montré d’augmentation statistiquement significative du débit urinaire 

(2,34 ml/h/kg, p = 1,00, Tableau 3). De même, l’osmolalité urinaire était statistiquement 

diminuée en fonction de la dose, exceptée pour la dose 0,001 µmol/kg (1156 µOsm/kg 

H2O, p = 0,69, Figure 27-b et Tableau 3). Afin de vérifier que l’augmentation du débit 

urinaire n’entrainait pas de pertes d’ions, nous avons quantifié indirectement les osmoles 

dans les urines. L’excrétion osmolaire n’évoluait pas en fonction de la dose. Elle était plus 

élevée pour toutes les doses mais de façon statistiquement significative seulement dans les 

groupes ayant reçu 0,003, 0,03 et 0,3 µmol/kg (respectivement 2710 µOsm/h/kg, p = 0,003 ; 

2280 µOsm/h/kg, p = 0,005 et 2658 µOsm/h/kg, p < 0,001, Tableau 3). 

 
Tableau 3 – Paramètres urinaires sur 24 h suivant une injection IP unique de MQ-1 à différentes 

doses. Médianes, valeurs extrêmes et p value du débit urinaire, de l’osmolalité urinaire et de 

l’excrétion osmolaire dans les vingt-quatre heures suivant une injection IP unique de MQ-1 à 

différentes doses. L’analyse statistique a été réalisée par un test post-hoc de Dunnett en prenant le 

groupe placebo comme référence. 
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Figure 27 – Débit et osmolalité urinaires sur 24 h après une injection IP unique de MQ-1 à 

différentes doses. a) Débit urinaire. b) Osmolalité urinaire. Chaque boite représente Q1, la médiane 

et Q3, les barres d’erreur correspondent aux valeurs minimales et maximales. L’analyse statistique 

a été réalisée par un test post-hoc de Dunnett en prenant le groupe placebo comme référence : * 

pour p = ]0,05-0,01], *** pour p < 0,001. 

 

D’après l’analyse statistique, nous observons donc un effet aquarétique pur 

uniquement pour les doses 0,01 et 0,1 µmol/kg. Si la variation du débit urinaire et de 

l’osmolalité des urines est cohérente avec l’effet aquarétique attendu, les fluctuations de 

l’excrétion osmolaire ne sont pas reliées à la dose. Il convient de prendre en compte deux 

éléments concernant la quantification de ce paramètre. Premièrement, l’élimination des 

osmoles est liée à l’ingestion d’osmoles, que ce soit par la nourriture ou par la boisson. Or, 

le protocole expérimental utilisé ne permettait pas de mesurer la quantité de nourriture et 

d’eau ingérée de façon suffisamment précise pour pouvoir établir un bilan entrée/sortie 

des osmoles fiable. Deuxièmement, l’excrétion osmolaire a été calculée à partir de trois 

valeurs mesurées : le volume d’urine, l’osmolalité urinaire et le poids de l’animal. L’erreur 

de calcul cumule donc l’erreur de mesure de chacun de ces paramètres. L’osmolalité 

urinaire et le poids de l’animal sont mesurés avec une erreur inférieure à 10 %, donc 

négligeable. En revanche, l’erreur sur le volume urinaire est plus importante et difficile à 

quantifier. En effet, au moment où les biberons étaient placés, quelques gouttes 

s’écoulaient dans les cages et tombaient dans le pot de recueil des urines. D’autre part, il 

était courant d’observer un peu de nourriture dans les urines. Après plusieurs 

expérimentations, nous avons donc placé des filtres à l’entrée des pots collecteurs afin de 

pallier ce problème. Les tests statistiques concernant l’excrétion osmolalité doivent donc 

être interprétés avec prudence. Seule une différence particulièrement importante entre les 

groupes pourrait être considérée comme significative, ce qui n’est pas le cas dans notre 

étude. 
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Pour avoir une vision plus précise de la cinétique d’action de MQ-1, nous avons 

relevé les urines toutes les heures pendant les quatre premières heures suivant l’injection. 

Pour le groupe placebo, le débit urinaire était nul ou trop faible pour être mesuré. Pour 

toutes les doses entre 0,003 et 0,3 µmol/kg, l’activité aquarétique de la toxine existe dès la 

première heure et augmente rapidement jusqu’à atteindre un effet maximum au cours de 

la deuxième heure post-injection. Il s’ensuit une rapide diminution de l’activité au cours 

des deux heures suivantes (Figure 28). Sur la période entre 4 et 24 h post-injection, il n’y a 

plus d’effet aquarétique à la dose 0,003 µmol/kg. Pour la dose 0,01 µmol/kg, le débit 

urinaire n’est pas statistiquement différent de celui du groupe placebo, en revanche 

l’osmolalité urinaire est toujours statistiquement diminuée (Figure 28). Pour les doses plus 

élevées, l’effet aquarétique perdure. 

 

 
 

Figure 28 – Débit et osmolalité urinaires au cours des 24 h suivant une injection IP unique de MQ-1 

à différentes doses. a) Débit urinaire. b) Osmolalité urinaire. Chaque boite représente Q1, la 

médiane et Q3, les barres d’erreur correspondent aux valeurs minimales et maximales. L’analyse 

statistique a été réalisée par un test post-hoc de Dunnett en prenant le groupe placebo (valeurs des 

24 premières heures) comme référence : * pour p = ]0,05-0,01], ** pour p = ]0,01-0,001], *** pour p < 

0,001. 

 

L’effet maximal atteint dans les deux heures après administration est le même aux 

trois doses 0,03, 0,1 et 0,3 µmol/kg. Ainsi, il apparait que pour toutes ces doses, le débit 

urinaire maximal est atteint. Or, le facteur physiologique limitant du débit urinaire est la 

vitesse de filtration glomérulaire et la réabsorption tubulaire du néphron. Nos expériences 

montrent que la dose 0,03 µmol/kg est suffisante pour empêcher la totalité de la 

réabsorption d’eau dépendante de V2R. Ensuite, la vitesse à laquelle l’effet aquarétique 

disparait n’est pas la même en fonction de la dose, comme nous avons pu l’observer entre 4 

et 24 h post-injection, où la toxine était encore active seulement aux doses 0,03, 0,1 et 0,3 

µmol/kg, d’après le débit urinaire. Cependant, la cinétique d’effet entre 4 et 24 h post-

injection est difficile d’estimer. Les relevés réalisés entre 6 et 8 h post-injection au cours de 

nos premières expérimentations s’étaient révélés difficilement quantifiables car cette 

période correspondant à la phase de sommeil chez les rats. En revanche, la période entre 8 
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et 24 h post-injection correspond à leur période d’éveil et donc à un métabolisme tout à 

fait différent. C’est pourquoi le bilan entre 4 et 24 h montre que l’effet aquarétique est 

toujours présent alors que la période entre 4 et 8 h ne permet pas de mesurer d’effet. 

2) Effet au-delà de 24 heures 

Afin de savoir combien de temps MQ-1 est active dans l’organisme, nous avons 

continué le suivi des animaux par un relevé urinaire quotidien jusqu’à 96 h après 

l’injection. Deux exceptions sont à noter : n’ayant pas provoqué d’effet au cours de la 

première journée, le suivi du groupe 0,001 µmol/kg n’a pas été suivi au-delà de vingt-

quatre heures. De même, la dose 0,003 µmol/kg n’entrainait plus aucun effet au cours de la 

deuxième journée, ce qui a décidé l’arrêt du suivi de ce groupe. 

 

Pour ce qui est du débit urinaire, seule la dose la plus forte à 0,3 µmol/kg a montré 

une différence statistiquement significative sur les trois jours suivants, reflétant un effet 

aquarétique persistant (jour 2 : 9,64 ml/h/kg, p < 0,001 ; jour 3 : 6,00 ml/h/kg, p < 0,001 ; 

jour 4 : 3,76 ml/h/kg, p < 0,001, Figure 29 et Tableau 4). En revanche, l’osmolalité urinaire 

reste statistiquement plus faible aux doses 0,1 et 0,3 µmol/kg (respectivement, jour 2 : 703 

et 283 mOsm/kg H2O, p < 0,001 pour les deux ; jour 3 : 956 et 455 mOsm/kg H2O, p = 

0,003 et p < 0,001 ; jour 4 : 990 et 754 mOsm/kg H2O, p = 0,001 et p < 0,001, Tableau 4). Le 

groupe ayant reçu 0,003 µmol/kg présentait une osmolalité statiquement supérieure à celle 

du groupe placebo le deuxième jour (2000 mOsm/kg H2O, p = 0,008, Tableau 4), de même 

que le groupe 0,01 µmol/kg au quatrième jour après l’injection (1924,0 mOsm/kg H2O, p < 

0,001, Tableau 4). Ceci peut s’expliquer par une entrée d’osmoles supérieure dans ces 

groupes à travers la prise alimentaire ou de boisson. Comme expliqué précédemment, le 

protocole expérimental ne permettait pas de mesurer avec suffisamment de précision ces 

paramètres pour pouvoir affirmer cette hypothèse. 
 

 
Figure 29 – Débit et osmolalité urinaires suivant une injection IP unique de MQ-1 à différentes 

doses au-delà de 24 h. a) Débit urinaire. b) Osmolalité urinaire. Chaque boite représente Q1, la 

médiane et Q3, les barres d’erreur correspondent aux valeurs minimales et maximales. L’analyse 

statistique a été réalisée par un test post-hoc de Dunnett en prenant le groupe placebo comme 

référence : * pour p = ]0,05-0,01], ** pour p = ]0,01-0,001], *** pour p < 0,001. 
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Tableau 4 – Paramètres urinaires par jour après une injection unique de MQ-1 au-delà de 24 h. 

Médiane, valeurs extrêmes et p value du débit urinaire, de l’osmolalité urinaire et de l’excrétion 

osmolaire par jour les 2ème, 3ème et 4ème jours après une injection IP unique de MQ-1. L’analyse 

statistique a été réalisée par un test post-hoc de Dunnett en prenant le groupe placebo comme 

référence. Nd : no data 
 

 
 

L’étude de la relation dose-activité de MQ-1 ouvre de nombreuses questions sur la 

pharmacodynamie et le métabolisme de la toxine. Pour commencer à y répondre, nous 

avons modélisé la diminution de l’effet aquarétique en se basant sur les données du débit 

urinaire afin d’estimer le temps de demi-vie biologique (t1/2)9. La diminution du débit 

urinaire a d’abord été modélisée selon une équation de décroissance exponentielle à une 

pente et le temps de demi-vie biologique était estimé entre 1 et 4 h selon la dose (Figure 

30-a). L’évolution du débit urinaire aux deux plus fortes doses 0,1 et 0,3 µmol/kg a 

également été modélisée selon une équation de décroissance exponentielle à deux pentes. 

Pour 0,1 µmol/kg, ce modèle n’était pas applicable. En revanche, la dose 0,3 µmol/kg 

correspondait mieux à ce modèle (R² = 0,98 contre R² = 0,94), avec une première phase de 

décroissance rapide selon t1/2 = 48 min, puis une seconde phase de décroissance lente selon 

t1/2 = 43 h (Figure 30-b). 

 

 

                                                 
9 Le temps de demi-vie biologique est un paramètre pharmacodynamique qui 

correspond au temps au bout duquel l’effet maximum est diminué de moitié. Cette 

constante est différente du temps de demi-vie plasmatique, paramètre pharmacocinétique, 

qui représente le temps au bout duquel la concentration circulante de la molécule est 

divisée par deux. 
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Figure 30 – Modélisation de la décroissance du débit urinaire en fonction du temps après une 

injection IP unique de MQ-1 à différentes doses. Chaque point représente la valeur médiane du 

débit urinaire et est placé au temps médian de la plage horaire qu’il représente. Le débit urinaire 

minimum est fixé à 1,56 µmol/h/kg, ce qui correspond au débit urinaire basal. a) Modélisation par 

décroissance exponentielle à une pente. La dose 0,001 µmol/kg ne permettait pas de modélisation. 

b) Modélisation par décroissance exponentielle à deux pentes. 

 

La diminution de l’effet biologique d’une molécule selon deux phases est 

généralement attribuée à une première étape de distribution dans plusieurs compartiments 

avant l’étape d’élimination. Il peut être supposé qu’à forte dose, MQ-1 répond à un 

métabolisme différent, comme par exemple l’accumulation dans un tissu qui relâcherait 

ensuite progressivement la toxine dans la circulation. D’autre part, nous ne savons pas 

comment MQ-1 est éliminée mais étant de poids moléculaire inférieur à 60 kDa, elle passe 

très probablement à travers la membrane de filtration glomérulaire et, à forte 

concentration, pourrait être réabsorbée au niveau de TCP. 

 Administration répétée 

L’objectif final de MQ-1 étant son développement thérapeutique pour une maladie 

chronique, nous avons cherché à savoir quel était son effet lors d’une administration 

répétée. Pour cela, nous avons choisi la plus faible dose active connue, 0,003 µmol/kg. 

Cette dose nous permettait à la fois d’observer un effet cumulatif, s’il existait, tout en 

maintenant le débit urinaire à un niveau compatible avec un développement 

thérapeutique, défini par une augmentation du débit urinaire qui ne soit pas supérieure à 

trois fois le débit basal. Nous avons injecté les rats par voie IP une fois par jour à heure fixe 

pendant cinq jours, ce qui était une période minimum pour pouvoir observer un effet 

cumulatif. Nous avons relevé l’urine aux temps 1 h, 2 h, 3 h, 4 h et 24 h après chaque 

injection. En parallèle, nous avons également observé un groupe témoin qui recevait dans 

les mêmes conditions une injection IP de NaCl 0,9 %. Ce groupe placebo n’a montré 
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aucune modification du débit urinaire, de l’osmolalité ou de l’excrétion osmolaire d’un 

jour sur l’autre. 

 

Dans le groupe traité, nous avons d’abord regardé les valeurs médianes par jour. Le 

débit urinaire était supérieur à celui du groupe placebo tous les jours mais de façon 

statistiquement significative seulement à partir du deuxième jour (Figure 31-a). Le débit 

urinaire médian a augmenté pendant quatre jours mais non le cinquième (Tableau 5). 

L’osmolalité urinaire était inférieure à celle du groupe placebo tous les jours, mais de façon 

statistiquement significative seulement à partir du second jour, comme pour le débit 

urinaire (Figure 31-b). Elle a diminué continuellement pendant quatre jours (Tableau 5). 

Suite à des problèmes logistiques, l’osmolalité urinaire n’a pas pu être mesurée à la fin du 

cinquième jour de traitement et nous n’avons pas pu établir l’osmolalité urinaire médiane 

pour ce jour-là. L’excrétion osmolaire dans les urines n’était pas statistiquement différente 

de celle du groupe placebo tout au long du traitement (Tableau 5). MQ-1 a donc induit un 

effet aquarétique qui s’est amplifié pendant les quatre premiers jours de traitement puis a 

semblé se stabiliser. 
 

 
Figure 31 – Débit et osmolalité urinaires par jour après une injection IP quotidienne de MQ-1 à 

0,003 µmol/kg. a) Débit urinaire. b) Osmolalité urinaire. Chaque groupe est composé de six 

animaux. Chaque boite représente Q1, la médiane et Q3 ainsi que les valeurs minimale et 

maximale. L’analyse statistique a été réalisée par un test post-hoc de Dunnett en prenant le groupe 

placebo comme référence : * pour p = ]0,05-0,01], *** pour p < 0,001. 
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Tableau 5 – Paramètres urinaires par jour après une injection IP quotidienne de MQ-1 à 0,003 

µmol/kg. Les valeurs des cinq jours ont été groupées pour le groupe placebo. L’analyse statistique a 

été réalisée par un test post-hoc de Dunnett en prenant le groupe placebo comme référence. Nd : 

no data. 

 
 

Nous nous sommes ensuite intéressés à l’évolution du débit urinaire et de 

l’osmolalité urinaire au cours des quatre premières heures suivant chaque injection. Nous 

avons constaté une importante hétérogénéité interindividuelle les jours 1, 2 et 5 pour ces 

deux paramètres. Les deux premiers jours, deux animaux n’ont pas uriné au cours des 4 h 

post-injection (Figure 32). Un débit urinaire nul ou très faible ne permettait pas de 

mesurer l’osmolalité urinaire. Tous les animaux ont réagi à MQ-1 seulement à partir du 

troisième jour de traitement. L’effet maximal survient entre 1 et 2 h, comme observé dans 

l’expérience précédente, excepté le premier jour pour lequel il est difficile d’établir à quel 

moment il se produit (Figure 32). Au jour 4, le débit urinaire maximal était de 60,17 

ml/h/kg, soit comparable à celui observé aux fortes doses testées en injection unique (68,41 

ml/h/kg entre 1 et 2 h avec une dose à 0,1 µmol/kg, Figure 28-a). 
 

 
Figure 32 – Débit et osmolalité urinaires les quatre premières heures suivant une injection IP 

quotidienne de MQ-1 à 0,003 µmol/kg pendant cinq jours. Chaque point représente un individu. 

L’osmolalité n’a pas pu être mesurée lorsque le débit urinaire était trop faible, ce qui explique un n 

variable pour l’osmolalité urinaire. 
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Les valeurs de débit et d’osmolalité urinaire relevées le premier jour de cette 

expérience témoignent d’un effet aquarétique moins prononcé que celui obtenu après une 

injection unique de MQ-1 à la même dose (débit urinaire : 2,99 contre 5,13 ml/h/kg ; 

osmolalité urinaire : 878 contre 503 mOsm/kg H2O). Ce résultat peut être dû à 

l’importante hétérogénéité de la réponse constatée, elle-même pouvant provenir d’une 

erreur de manipulation lors de l’injection de la toxine. Concernant les données du 

cinquième jour, l’hypothèse d’une mauvaise injection peut aussi être retenue, mais elles 

peuvent aussi résulter de la mise en place de systèmes de compensation de l’effet 

aquarétique pour pallier les pertes d’eau, tels qu’une hypersécrétion de vasopressine. Il 

serait intéressant de poursuivre cette étude sur une plus longue période pour savoir si 

l’effet aquarétique se maintient les jours suivants, avec quelle intensité et vérifier l’absence 

d’apparition d’une résistance au traitement. Les résultats obtenus lors de l’essai 

thérapeutique mené sur les souris CD1-pcy/pcy pendant 99 jours (Ciolek et al. 2017) 

montrent que ce n’était pas le cas sur ce modèle-là mais cela reste à être confirmé sur 

d’autres modèles animaux. De plus, même si l’effet de la toxine se poursuit malgré les 

systèmes de compensation mis en place par l’organisme, il est indispensable de les 

identifier et de vérifier qu’ils n’induisent pas d’effets délétères secondaires pour l’individu 

traité. 

 

L’effet cumulatif de MQ-1 a déjà été décrit chez les souris CD1-pcy/pcy traitées par 

une dose équivalente de MQ-1 injectée IP quotidiennement pendant six jours (Ciolek et 
al. 2017). Malgré la dispersion des données lors de notre expérience, nous observons une 

nette progression de l’effet aquarétique au cours des quatre premiers jours. Nous avons vu 

avec les injections uniques qu’en dessous d’une dose limite, située entre 0,001 et 0,003 

µmol/kg, nous n’observions plus d’effet aquarétique. Vingt-quatre heures après l’injection, 

MQ-1 n’est peut-être pas totalement éliminée mais sa concentration circulante seulement 

trop faible pour induire une activité quantifiable. Lors de l’injection suivante, la quantité 

de MQ-1 administrée s’ajouterait donc à celle résiduelle et provoquerait ainsi un effet 

supérieur à celui de la veille. D’autre part, il est possible que l’augmentation de l’effet soit 

due à une désensibilisation du récepteur par la toxine liée à son activité agoniste inverse, 

qui sera décrite dans la partie IV.C.3 des Résultats et discussion. 

 

 

 

II. Découverte de nouvelles toxines aquarétiques 

 Criblage des venins des autres Dendroaspis 

La première toxine antagoniste du récepteur de type 2 à la vasopressine (V2R) a été 

découverte dans le venin du mamba vert (Dendroaspis angusticeps). Cependant, il existe 

trois autres mambas (D. viridis, D. polylepis et D. jamesoni) susceptibles de contenir des 

toxines analogues. 
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Un gramme de chacun des trois venins a été fractionné en fonction du point 

isoélectrique sur résine échangeuse d’ions. Le venin de D. viridis a généré 35 fractions 

dites « mères », celui de D. polylepis en a généré 33 et celui de D. jamesoni a généré 26 

fractions. Toutes ont été refractionnées par chromatographie liquide en phase inverse, ce 

qui a permis d’obtenir respectivement 501, 435 et 340 fractions « filles ». Leur capacité à 

inhiber la liaison de la vasopressine tritiée (3H-AVP) sur V2R a été évaluée par 

compétition. Les fractions actives ont été à nouveau fractionnées jusqu’à obtention d’une 

fraction pure. C’est ainsi qu’ont été isolées sept fractions actives sur V2R. 

 

Nos collaborateurs de l’université de Liège (Docteur Loïc Quinton, Laboratoire de 

Spectrométrie de masse, Université de Liège, Belgique) ont résolu les séquences des sept 

toxines par techniques bottom-up et top-down avec une excellente confiance (écarts 

inférieurs à 10 ppm entre les masses théoriques et expérimentales). L’une des fractions 

actives de D. polylepis contenait deux séquences homologues inséparables par HPLC, 

différant uniquement par leur position 24, occupée soit par une alanine, soit par une 

sérine. Une toxine de D. viridis avait la particularité de ne compter que 56 résidus au lieu 

de 57 pour toutes les autres. Les toxines ont été nommées mambaquarétine (MQ) et 

numérotées en fonction de leur pourcentage de similarité de séquence avec MQ-1, qui 

varie de 70,2 à 98,2 % (Tableau 6). Les deux toxines indissociables ont été nommées MQ-

7/MQ-8 et sont représentées en proportion 60-40 % dans la fraction naturelle. Deux 

groupes se distinguent : les toxines partageant plus de 90 % de similarité de séquence, de 

MQ-2 à MQ-6, et les suivantes qui ont une similarité autour de 70 %. En tout, ce sont 

donc huit nouvelles toxines affines pour V2R qui ont été identifiées. 

 
Tableau 6 – Nouvelles toxines de mambas affines pour V2R. Noms des mambaquarétines (MQ) 

d’après la nomenclature de King (King et al. 2008). Les cystéines (C) des séquences sont notées en 

rouge et en gras. La position 24, qui différencie les MQ-7 et MQ-8, est notée en gras, ces deux 

séquences ne pouvant être séparées. La similarité de séquences par rapport à MQ-1 a été calculée 

par le programme en ligne EMBOSS Needle et la matrice BLOSUM90 (Rice et al. 2000). Qté : 

quantité ; Th. : théorique ; Exp. : expérimentale ; ppm : partie par million ; D. : Dendroaspis ; Sim : 

similarité de séquence. 
 

 
 

La quantité que représente chaque toxine par rapport à l’ensemble du venin est 

toujours inférieure à 1 % (Tableau 6). À de telles quantités, les MQ ne sont probablement 

pas directement impliquées dans la toxicité première des venins de mambas. Leur fonction 

dans le venin est difficile à établir mais pourrait être le fruit de l’évolution de toxines qui 
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ont perdu ou sont en train d’acquérir d’autres fonctions, plus importantes pour l’hôte. Le 

cas des MQ illustre parfaitement la diversité fonctionnelle des toxines et l’intérêt de 

cribler les venins à large échelle afin de trouver des activités originales qui seront 

exploitables dans un but thérapeutique ou comme outil de recherche. 

 Arbre phylogénétique 

Devant cet ensemble de toxines Kunitz portant une nouvelle activité originale, 

nous nous sommes intéressés à la place qu’il occupe dans la phylogénie des toxines Kunitz. 

Avec l’aide du Docteur Ricardo Rodriguez de la Vega (Centre national de Recherche 

Scientifique, Laboratoire d’Écologie, Systématique et Évolution, Orsay), nous avons 

obtenu un arbre phylogénétique ancré à partir de trois séquences de BPTI et qui présente 

50 toxines Kunitz (Figure 33). Toutes les toxines proviennent de vipéridés ou d’élapidés, 

comme décrit dans la littérature. 

 

 
Figure 33 – Arbre phylogénétique des toxines Kunitz proches de MQ-1. La couleur des nœuds est 

représentative de leur fréquence d’apparition parmi les 3000 arbres les mieux soutenus sur les 4 

millions générés. Blanc : 50 à 70 % ; gris : 70 à 90 % ; noir : 90 à 100 %. En rouge : les 

mambaquarétines (MQ). Les toxines de l’arbre sont identifiées par leur identifiant issu de la base 

de données UniProt (Bateman et al. 2017). 
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 Toutes les MQ appartiennent à une même branche de l’arbre. Elles se 

divisent en deux groupes : les MQ-1 à 6 d’une part et la MQ-7/MQ-8 et MQ-9 d’autre part. 

Cette division est cohérente avec les pourcentages de similarité de séquences par rapport à 

MQ-1, le premier groupe correspondant aux MQ qui partagent plus de 90 % de similarité 

de séquence et le second groupe à celles qui partagent autour de 70 % de similarité de 

séquence. Il s’avère que la séquence correspondant à MQ-8 était déjà répertoriée dans les 

bases de données sous le numéro P00983 sans qu’aucune activité biologique ne lui soit 

associée. 

 La branche suivante regroupe les autres toxines Kunitz issues de venins de 

mambas. Certaines ont déjà été caractérisées pharmacologiquement : les dendrotoxines 

(Dtx) qui bloquent différents sous-types de Kv1 (Dtx-K, -Dtx, -Dtx et Dtx-I), et la 

calcicludine qui bloque un canal calcique. Les trois autres toxines, -Dtx, -Dtx-R55 et 

Q7LZE3, sont très probablement des inhibiteurs de la trypsine d’après leurs séquences qui 

présentent le doublet Lys-Ala aux positions 15-16. 

 Vient ensuite une branche regroupant deux toxines de cobra (Naja), P19859 

et Q5ZPJ7. Toutes deux possèdent dans leurs séquences les résidus caractéristiques des 

inhibiteurs spécifiques de chymotrypsine (respectivement en P1-P′1 Phe-Gly et Phe-Ala) 

et cette activité a été démontrée pour Q5ZPJ7 (Shafqat et al. 1990; Zhou et al. 2004). 

 Les branches suivantes sont composées de toxines issues de divers élapidés. 

Enfin, la branche la plus éloignée regroupe quatre toxines issues de différentes espèces de 

vipéridés. 

 Découvertes de nouvelles toxines inhibitrices de 
V2R 

De la même façon que les toxines Kunitz qui bloquent les Kv existent dans 

plusieurs espèces venimeuses, nous nous sommes demandé si d’autres toxines antagonistes 

de V2R pouvaient se trouver parmi celles figurant dans l’arbre phylogénétique généré. 

Cette interrogation est d’autant plus légitime que la majorité des séquences répertoriées 

dans les bases de données n’ont jamais été caractérisées expérimentalement et qu’une 

activité biologique ne leur est attribuée que par homologie de séquence. 

 

Nous nous sommes d’abord intéressés à la branche la plus proche de celle des MQ 

qui regroupe des dendrotoxines de mamba. Comme démontré par Ciolek et al., la présence 

du doublet Lys-Ala aux positions P1-P′1 n’est pas compatible avec une activité sur V2R. 

Nous avons donc écarté de la suite de l’étude les trois toxines possédant cette séquence (-

Dtx, -Dtx-R55 et Q7LZE3). En revanche, nous avons vérifié l’affinité pour V2R des cinq 

autres dendrotoxines. Les quatre inhibiteurs de Kv peuvent être groupés par deux selon la 

longueur et les similitudes de leur séquence : les toxines à 57 résidus Dtx-K et -Dtx, 

respectivement issues des venins de D. polylepis et D. angusticeps, partagent 

respectivement 61,4 et 63,2 % de similarité de séquence avec MQ-1. Les toxines à 59 

résidus ou 60 résidus Dtx-I et Dtx, également issues des venins de D. polylepis et D. 
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angusticeps, partagent environ 58 % de similarité de séquence avec MQ-1 (Tableau 7). La 

calcicludine, toxine de D. angusticeps, partage 55 % de similarité de séquence avec MQ-1. 

 
Tableau 7 – Masse, séquence et similarité de séquence avec MQ-1 des toxines Kunitz testées sur 

V2R. Les cystéines des séquences sont notées en rouge et en gras afin de faciliter la lecture. La 

similarité de séquences des toxines par rapport à MQ-1 a été calculée avec l’aide du programme en 

ligne EMBOSS Needle et la matrice BLOSUM90 (Rice et al. 2000). Les masses monoisotopiques ont 

été calculées par le programme en ligne PROTEIN CALCULATOR v3.4 (Gasteiger et al. 2005). 

th. : théorique. Abréviations des nom d’espèces : D. : Dendroaspis ; N. : Naja ; W. : Walterinnisia ; 
B. : Bungarus ; D. : Drysdelia ; P. : Pseudechis. 
 

 
 

Nous avons testé les deux toxines de cobra se trouvant sur la branche suivante : 

P19859 (Naja naja) et Q5ZPJ7 (Naja atra). Elles partagent toutes les deux 66,7 % de 

similarité de séquence avec MQ-1 (Tableau 7). 

 

Nous avons ensuite exploré les branches plus éloignées de l’arbre et pour cela nous 

avons sélectionné cinq séquences issues de diverses espèces pour tester leur affinité sur 

V2R : C1IC51 (Walterinnisia aegyptia), D5J9Q8 (Bungarus flaviceps), B4ESA3 (Bungarus 
multicinctus), F8J2F6 (Drysdelia coronoides) et E7FL11 (Pseudechis rossignolii). Leurs 

similarités de séquence varient de 59,6 à 64,9 % (Tableau 7). 

 Caractérisation pharmacologique des toxines actives 
sur V2R 

1) Synthèse chimique des toxines 

Les MQ ont été synthétisées chimiquement au laboratoire selon un protocole de 

synthèse et de purification bien établi. Le repliement a été contrôlé par dichroïsme 

circulaire (Figure 34). Les conditions de repliement classiques n’étaient pas efficaces pour 

MQ-7/MQ-8 et MQ-9. Après de nombreux essais, la séquence correspondant à MQ-8 n’a 

pu être oxydée correctement qu’une seule fois et avec un faible rendement. Par la suite, 
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pour les tests in vitro, nous avons utilisé soit la toxine synthétique MQ-8, soit la fraction 

naturelle contenant un mélange MQ-7/MQ-8. Le repliement de MQ-9 n’a pas fonctionné 

et tous les tests la concernant ont été réalisés sur la fraction naturelle de venin. Ces 

difficultés techniques ont limité la quantité de peptides disponible pour les tests de 

caractérisation qui suivent. 

 

Concernant les toxines issues de l’arbre phylogénétique, les fractions naturelles des 

cinq dendrotoxines étaient disponibles au laboratoire et les sept autres séquences retenues 

ont été synthétisées chimiquement et repliées au laboratoire (Figure 34). 

 

 
Figure 34 – Dichroïsme circulaire des toxines synthétiques. Spectres de dichroïsme circulaire des 

toxines synthétiques représentés par l’ellipticité normalisée sur les longueurs d’onde de 190 à 250 

nm. Le spectre du BPTI, obtenu dans les mêmes conditions, est utilisé comme référence. Le 

minimum à 220 nm pour le spectre du BPTI s’explique par la longueur de l’hélice  en N-terminal, 

plus longue dans le BPTI que dans les MQ. 

2) Affinité pour V2R 

L’affinité pour V2R des nouvelles toxines a été déterminée par un test de liaison 

par compétition avec une quantité connue de 3H-AVP. Toutes les MQ synthétiques et la 

fraction naturelle correspondant à MQ-9 se liaient à V2R avec des affinités variant de 3 à 

45 nM (Figure 35 et Tableau 8). Deux MQ avaient une affinité inférieure à celle de MQ-1 

de façon statistiquement significative : MQ-6 (Ki = 21 nM, p = 0,003) et MQ-9 (Ki = 45 

nM, p = 0,001, Tableau 8). 
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Figure 35 – Liaison de l’AVP tritié sur des membranes de CHO-hV2R en présence de toxines 

synthétiques ou naturelles. Courbes moyennes de deux ou trois expériences indépendantes, les 

barres d’erreur correspondent au SEM pour chaque concentration de toxine. 

 
Tableau 8 – Affinité des toxines synthétiques ou des fractions naturelles sur V2R. Les Ki 

correspondent à la moyenne des valeurs obtenues pour chaque toxine sur deux ou trois 

expériences indépendantes. Le pKi correspond à l’inverse du log du Ki en M et permet de réaliser 

une analyse statistique. L’analyse statistique a été effectuée par un test post-hoc de Dunnett en 

prenant MQ-1 comme référence. x : n = 2, ne permet pas de calculer un SEM. 
 

 
 

L’affinité pour V2R des douze toxines issues des bases de données a été étudiée 

dans les mêmes conditions que pour les MQ synthétiques (Figure 35). Seules les deux 

toxines de cobra ont montré un Ki inférieur à 10 µM (concentration maximale testée). 

P19859 avait une affinité similaire de celle de MQ-1 (Ki = 8 nM, p = 0,51) et celle de 

Q5ZPJ7 était statistiquement moins bonne que celle de MQ-1 (Ki = 112 nM, p < 0,001) 

(Tableau 8). Les dix autres toxines n’ont montré aucune affinité pour le récepteur aux 
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concentrations testées (Figure 35). Nous ne sommes pas allés plus loin dans la 

caractérisation des ces toxines non affines. 

 

Cette expérience met en évidence l’importante méconnaissance que nous avons du 

monde des toxines. Alors que toutes les toxines testées ou ayant servi à la construction de 

l’arbre phylogénétique sont répertoriées en tant qu’inhibiteurs de trypsine par homologie 

avec le BPTI, peu d’entre elles présentent les caractéristiques structurales de cette activité 

et leur réelle activité biologique n’est pas connue. 

3) Caractérisation fonctionnelle in vitro 

Pour tester l’activité cellulaire des nouvelles toxines affines pour V2R, leur effet sur 

la formation d’AMPc dans des cellules CHO-hV2R stimulées par une concentration fixe 

d’AVP a été évalué par compétition. La concentration d’AVP utilisée correspondait à sa 

concentration efficace 80 (EC80) déterminée au préalable par une courbe dose-réponse 

(Figure 36). L’EC80 de l’AVP était de 1,77 nM. 

 

 
Figure 36 – Production d’AMPc en présence d’AVP dans des cellules CHO-hV2R. Courbe 

représentative de trois expériences indépendantes, les barres d’erreur correspondent au SEM pour 

chaque concentration d’AVP testée trois fois. 

 

Testées jusqu’à 10 µM, toutes les MQ ainsi que les deux toxines de cobra inhibaient 

la production d’AMPc avec des IC5010 variant de 23 à 570 nM (Figure 37). En l’absence 

d’AVP, les toxines n’avaient aucun effet sur la formation d’AMPc. L’efficacité des MQ-3 et 

MQ-6 était statistiquement inférieure à celle de MQ-1 (respectivement, IC50 = 453 et 570 

nM, p < 0,001 pour les deux valeurs, Tableau 9) alors que les toxines MQ-4 et MQ-5 

                                                 
10 Le choix d’exprimer les résultats des tests de fonction en IC50 et non en Ki est 

expliqué dans la partie Matériel et méthodes (II.C.4). 
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étaient statistiquement plus efficaces (respectivement, IC50 = 26 nM, p = 0,003 et IC50 = 

23 nM, p < 0,001, Tableau 9). Comme MQ-1, toutes sont donc des antagonistes de V2R. 

 

 
 

Figure 37 – Production d’AMPc par les cellules CHO-hV2R stimulées par 1,77 nM d’AVP en 

présence de toxines synthétiques ou naturelles. Courbes représentatives de trois expériences 

indépendantes, les barres d’erreur correspondent au SEM pour chaque concentration de toxine 

testée trois fois. 

 
Tableau 9 – Activité des toxines synthétiques ou des fractions naturelles sur V2R. Les IC50 

correspondent à la moyenne des valeurs obtenues pour chaque toxine sur trois expériences 

indépendantes. Le pIC50 correspond à l’inverse du log de l’IC50 en M et permet de réaliser une 

analyse statistique. L’analyse statistique a été effectuée par un test post-hoc de Dunnett en prenant 

MQ-1 comme référence. 
 

 

4) Modélisation de la structure tertiaire des nouvelles toxines 

aquarétiques 

La structure tertiaire des MQ-2 à 9 ainsi que celle de P19859 et de Q5ZPJ7 ont été 

modélisées et alignées avec la structure cristallographique de MQ-1 par le Docteur Enrico 
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Stura (Service d’Ingénierie Moléculaire des Protéines – SIMOPRO, CEA Saclay, Gif-sur-

Yvette) (Figure 38-a). Les squelettes peptidiques des 11 toxines se superposent 

parfaitement, à l’exception de celui de la boucle 1 de MQ-9 qui est plus courte d’un résidu 

dans cette région. Par modélisation, le C de Leu de MQ-9 est proche de celui de Asn15 

de MQ-1, le C de Arg est proche de celui des Phe17 des autres toxines et la Phe de MQ-9 

recouvre parfaitement la Phe18 des MQ-1 à 6 (Figure 38-b). La délétion de MQ-9 peut 

être supposée au niveau de la position 16 par rapport aux autres toxines. Cependant, il ne 

s’agit que d’un modèle prédictif. L’organisation spatiale différente de la boucle 1 de MQ-9 

explique probablement son affinité pour V2R significativement inférieure à celle de MQ-

1. 

 

 
Figure 38 – Comparaison des structures tertiaires modélisées des nouvelles toxines actives sur V2R 

avec la structure cristallographique de MQ-1. a) Superposition des structures tertiaires des 11 

toxines. b) La chaine latérale de la Phe17 de MQ-9 (orange), qui a un résidu en moins dans cette 

région, se superpose avec la chaine latérale de la Phe18 des autres toxines. MQ-1 : noir ; MQ-2 : 

rouge ; MQ-3 : vert clair ; MQ-4 : bleu clair ; MQ-5 : vert foncé ; MQ-6 : bleu foncé ; MQ-7/MQ-

8 : gris ; P19859 : rose ; Q5ZPJ7 : marron. 

5) Caractérisation fonctionnelle in vivo 

Après avoir caractérisé in vitro les MQ, nous avons voulu savoir si elles étaient 

efficaces in vivo et si elles engendraient un effet aquarétique semblable à celui de MQ-1. 

En nous basant sur l’étude de la relation dose-activité de MQ-1, nous avons choisi 

d’injecter une dose intermédiaire, 0,03 µmol/kg, qui nous permettait d’apprécier aussi bien 

un effet supérieur qu’inférieur. Le V2R du rat partage 88 % d’homologie de séquence avec 

celui humain. La majorité des différences se situe dans les boucles extracellulaires, 

première zone d’interaction avec les ligands. Il conviendra de tenir compte de cette 

information pour comparer les résultats obtenus ici avec ceux obtenus in vitro sur un V2R 

humain. 

 

L’étude pharmacodynamique a été menée suivant le même protocole que pour 

MQ-1 : des groupes de six rats Sprague-Dawley mâles, âgés de huit semaines et de poids 

moyen 250 ± 15 g, ont reçu une injection IP unique d’une des MQ. Les quantités de MQ-
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7/8 naturelles disponibles n’étaient pas suffisantes pour les tests in vivo. Concernant MQ-

9, que nous n’avons pas pu produire chimiquement, nous avons décidé d’injecter 

directement une dose plus élevée, 0,1 µmol/kg, étant donné sa faible affinité pour V2R par 

test de liaison (Ki = 45 nM) et bien que son efficacité in vitro soit comparable à celle de 

MQ-1 (p = 1,00). Disposant de peu de toxine, seulement deux animaux ont été injectés. 

 

Considérant le débit et l’osmolalité urinaire des vingt-quatre heures suivant 

l’injection, MQ-2, MQ-3 et MQ-5 ont montré un effet aquarétique similaire à celui de 

MQ-1 (Figure 39). L’augmentation du débit urinaire provoquée par MQ-4 était 

statistiquement supérieure à celle provoquée par MQ-1 (respectivement, 14,17 contre 

10,45 ml/h/kg, p = 0,04) mais ce groupe de seulement cinq animaux présentait une 

importante hétérogénéité concernant le volume urinaire, ce qui peut expliquer le résultat 

de l’analyse statistique. La différence d’osmolalité urinaire n’était pas statiquement 

significative pour ce groupe. Nous considèrerons donc que MQ-4 a un effet aquarétique 

comparable à celui de MQ-1. Les relevés intermédiaires aux quatre premières heures post-

injection n’ont pas montré de différence de cinétique d’action par rapport à MQ-1. Parmi 

ces toxines, MQ-3, MQ-4 et MQ-5 n’ont pas montré de corrélation entre leur efficacité in 
vitro (par rapport à MQ-1, p < 0,001 pour MQ-3 et MQ-5, p = 0,003 pour MQ-4, Tableau 

9), et leur effet in vivo (pas de différence significative avec MQ-1, Tableau 10). 

 

 
Figure 39 – Débit et osmolalité urinaires sur les vingt-quatre heures après une injection IP unique de 

toxine. a) Débit urinaire. b) Osmolalité urinaire. Chaque boite représente Q1, la médiane et Q3, les 

barres d’erreur correspondent aux valeurs minimales et maximales, excepté pour MQ-9 pour 

laquelle chaque extrémité de la boite représente un individu. L’analyse statistique a été réalisée 

pour la dose 0,03 µmol/kg par un test post-hoc de Dunnett en prenant le groupe placebo comme 

référence : * pour p = ]0,05-0,01], *** pour p < 0,001. 
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Tableau 10 – Paramètres urinaires sur 24 h suivant une injection IP unique de toxine. L’analyse 

statistique a été réalisée par un test post-hoc de Dunnett en prenant le groupe MQ-1 comme 

référence, uniquement sur les groupes ayant reçu 0,03 µmol/kg de toxine. Grisé : groupes pour 

lesquels le nombre d’animaux est inférieur à six et qui n’ont pas été soumis à une analyse 

statistique. Italique : médiane ou moyenne car n = 2. 
 

 
 

La toxine MQ-6 n’a pas montré d’effet aquarétique à 0,03 µmol/kg (Figure 39). Le 

débit urinaire des vingt-quatre heures post-injection était comparable à celui du groupe 

placebo des études précédentes. La valeur d’osmolalité urinaire était statistiquement 

supérieure (respectivement, 2290 et 1228 mOsm/kg H2O, p < 0,001) ce qui n’est pas 

compatible avec un effet aquarétique. Il est à noter que l’excrétion osmolaire du groupe 

MQ-6 était également statistiquement supérieure à celle du groupe MQ-1 (p = 0,01, 

Tableau 10). Cette différence pourrait être le reflet d’un apport en osmoles par la 

nourriture et la boisson supérieur dans ce groupe, ce qui expliquerait l’augmentation de 

l’osmolalité urinaire. L’absence d’effet aquarétique in vivo de MQ-6 corrobore son 

efficacité moindre déjà montrée in vitro par rapport à MQ-1 (p < 0,001, Tableau 9). 

 

Nous avons cherché à savoir si un effet aquarétique apparaissait en multipliant la 

dose de MQ-6 par 3 (0,1 µmol/kg). Le débit et l’osmolalité urinaires étaient comparables à 

ceux obtenus précédemment avec la dose 0,03 µmol/kg (Figure 39). Nous avons à nouveau 

augmenté la dose pour atteindre 0,3 µmol/kg. Le débit urinaire était alors augmenté d’un 

facteur 2,8 (4,02 ml/h/kg) et l’osmolalité urinaire était diminuée d’un facteur 3,1 (687 

mOsm/kg H2O, Tableau 10). L’excrétion osmolaire restait similaire à celle des autres 

groupes ayant reçu une des MQ, ce qui démontre donc un effet aquarétique. Si nous 

comparons avec les doses de MQ-1, la dose 0,3 µmol/kg de MQ-6 provoque un effet se 

rapprochant de la dose 0,003 µmol/kg de MQ-1 (débit urinaire = 5,13 ml/h/kg et 

osmolalité urinaire = 503 mOsm/kg H2O, Tableaux 3 et 10), soit une efficacité in vivo de 

MQ-6 100 fois inférieure à celle de MQ-1. Il est intéressant de constater que la séquence 

de MQ-6 diffère de celle de MQ-5 seulement en deux résidus (aux positions 36 et 41) mais 

qui suffisent à modifier radicalement son activité. Si l’alignement des séquences montre 

que la position 36 peut-être occupée soit par une Gly soit par une Ser (Ser pour MQ-5, Gly 
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pour MQ-6), la Pro en 41 est spécifique de MQ-6 (Tableau 6). Ce résidu sera discuté dans 

l’exploration du pharmacophore de MQ-1 (partie III.A.3 des Résultats et discussion). 

 

L’injection de 0,1 µmol/kg de MQ-9 à deux animaux n’a pas montré d’effet 

aquarétique comparable à celui de MQ-1 à la même dose (Tableaux 3 et 10), ni même à 

une dose trois fois inférieure (Figure 39). Le très petit nombre d’individus ne permettait 

pas de réaliser une analyse statistique. Si nous comparons les chiffres bruts, le débit 

urinaire induit par MQ-9 est très proche de celui induit par MQ-6 à la même dose 

(Tableau 10) et l’osmolalité urinaire est du même ordre de grandeur mais la très 

importante variabilité de ce paramètre dans le groupe MQ-6 à 0,1 µmol/kg limite 

fortement la comparaison. Nous n’avons pas pu poursuivre notre étude de MQ-9 in vivo 

pour les raisons évoquées dans la partie II.D.1 des Résultats et discussion. De toute 

évidence, sauf erreur de manipulation, l’efficacité in vivo de MQ-9 n’est pas corrélée à sa 

capacité à inhiber la production d’AMPc in vitro puisque son IC50 était identique à celle 

de MQ-1 (p = 1,00, Tableau 9). Les nombreuses différences de séquence (70,2 % d’identité 

de séquence avec MQ-1, un résidu en moins dans la boucle 1) pourraient être à l’origine 

d’une prise en charge différente dans l’organisme, réduisant son efficacité sur V2R. 

 

Concernant les toxines de cobra, Q5ZPJ7 n’a pas pu être caractérisée in vivo suite à 

des difficultés rencontrées lors de sa production mais P19859 a bien été testée dans les 

mêmes conditions que les autres MQ : une injection unique IP de toxine à 0,03 µmol/kg 

sur un groupe de 6 rats Sprague-Dawley mâles. Dans les vingt-quatre heures suivant 

l’injection, le débit et l’osmolalité urinaires de P19859 étaient statistiquement très 

différents de ceux de MQ-1 (1,34 contre 10,45 ml/h/kg pour le débit urinaire et 1830 

contre 314 mOsm/kg H2O pour l’osmolalité urinaire, p < 0,001 pour les deux paramètres, 

Figure 39). En revanche, le débit urinaire était similaire à celui obtenu pour le groupe 

placebo (1,34 et 1,56 ml/h/kg, p = 0,99) et l’osmolalité urinaire était statistiquement 

supérieure (1798 et 1228 mOsm/kg H2O, p = 0,02). Ainsi, P19859 n’induit aucun effet 

aquarétique à la dose 0,03 µmol/kg. Étonnamment, ce résultat ne corrobore pas l’efficacité 

démontrée in vitro pour cette toxine (p = 0,37 par rapport à MQ-1). L’injection de 0,01 

µmol/kg de toxine à trois rats a montré un débit urinaire augmenté d’un facteur 2 (2,77 

ml/h/kg) et une osmolalité urinaire diminuée d’un facteur 2 (922 mOsm/kg H2O, Tableau 

10). L’excrétion d’osmoles n’était pas modifiée (2781 µOsm/h/kg). Ces valeurs se 

rapprochent de celles obtenues avec MQ-1 à la dose 0,001 µmol/kg (Tableau 3), soit une 

différence non significative statistiquement par rapport au groupe placebo. Nous n’avions 

pas suffisamment de toxine pour tester une dose supérieure. Néanmoins, nous pouvons 

conclure que P19859 est moins efficace que MQ-1 in vivo contrairement à ce que 

montrent les résultats in vitro. P19859 ne partage que 66,7 % d’identité de séquence avec 

MQ-1 et se situe à deux embranchements de la famille des MQ dans l’arbre 

phylogénétique (Figure 33). Il est envisageable qu’elle subisse un métabolisme différent de 

celui des MQ qui expliquerait son activité in vivo diminuée. 
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III. Exploration du pharmacophore de la 

mambaquarétine-1 

Les interactions protéines-protéines régissent l’ensemble des processus cellulaires. 

Savoir les prédire est un enjeu majeur pour comprendre le vivant. Plus spécifiquement, 

l’étude des relations structure-activité d’un couple ligand-récepteur est indispensable pour 

la compréhension des interactions entre ces deux partenaires. Il en découle de nombreuses 

applications comme par exemple l’amélioration des connaissances du fonctionnement 

moléculaire des récepteurs tels que les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) ou 

l’ingénierie des ligands dans le cadre d’un développement thérapeutique. Le terme 

« pharmacophore » désigne « l’ensemble des caractéristiques structurales d’une molécule 

reconnues par un site du récepteur et qui sont responsables de l’activité biologique de 

cette molécule » (Gund 1977). 

 

La méthode de choix pour l’étude du pharmacophore d’une molécule est la co-

cristallisation du couple ligand-récepteur. Malheureusement, la cristallisation des RCPG 

est particulièrement complexe, notamment à cause de leur grande flexibilité. Un effort 

particulier est réalisé par nos collaborateurs de l’équipe du Docteur Bernard Mouillac 

(Institut de Génomique Fonctionnelle, Montpellier) pour mettre au point la co-

cristallisation du complexe mambaquarétine-1-récepteur de type 2 à la vasopressine (MQ-

1-V2R), sans succès à l’heure actuelle. Pour pallier ces difficultés, la bioinformatique, à 

travers ses méthodes de modélisation toujours plus prédictives associées à une puissance de 

calcul en pleine expansion, représente un outil très performant. 

 Étude comparative des séquences 

1) Description des séquences Kunitz naturelles 

La première stratégie pour comprendre quels sont les résidus importants pour la 

liaison des toxines affines au V2R était de comparer l’ensemble des séquences actives entre 

elles puis de les comparer avec un ensemble de 100 séquences homologues répertoriées 

dans la base de données UniProt et sélectionnées par l’outil de recherche basique 

d’alignement local (BLAST) à partir de la séquence de MQ-1 (Bateman et al. 2017). Le 

logiciel en ligne WebLogo nous a permis de représenter la fréquence d’apparition des 

résidus en fonction de leur emplacement dans la séquence (Figure 40). Étant plus courte 

d’un résidu dans la boucle 1, la séquence de MQ-9 a été exclue de l’alignement et sera 

discutée plus tard. D’autre part, Ciolek et al. a démontré que la partie N-terminale située 

en amont de la première cystéine n’est pas en contact avec le récepteur, aussi nous 

n’étudierons pas la variabilité de cette région. Il en va de même pour la région C-terminale 

à partir de Cys51. 
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Figure 40 – Alignements de séquences des toxines Kunitz. a) Représentation graphique de 

l’alignement des 100 séquences de toxines Kunitz les plus proches de MQ-1 issues des bases de 

données. b) Représentation graphique de l’alignement de 10 séquences de toxines Kunitz actives 

sur V2R (MQ-9 exclue). La taille des lettres est représentative de la fréquence d’apparition de 

l’acide aminé correspondant parmi les séquences alignées, la position dans la séquence est indiquée 

en-dessous des lettres. N et C : extrémité N-terminale et extrémité C-terminale, respectivement. 

Rouge : acides aminés chargés positivement ; bleu : acides aminés chargés négativement ; orange : 

cystéines ; vert : acides aminés hydrophobes ; noir : autres. Représentation réalisée grâce au 

logiciel en ligne WebLogo (Crooks et al. 2004). 

 

Si nous regardons l’alignement des séquences de toxines affines pour V2R dans leur 

ensemble, les six cystéines sont bien alignées et strictement conservées, tout comme les 

positions 23, 33, 35 et 43 qui participent au maintien de la structure Kunitz (Hanson et al. 
2003). La position 44, également décrite comme impliquée dans la structure, est 

néanmoins moins conservée et sera discutée plus bas (Figure 40-b). D’autre part, les 

toxines aquarétiques possèdent de nombreux résidus chargés : dix positions 

préférentiellement chargées positivement (résidus 1, 10, 26, 29, 31, 39, 44, 46, 52 et 53), et 

deux chargées négativement (positions 49 et 50) (hors charges terminales). Le nombre de 

résidus chargés positivement et leur distribution tout au long de la séquence laissent 

imaginer une grande complémentarité entre MQ-1 et le récepteur qui possède lui-même 

huit charges négatives dans sa partie extracellulaire. 

 

Si nous inspectons maintenant de façon plus détaillée la séquence, une première 

différence ressort sur la position 10 qui est très majoritairement occupée par un acide 

aminé chargé négativement dans l’ensemble des Kunitz (Asp ou Glu), alors que chez les 

toxines aquarétiques, elle est occupée soit par un acide aminé chargé positivement (Lys), 

soit par un petit acide aminé (Ala ou Ser). Il a été décrit précédemment que la position 15 

(ou P1) ne peut pas être occupée par une charge positive (Ciolek et al. 2017). En accord 

avec ce résultat, l’alignement des séquences actives sur V2R montre que cette position est 

occupée plutôt par des acides aminés hydrophobes, plus ou moins volumineux, mais en 

aucun cas chargés, contrairement à l’alignement des Kunitz non actifs qui montre une 

prédominance d’un acide aminé à charge positive. Alors que les positions 17 à 20 des 
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Kunitz en général sont particulièrement versatiles, cette région des toxines aquarétiques 

semble répondre à des règles bien définies. La position 17 est strictement conservée avec 

une Phe, la position 18 est peu variable et toujours occupée par un acide aminé 

hydrophobe (Phe, Ile ou Val) et les positions 19 et 20 sont toujours remplies par un petit 

acide aminé (Ala, Ser, Pro). Les positions 25 et 26, particulièrement variables chez les 

Kunitz, sont principalement occupées par un acide aminé chargé positivement dans les 

séquences de toxines affines pour V2R mais jamais par un résidu chargé négativement. La 

position 28 est strictement conservée avec une Asn, alors qu’il y a souvent un résidu 

chargé positivement à cet emplacement dans les séquences de Kunitz. La position 32 est, 

comme 19 et 20, toujours occupée par un petit résidu (Ser ou Pro) contrairement aux 

autres toxines Kunitz. La position 39, variable chez la plupart des Kunitz, est 

majoritairement occupée par un acide aminé chargé positivement (Arg ou Lys) pour les 

toxines actives sur V2R. De façon très intéressante, alors que la position 41 de l’ensemble 

des Kunitz est parfaitement conservée (Asn), ce n’est pas le cas chez les Kunitz actifs sur 

V2R. En effet, il peut également y avoir une Pro à cet emplacement, qui correspond en 

réalité à une seule séquence parmi les 11 alignées : MQ-6. La position 44 est strictement 

conservée avec une Arg pour les toxines aquarétiques, alors qu’elle est le plus souvent 

occupée par une Asn pour les autres toxines. Enfin, la position 50 est occupée par un 

résidu chargé positivement ou négativement parmi les toxines actives sur V2R, laissant 

supposer qu’elle n’est pas engagée dans une interaction ionique, en accord avec son 

positionnement à proximité de la région C-terminale. 

2) Choix des variants 

Remplacer un résidu par une Ala est une technique classiquement utilisée, appelée 

alanine-scanning, pour évaluer l’importance des caractéristiques physico-chimiques du 

résidu muté pour son interaction avec la molécule partenaire. Dans un premier temps, 

nous avons donc choisi d’étudier l’impact de la mutation en alanine sur un nombre 

restreint de résidus. Le variant Asn15Ala nous permettra de définir si c’est la perte d’Asn 

ou l’ajout d’une charge positive qui est responsable de l’importante perte d’affinité 

observée avec le variant Asn15Lys. Nous venons de décrire que les positions 17, 18 et 19 

paraissent très conservées chez les toxines aquarétiques par rapport à l’ensemble des 

Kunitz, c’est pourquoi nous avons choisi de synthétiser les variants Ala correspondant. 

Pour tester l’importance de la charge positive, nous l’avons supprimée des résidus Lys10, 

Lys26, Lys29 et Arg44. Enfin, nous avons muté la position 41 qui est suspectée d’être 

responsable de la différence d’affinité et d’activité de MQ-6. Pour investiguer les 

interactions ioniques, il est classique d’inverser la charge des résidus impliqués afin de 

créer une répulsion entre les acides aminés, ce qui doit théoriquement se traduire par une 

importante perte d’affinité. Nous avons utilisé cette stratégie sur les positions 10, 26 et 44 

que nous avons substituées par un Glu. 
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L’ensemble des variants a été synthétisé et leur repliement a été vérifié par 

dichroïsme circulaire (CD) (Figure 41). Tous les spectres CD sont superposables à celui de 

MQ-1. 

 

 
Figure 41 – Dichroïsme circulaire des variants synthétiques de MQ-1. Spectres de dichroïsme 

circulaire des variants synthétiques représentés par l’ellipticité normalisée sur les longueurs d’onde 

de 190 à 250 nm. Le spectre du BPTI, obtenu dans les mêmes conditions, est utilisé comme 

référence. WT : MQ-1 non mutée. 

3) Affinité des variants synthétiques de MQ-1 pour V2R et 

corrélation avec l’affinité des variants naturels 

L’affinité des variants générés a été évaluée par test de liaison sur des membranes 

CHO-hV2R en compétition avec 3H-AVP et comparée à celle de MQ-1 non mutée. 

Concernant la boucle 1 de MQ-1, il a été démontré précédemment que la double mutation 

Asn15Lys/Gly16Ala entrainait une perte d’affinité d’un facteur 1000 (Ki = 4073 nM). Ici, 

le simple variant Asn15Ala n’a pas occasionné de perte d’affinité (Ki = 4,45 nM, p = 1,00), 

ce qui laisse supposer que ce n’est pas tant l’Asn qui est importante pour l’interaction entre 

MQ-1 et V2R mais plutôt la présence d’une charge positive à cet emplacement qui est 

défavorable. En effet, la majorité des toxines aquarétiques ne possèdent pas d’Asn, mais 

des résidus de nature chimique variée et non chargés (Ser, Met, Leu, Phe) (Figure 42). 

L’observation des séquences des autres toxines aquarétiques permet de mettre en évidence 

que cet emplacement est assez permissif pour ce qui est du volume, étant occupé par une 

Phe chez MQ-7/8 (Figure 42). Dans le prolongement de la boucle 1 de la toxine, la 

mutation en Ala de Phe17, strictement conservée chez les toxines actives V2R, a engendré 

une perte d’affinité d’un facteur 1000 (Ki = 6685 nM, p < 0,001), démontrant l’importance 

majeure de ce résidu. La présence d’une Phe spécifiquement à cet emplacement parait 

d’autant plus primordiale lorsque nous comparons les séquences de toxines actives avec 

celles des toxines non actives sur V2R : aucune toxine inactive n’a de Phe en position 17 

(Figure 42). La mutation de la position 18, un peu moins conservée chez les toxines 
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aquarétiques, a provoqué une perte d’affinité d’un facteur 30 (Ki = 152,4 nM, p < 0,001, 

Figure 43). Cette position est également importante pour la liaison au récepteur mais plus 

permissive que la position 17 pour d’autres résidus hydrophobes (Ile pour MQ7/8 et Val 

pour les deux toxines de Naja). À l’exception de D5J9Q8, toutes les autres toxines non 

actives testées possèdent également un résidu hydrophobe à cet emplacement. La 

mutation en Ala de Ser19 n’a pas montré de variation significative de l’affinité pour V2R 

(Ki = 3,25 nM, p = 1,00), laissant supposer qu’un résidu un peu plus hydrophobe peut être 

toléré à cet emplacement. C’est une position très conservée chez les toxines aquarétiques, 

à l’exception de Q5ZPJ7 qui possède une Pro à la place (Figure 42). 

 

 
 

Figure 42 – Alignement de séquences des toxines dont l’affinité a été testée sur V2R. La première 

moitié du tableau regroupe les toxines qui sont affines pour V2R et la deuxième moitié, les toxines 

qui ne le sont pas. En italique : la boucle 1 de MQ-9, plus courte d’un résidu, n’est pas strictement 

alignée avec les autres séquences. Encadré en noir : extrémités N- et C-terminales. Encadré en 

rouge : boucle 1 des toxines. Jaune : cystéines formant les ponts disulfure ; bleu : résidus très 

conservés chez les toxines Kunitz ; vert clair : positions probablement pas impliquées dans la 

liaison au récepteur ; vert foncé : positions dont la charge positive n’est pas indispensable à la 

liaison ; orange : résidus dont la charge positive n’est pas indispensable à la liaison mais ne peut 

être inversée ; rouge : positions dont la nature du résidu est strictement définie pour la liaison au 

récepteur ; gris : résidus incompatibles avec la liaison au V2R. 

 

La suppression des charges positives aux positions 10, 26, 29 et 44 n’a pas permis de 

mettre en évidence une perte d’affinité des variants pour le récepteur (respectivement, Ki 

= 7,67 nM, p = 0,99 ; Ki = 4,05 nM, p = 1,00 ; Ki = 2,50 nM, p = 0,95 ; Ki = 15,26 nM, p = 

0,12, Tableau 11). En revanche, l’inversion de la charge pour les positions 10, 26 et 44 a 

provoqué une diminution nette de l’affinité pour deux d’entre elles (10 et 44) et moins 

marquée pour la troisième (26) (respectivement, Ki = 570,1 nM, p < 0,001 ; Ki = 15,79 nM, 

p = 0,027 ; Ki = 99,25 nM, p < 0,001, Tableau 11) ce qui corroborent l’hypothèse selon 

laquelle ces résidus sont impliqués dans des interactions ioniques avec V2R (Figure 44). 

Pour les positions 10 et 26, l’alignement des séquences des toxines testées confirme que 
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l’absence de charge positive ne s’oppose pas à la liaison au récepteur, les MQ-7/MQ-8 et 

MQ-9 possédant une Ala en position 10 et une Gly en position 26, et les deux toxines de 

Naja ayant une Ser en position 10 et une Tyr en position 26 (Figure 42). Pour ce qui est de 

Arg44, elle est strictement conservée chez les toxines aquarétiques mais existe également 

chez certaines toxines inactives (les quatre dendrotoxines et la calcicludine). La charge 

positive de cette position n’est donc pas caractéristique des toxines actives sur V2R. La 

présence de plusieurs points d’interaction forts entre MQ-1 et V2R peut expliquer que la 

suppression d’une seule de ces interactions (monomutation en alanine) ne suffise pas à 

affecter significativement l’affinité du variant. En revanche, l’inversion de la charge, 

même unique, suffirait à créer une répulsion entre les deux partenaires. 

 

 
Figure 43 – Liaison de l’AVP tritié sur des membranes de CHO-hV2R en présence des variants 

synthétiques de MQ-1. Courbes moyennes de deux ou trois expériences indépendantes, les barres 

d’erreur correspondent au SEM pour chaque concentration de variant. WT : MQ-1 non mutée. 

 
Tableau 11 – Activité des variants synthétiques de MQ-1 sur V2R. Les Ki correspondent à la 

moyenne des valeurs obtenues pour chaque variant sur deux ou trois expériences indépendantes. 

Le pKi correspond à l’inverse du log du Ki en mol/l et permet de réaliser une analyse statistique. 

L’analyse statistique a été effectuée par un test post-hoc de Dunnett en prenant MQ-1 non mutée 

comme référence. x : n = 2, ne permet pas de calculer un SEM ; WT : MQ-1 non mutée. 
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Figure 44 – Résidus mutés sur MQ-1 pour les tests de liaison sur V2R. Modélisation à partir de la 

structure cristallographique de MQ-1. Couleurs de la chaine peptidique : bleu clair : boucle 1 ; bleu 

foncé : boucle 2 ; violet : feuillet  ; jaune : résidus pouvant être supprimés sans modifier l’affinité ; 

vert : résidus dont la mutation en alanine ne modifie pas l’affinité. Couleurs des chaines latérales : 

rouge : résidus dont la mutation en alanine diminue fortement l’affinité ; orange : résidus dont 

l’inversion (Lys10, Lys26 et Arg44) ou l’ajout (Asn15) d’une charge ionique diminue fortement 

l’affinité. 

 

Enfin, Asn41 est strictement conservée chez toutes les toxines Kunitz, affines ou 

non pour V2R, à l’exception de MQ-6 (Figure 40). Le changement en Ala n’a pas montré 

de modification significative de l’affinité (Ki = 8,49 nM, p = 0,52) ce qui montre que ce 

n’est pas la présence d’une Asn en particulier qui est indispensable à cet emplacement. Si 

nous comparons la séquence de MQ-6 avec celle de MQ-5, elles diffèrent en seulement 

deux positions : 36 et 41. Par alignement de séquences, il apparait que la position 36 peut 

être occupée indifféremment par une Ser ou une Gly. Nous pouvons donc conclure que 

cette variation n’a pas de conséquence. Ce serait donc Pro41 chez MQ-6 qui justifierait la 

différence d’affinité et d’activité in vitro comme in vivo de cette toxine par rapport à MQ-

5. Se trouvant à proximité de résidus très conservés indispensables au repliement Kunitz 

(Phe33, Asn43), il peut être supposé que la présence d’une Pro modifie l’orientation des 

chaines latérales des résidus de son environnement, bien que son spectre de dichroïsme 

circulaire ne montre pas de différence particulière par rapport à celui de MQ-1 (Figure 

41). 

 

Cette analyse apporte des éléments de réflexion autour de l’alignement de la boucle 

1 de MQ-9. La modélisation de sa structure alignait l’unique Phe avec la position 18 des 

autres toxines actives sur V2R. Cependant, nous venons de voir que la position Phe17 

semble être particulièrement conservée. Il est plus probable que l’organisation spatiale de 

cette zone de MQ-9 soit différente de celle des autres toxines aquarétiques et il n’est pas 

possible de les aligner strictement. Seule la cristallisation de cette toxine permettrait de 

répondre. 
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 Modèles d’interaction entre MQ-1 et V2R 

En parallèle de l’étude des séquences, nous avons initié une collaboration avec 

l’équipe de Modélisation Moléculaire du Docteur Nicolas Floquet (Institut des 

Biomolécules Max Mousseron, Montpellier). Cette équipe a mis au point une méthode de 

modélisation dynamique des complexes ligand peptidique-récepteur tout à fait innovante 

permettant de minimiser les calculs tout en optimisant la fiabilité des prédictions. Cette 

approche a été validée sur deux structures résolues de couples ligand peptidique-RCPG : 

NTSR1-NTS et CXCR4-CVX15. La modélisation obtenue ab initio de ces deux complexes 

s’approchait de la structure obtenue par cristallisation avec un écart quadratique moyen 

inférieur à 3 Å (Delort et al. 2017). De plus, il est connu que les parties extracellulaires des 

RCPG sont particulièrement flexibles et peuvent d’organiser de différentes manières en 

fonction du ligand rencontré. La modélisation dynamique offre l’opportunité d’apprécier 

le déroulement de ces réarrangements au cours de l’interaction et en fonction du ligand 

concerné. Le complexe MQ-1-V2R a été l’occasion d’utiliser cette stratégie ab initio. En 

retour, c’est aussi pour nous la possibilité de cibler au mieux les variants de la toxine les 

plus pertinents à explorer. 

 

MQ-1 a été modélisée à partir de la structure cristallographique du variant 

Asn15Lys/Gly16Ala. V2R a été modélisé par homologie à partir de la structure de -OR, 

de la famille Rhodopsine des RCPG comme V2R, avec lequel il partage 33 % d’identité de 

séquence. La partie N-terminale n’est pas possible à modéliser de par son importante 

flexibilité. Aussi, le modèle présenté est tronqué des 35 premiers acides aminés et la 

séquence débute avec Leu36. Afin d’avoir un aperçu de la fréquence de contact entre les 

résidus du récepteur avec ceux de la toxine, jusqu’à 14800 trajectoires de dynamique de 20 

micro-secondes ont été réalisées pour chaque modèle. Nous avons ainsi obtenu un 

pourcentage représentatif du temps que deux résidus passent à moins de 5,5 Å l’un de 

l’autre pour 300 à 400 paires de résidus et pour chacun des modèles. L’analyse qui suit est 

basée sur ces pourcentages. La modélisation ab initio du complexe MQ-1-V2R a généré 

quatre modèles différents, qui néanmoins peuvent être groupés par deux en fonction du 

positionnement de la toxine sur le récepteur. Il avait été démontré précédemment que la 

boucle 1 était en contact avec le récepteur, alors que les parties N- et C-terminales ne 

l’étaient pas (Ciolek et al. 2017). Les quatre modèles étaient spontanément conformes à 

cette orientation de MQ-1 sur V2R. 

 

Pour décrire les modèles, nous nous intéresserons d’abord à l’orientation globale de 

MQ-1 par rapport à V2R puis nous détaillerons les positions précédemment définies 

comme importantes pour la liaison au récepteur. 

1) Modèles 1 et 2 

Dans les modèles numérotés 1 et 2, MQ-1 s’oriente de telle façon que l’hélice  en 

C-terminale de la toxine est à proximité des sommets des TM5 et 6, et à l’opposé, la Cys14 
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de la boucle 1 de MQ-1 est située en face de la partie N-terminale du récepteur (Figure 

45). La position 17 est dans les deux modèles le résidu qui entre le plus profondément à 

l’intérieur du récepteur. Les deux modèles diffèrent principalement au niveau de 

l’orientation des chaines latérales des résidus, notamment ceux que nous avons étudiés 

précédemment. 

 

 
 

Figure 45 – Modèles 1 et 2 du complexe MQ-1-V2R. Le récepteur (orange) est représenté en surface 

et la position du premier résidu modélisé Leu36 est indiquée. a) Modèle 1. MQ-1 (gris) est 

représentée en cartoon. b) Modèle 2. MQ-1 (bleu) est représentée en cartoon. 

 

Concernant les résidus de la boucle 1 dans le modèle 1, les deux Phe sont logées 

dans un environnement hydrophobe. Phe17 est tournée en direction de TM7 du récepteur 

alors que Phe18 est beaucoup plus exposée et coincée entre les Pro298 et 301 (ECL3) 

(Figure 46-a). Dans le modèle 2, les chaines latérales des deux Phe pointent en direction 

du centre du récepteur et elles sont entourées par de nombreux résidus hydrophobes 

répartis entre TM2, 5, 6 et 7 ainsi que ECL2 et 3 (Figure 46-b). 
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Figure 46 – Cœur hydrophobe autour de la boucle 1 de MQ-1 selon les modèles 1et 2. 

Représentation en cartoon de V2R (orange). Représentation en stick des chaines latérales des 

résidus hydrophobes (bleu clair) à proximité des Phe17 et Phe18 de MQ-1. a) Modèle 1. MQ-1 en 

gris. b) Modèle 2. MQ-1 en bleu. 

 

Pour ce qui est des résidus de MQ-1 chargés positivement, dans le modèle 1, trois 

d’entre eux sont situés à proximité de résidus portant une charge négative : Glu184 (ECL2) 

pour Lys10, Glu198 (ECL2) pour Lys29 et Glu299 (ECL3) pour Arg44, ce qui est favorable 

à l’établissement d’interactions ioniques entre la toxine et le récepteur (Figure 47-a). Les 

Lys26, 39 et 50 sont exposées au solvant. Dans le modèle 2, à nouveau trois résidus chargés 

positivement sont à proximité de résidus du récepteur chargé négativement : Lys26 vers 

Glu184 (ECL2), Lys39 à côté de Glu299 (ECL3) et Arg44 qui est entourée par Asp297 et 

Glu299 (ECL3). Les Lys10, 29 et 50 sont totalement exposées au solvant (Figure 47-b). 

Enfin, quel que soit le modèle, l’Asn15 se trouve dans le proche environnement de Lys100, 

située à la jonction de TM2 et ECL1 de V2R, ce qui pourrait expliquer l’effet de la 

mutation Asn15Lys sur l’affinité de la toxine pour le récepteur, par répulsion des charges. 

 

 
Figure 47 – Complémentarité ionique entre MQ-1 et V2R selon les modèles 1 et 2. Représentation 

en surface de V2R (orange). Représentation en surface des résidus de V2R portant une charge 

négative (bleu) à proximité de MQ-1 et des résidus de MQ-1 portant une charge positive (rouge). 

a) Modèle 1. MQ-1 (gris) est représentée en mesh. b) Modèle 2. MQ-1 (bleu) est représentée en 

mesh. 
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2) Modèles 3 et 4 

Dans les modèles numérotés 3 et 4, MQ-1 adopte une orientation générale sur V2R 

à l’opposé de celle des modèles 1 et 2 : la Cys14 qui est située en vis-à-vis du sommet des 

TM5 et 6, et l’hélice  en C-terminale de la toxine se trouve au-dessus de TM2 du 

récepteur et à proximité d’une partie de ECL2. De plus, le modèle 4 se distingue des trois 

autres par la localisation très en surface de MQ-1 sur V2R (Figure 48). 

 

 
 

Figure 48 – Modèles 3 et 4 du complexe MQ-1-V2R. Le récepteur (orange) est représenté en 

surface, la position du premier résidu modélisé Leu36 est indiquée. a) Modèle 3. MQ-1 (vert) est 

représentée en cartoon. b) Modèle 4. MQ-1 (rouge) est représentée en cartoon. 

 

Dans le modèle 3, les chaines latérales des Phe17 et 18 sont diamétralement 

opposées. D’une part, Phe17 est orientée vers le fond du récepteur et se trouve au cœur 

d’un réseau hydrophobe formé par sept acides aminés répartis entre TM2, 3 et 4 et ECL2, 

et qui implique le pont disulfure conservé entre TM3 et ECL2. D’autre part, Phe18 est 

entourée de trois résidus hydrophobes situés sur ECL2 uniquement (Figure 49-a). Dans le 

modèle 4, Phe17 est loin du haut des TM, et se trouve dans une poche hydrophobe 

délimitée par six résidus de ECL2 alors que Phe18 est exposée au solvant, loin du récepteur 

(Figure 49-b). 
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Figure 49 – Cœur hydrophobe autour de la boucle 1 de MQ-1 selon les modèles 3 et 4. 

Représentation en cartoon de V2R (orange). Représentation en stick des chaines latérales des 

résidus hydrophobes (bleu clair) à proximité des Phe17 et Phe18 de MQ-1. a) Modèle 3. MQ-1 en 

vert. b) Modèle 4. MQ-1 en rouge. 

 

Les résidus chargés positivement de MQ-1 sont situés dans des environnements 

similaires dans les deux modèles. Lys10 se trouve en face des deux résidus Asp297 et 

Glu299 (ECL3), et Lys26 est à proximité de Glu303 (ECL3) ce qui est tout à fait en faveur 

d’une liaison ionique entre les deux partenaires (Figure 50). En revanche, les Lys29, 39 et 

50 ainsi que Arg44 sont toutes situées loin de V2R dans ces deux modèles. Dans le modèle 

3, la chaine latérale de Arg44 est tournée vers l’intérieur de la toxine, et dans le modèle 4, 

elle est au contraire très exposée au solvant (Figure 50-b). Pour finir, les résidus de V2R 

proches de Asn15 sont compatibles avec l’impossibilité d’une charge positive à cet 

emplacement. Dans le modèle 3, elle est entourée de Lys116 (TM3) et des deux Arg202 et 

203 (TM5) et dans le modèle 4, elle est très proche de Arg202 (TM5). 

 

 
 

Figure 50 – Complémentarité ionique entre MQ-1 et V2R selon les modèles 3 et 4. Représentation 

en surface de V2R (orange). Représentation en surface des résidus de V2R portant une charge 

négative (bleu) à proximité de MQ-1 et des résidus de MQ-1 portant une charge positive (rouge). 

a) Modèle 3. MQ-1 (vert) est représentée en mesh. b) Modèle 4. MQ-1 (rouge) est représentée en 

mesh. 
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 Comparaison entre données expérimentales et 
modélisation 

Les alignements de séquences et tests de liaison avaient mis en évidence la 

nécessité de la présence d’une Phe en position 17 de la toxine afin qu’elle se lie à V2R. 

Tous les modèles sont compatibles avec cette hypothèse et, à l’exception du modèle 4, 

placent ce résidu dans un réseau hydrophobe profond et faisant intervenir plusieurs TM 

du récepteur. La position 18 semble participer également à cet environnement 

hydrophobe, toujours excepté dans le modèle 4, mais avec un nombre moins important 

d’interactions, ce qui est cohérent avec la perte d’affinité moins importante du variant 

Phe18Ala. Il peut être supposé que la position 18 aide Phe17 à se maintenir au centre du 

récepteur. Si le site orthostérique de V2R n’a pas encore été précisément défini, celui de 

V1aR a été modélisé à environ 15 Å de la surface extracellulaire du récepteur dans un 

espace délimité par les TM et certains résidus impliqués dans la liaison de l’AVP sur V1aR 

et V1bR ont été identifiés (Mouillac et al. 1995; Rodrigo et al. 2007). Par homologie de 

séquence, il est accepté que tous les récepteurs de la famille AVP/ocytocine adoptent un 

site orthostérique similaire. Les modèles 1, 2 et 3 positionnent la boucle 1 de MQ-1 au 

niveau de ce site orthostérique supposé, expliquant le caractère compétitif de la toxine. Le 

modèle 4, en revanche, montre MQ-1 peu enfouie dans le récepteur et sa boucle 1 reste 

très en surface, ce qui est peu compatible avec l’importante perte d’affinité observée avec 

le variant Phe17Ala. Les modèles 1 et 2 sont d’autant plus en adéquation avec l’hypothèse 

d’une proximité de la boucle 1 de MQ-1 avec le site orthostérique du récepteur qu’ils 

montrent un pourcentage de temps de contact entre Lys100 et Asn15 particulièrement 

élevé (respectivement, 90 et 68 %). Or, Lys100 correspond à une position occupée par 

Asp2.35 dans la séquence des récepteurs vasopressine de type 1a et 1b, qui est reconnue 

comme participant au site orthostérique (Rodrigo et al. 2007). 

 

L’importante complémentarité ionique entre ligand et récepteur a déjà été décrite 

pour plusieurs RCPG sensibles aux peptides (Krumm & Grisshammer 2015). MQ-1 dispose 

de dix résidus chargés positivement et un seul chargé négativement. Cinq d’entre eux 

étaient supposés loin du récepteur car ils se situent dans les parties N- et C-terminales de 

la toxine (Arg1, Glu49, Lys50, Arg52 et Arg53). Les variants correspondants n’avaient pas 

été générés et les analyses de trajectoires de dynamique confirmaient cette hypothèse. À 

l’exception de la position 39, toutes les autres charges positives ont été mutées 

individuellement en Ala sans que cela n’affecte l’affinité de MQ-1 pour le récepteur. En 

supposant une importante complémentarité ionique, une seule mutation n’est peut-être 

pas suffisante pour altérer la liaison du complexe et donc les résultats expérimentaux ne 

sont pas contradictoires avec cette hypothèse. De façon surprenante, l’analyse des modèles 

ne prédit jamais plus de trois résidus positifs de MQ-1 impliqués dans des interactions 

ioniques. Expérimentalement, seule la charge des positions 10, 26 et 44 a été inversée ce 

qui a démontré l’effet délétère de charges négatives à ces emplacements. Aucun des 

modèles n’est totalement en accord avec ce résultat. Le modèle 1 prédit une faible 

interaction entre Lys26 et Glu184 (ECL2), le modèle 2 exclut Lys10 d’une possible 
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interaction ionique en situant sa chaine latérale loin des boucles extracellulaires du 

récepteur et il en va de même pour les modèles 3 et 4 avec Arg44. Cependant, les modèles 

1 et 2 ne peuvent pas pour autant être rejetés. D’après l’analyse des trajectoires de 

dynamique du modèle 1, Glu184 (ECL2) est à proximité de Lys10 de MQ-1 dans 84 % des 

cas et proche de Lys26 dans seulement 15 % des cas. Expérimentalement, la perte 

d’affinité liée à l’inversion de la charge en position 26 était faiblement significative (p = 

0,027) comparée à l’effet de l’inversion de charge aux positions 10 et 44 (p < 0,001) 

(Tableau 11). En supposant que Glu184 interagit préférentiellement avec Lys10, il peut 

être supposé que la présence d’une charge négative en 26 provoque une gêne ionique. De 

plus, sur la Figure 47-a, Glu184 semble plutôt être en proche contact avec Lys26 que 

Lys10, ce qui illustre parfaitement à la fois la grande flexibilité de ECL2, la plus longue 

boucle extracellulaire de V2R (22 résidus), mais aussi l’intérêt d’une étude dynamique. 

Concernant le modèle 2, Lys10 se positionne en face de la partie N-terminale de V2R, la 

région non modélisée du récepteur. Or, cette partie très flexible possède trois charges 

négatives (Glu26, Asp30 et Asp33) susceptibles d’interagir avec Lys10 et de corroborer la 

perte d’affinité du variant Lys10Glu. 

 

L’analyse dynamique prédit Phe33 comme un point d’interaction important dans 

les quatre modèles (vers ECL1 et 2 dans les modèles 1 et 2, vers ECL3 dans le modèle 3 et 

vers l’intérieur du récepteur dans le modèle 4). Phe33 est une position extraordinairement 

conservée et elle est décrite dans la littérature comme l’acide aminé pivot du réseau 

hydrophobe maintenant la structure tertiaire des peptides Kunitz (Hanson et al. 2003). Sa 

position prédite par modélisation est donc très surprenante. La mauvaise orientation de 

quelques chaines latérales avait été soulignée dans les travaux de mise au point de la 

stratégie de modélisation utilisée ici (Delort et al. 2017). Nous avons synthétisé le variant 

Phe33Ala mais le repliement s’est avéré impossible, en accord avec son rôle structural 

décrit. Contraindre l’orientation de la chaine latérale de ce résidu dans les modèles 

pourrait amener à modifier le positionnement global de MQ-1 par rapport à V2R. Cet 

exemple illustre l’importance de multiplier les techniques d’étude des relations structure-

activité. 

 

 

 

IV. Développement thérapeutique de la 

mambaquarétine-1 

Un des objectifs de l’étude de la mambaquarétine-1 (MQ-1) est de développer un 

médicament efficace pour lutter contre la progression de la polykystose rénale afin 

d’apporter aux patients une meilleure qualité de vie. 
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 Place du tolvaptan dans le traitement des PKRAD 
en France 

À l’heure actuelle, il n’existe qu’un seul médicament spécifique pour traiter la 

polykystose rénale autosomique dominante (PKRAD) : le tolvaptan, une molécule 

chimique qui possède le même mécanisme d’action que MQ-1. Le tolvaptan, 

commercialisé sous le nom de Jinarc® (Otsuka), est disponible en France depuis le milieu 

de juillet 2016, suite à l’avis favorable publié par la commission de transparence de la 

haute autorité de santé (HAS). Son usage est restreint à des patients atteints de PKRAD 

répondant aux critères suivants : un débit de filtration glomérulaire inférieur à 30 

ml/min/1,73 m², accompagné d’une néphromégalie importante associée à un risque de 

perte de fonction rénale, ainsi que des signes d’évolution rapide de la maladie (Haute 

Autorité de Santé 2016). Il est soumis à prescription initiale hospitalière et peut être 

prescrit ou renouvelé uniquement par un spécialiste en néphrologie. Une surveillance 

particulière est portée au risque de survenue d’une atteinte hépatique. Un dosage sanguin 

des transaminases hépatiques est mis en place à l’initiation du traitement puis un suivi 

régulier, d’abord mensuel puis tous les trois mois, doit être observé. 

 

Le service médical rendu du Jinarc® est modéré du fait qu’il ne fait que ralentir la 

progression de la maladie, que la sécurité d’emploi sur le long terme n’est pas encore 

connue et qu’il n’est prescriptible que pour une proportion restreinte de la population de 

malades, estimée à 20 % (Haute Autorité de Santé 2016). Aussi, son taux de 

remboursement est fixé à 30 %. L’HAS considère qu’il n’apporte qu’une amélioration du 

service médical rendu mineure, bien qu’il soit le premier médicament spécifique dans son 

indication, mais encore une fois son importance dans l’arsenal thérapeutique est limitée 

par le faible nombre de patients pouvant en bénéficier. De plus, le Jinarc® est inscrit sur la 

liste des médicaments d’exception, qui regroupe les spécialités particulièrement coûteuses 

et à indication précise (comme ici, la prescription initiale hospitalière). En effet, le prix 

actuel est fixé à 1228,48 euros pour 28 jours de traitement, soit 15970 euros par an. Par 

ailleurs, afin d’obtenir un maximum de données sur la tolérance du Jinarc®, il fait l’objet 

d’un plan de gestion des risques au niveau européen, ce qui implique que tout néphrologue 

souhaitant le prescrire doit au préalable suivre une formation, assurée par les laboratoires 

Otsuka, lui permettant d’être certifié et autorisé à la prescription de ce médicament. Avec 

80 % des patients ne pouvant bénéficier d’un traitement spécifique, la PKRAD reste donc 

une maladie majoritairement orpheline. 

 Point de vue industriel autour du développement 
thérapeutique de la mambaquarétine-1 

MQ-1 a été brevetée en 2012 et son brevet européen d’application a été publié en 

2014 sous le numéro 2 708 235 A1. Un brevet protège une invention pendant 20 ans. Or, 
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le développement thérapeutique d’une molécule jusqu’à sa mise sur le marché peut durer 

10 à 20 ans. La recherche de partenaires industriels pour le développement de MQ-1 a 

donc été initiée dès 2013. Pour des raisons de confidentialité, ces sociétés ne seront pas 

citées. 

 

Deux sociétés se sont montrées intéressées par le développement thérapeutique de 

MQ-1 contre la PKRAD. La première était spécialisée en développement thérapeutique 

mais ne disposait pas de fonds propres. L’autre était spécialisée dans le conditionnement de 

médicaments injectables. Elle n’avait jamais fait de développement thérapeutique mais 

souhaitait initier cette activité. C’est cette deuxième société qui a été retenue pour établir 

une collaboration car elle disposait d’une bonne assise financière et que les négociations se 

déroulaient directement avec le président-directeur général. Lorsque j’ai débuté ma thèse, 

les négociations avec cette société étaient en cours et j’ai eu l’opportunité d’assister à 

plusieurs réunions. 

 

La première préoccupation de cette entreprise a porté sur le coût de production de 

la toxine. Leur étude pharmaco-économique se basait sur une dose journalière individuelle 

de 40 mg de MQ-1, ce qui correspondait à une production annuelle supérieure à une 

tonne, incompatible avec la synthèse chimique. La production par expression 

recombinante paraissait alors plus adaptée. Le premier objectif de rendement a été fixé à 

un minimum de 300 mg de toxine par litre de culture. En faisant appel à une de leurs 

filiales spécialisée dans la production de protéines recombinantes, il s’est avéré que MQ-1 

ne s’exprimait correctement que dans Escherichia coli et sous forme de corps d’inclusion. 

Un taux de rendement proche de celui ciblé a pu être atteint après de longs mois de mise 

au point avec un processus de fabrication assez compliqué. 

 

Le deuxième point soulevé par cette entreprise pharmaceutique a concerné le 

potentiel d’immunogénicité de MQ-1. En effet, la prise chronique d’un médicament 

peptidique est un facteur de risque de survenue d’une réponse immunogène de la part de 

l’hôte. Pour évaluer ce potentiel, nous avons mis en place deux techniques 

complémentaires qui seront présentées dans le chapitre suivant. Néanmoins, la société 

visait une déimmunisation complète. Il s’agit d’un procédé complexe qui peut prendre du 

temps sans garantie de succès. Face à cette difficulté, la société n’a pas souhaité continuer 

d’investir dans ce projet. 

 

Depuis, des discussions avec d’autres partenaires industriels ont été initiées. Il 

apparait que MQ-1 serait également un bon candidat thérapeutique dans le traitement de 

l’hyponatrémie11 consécutive au syndrome de sécrétion inappropriée d’hormone 

antidiurétique (SIADH). Il s’agit d’un syndrome aux étiologies multiples (iatrogènes, 

cancéreuses, pulmonaires, etc.). La première prise en charge consiste à traiter l’origine du 

                                                 
11 Les valeurs normales de natrémie sont comprises entre 135 et 145 mmol/l. 

L’hyponatrémie se définit donc par une valeur de natrémie inférieure à 135 mmol/l. En-

dessous de 115 mmol/l, l’hyponatrémie est qualifiée de sévère. 
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syndrome mais un traitement plus spécifique de l’hyponatrémie hypoosmolaire 

euvolémique retrouvée dans ce syndrome peut être mis en place lorsque celle-ci devient 

chronique. Le premier traitement consiste en une restriction hydrique, avec des résultats 

très variables d’un individu à l’autre. Il existe un médicament aquarétique dans cette 

indication en France : la déméclocycline (Alkonatrem®, Primius Lab), un antibiotique du 

groupe des tétracyclines qui empêche la production d’AMPc suite à l’activation de V2R. 

Dans cette même indication, le tolvaptan (Samsca®, Otsuka) a obtenu une autorisation 

d’utilisation temporaire nominative en France suite à une rupture de stock de 

l’Alkonatrem® mais est utilisé couramment dans d’autres pays, dont le Royaume-Uni et les 

États-Unis, sous surveillance renforcée justifiée par son hépatotoxicité. Le développement 

thérapeutique de MQ-1 dans l’hyponatrémie présenterait l’avantage d’être moins long, les 

essais cliniques nécessitant seulement quelques semaines de traitement contre plusieurs 

années pour la PKRAD. 

 Études complémentaires de la mambaquarétine-1 
pour son développement thérapeutique 

1) Immunogénicité de MQ-1 

Le pouvoir immunogène d’une protéine se définit par sa capacité à déclencher une 

réponse immunitaire de l’hôte contre elle. La solubilité, la dose et la prise répétée d’un 

médicament sont autant de facteurs de risque d’apparition d’une telle réponse, qui est 

donc potentialisée au cours d’un traitement chronique. Une réponse immunitaire dirigée 

contre un peptide, sous forme d’anticorps antimédicament (ADA), peut conduire à une 

perte d’efficacité de ce dernier, mais peut aussi engendrer l’apparition d’une réaction 

allergique aux conséquences beaucoup plus graves pour l’hôte. Le risque immunogène de 

MQ-1 a été une des principales préoccupations de la société pharmaceutique avec laquelle 

nous avions engagé une collaboration (partie IV.B. des Résultats et discussion). 

 

Une première étude de l’immunogénicité de MQ-1 a été réalisée sur un modèle 

murin. Nous avons immunisé trois souches de souris congénitales mâles : BALB/c, 

C57BL/6 et CBA/J, par trois injections sous-cutanées de 10 µg de MQ-1 à quinze jours 

d’intervalle. Le sérum a été récupéré quinze jours après la dernière injection. Pour chaque 

souche, quatre souris étaient immunisées par MQ-1 seule et quatre souris étaient 

immunisées par un mélange 1:1 de MQ-1 et d’alum utilisé comme adjuvant. Ce dernier 

permettait d’augmenter la réponse immunitaire et est couramment utilisé pour la 

production d’anticorps. Les ADA étaient recherchés dans les sérums de souris par un test 

d’immuno-absorption enzymatique (ELISA). 
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Après optimisation des conditions du test ELISA, tous les sérums ont été testés 

individuellement à huit concentrations différentes dans le but d’établir le titre12 

d’anticorps. Tous les sérums des souris immunisées par MQ-1 associée à l’adjuvant ont 

généré un signal positif. Aucun des sérums provenant des souris BALB/c et CBA/J 

immunisées par la MQ-1 seule n’induisait un signal positif. En revanche, un seul sérum 

issu des souris C57BL/6 s’est avéré positif (Figure 51). Ce sérum était titré à 5120. 

 

 
 

Figure 51 – Titrage des anticorps anti-MQ-1 dans le sérum des souris C57BL/6 immunisées sans 

adjuvant. Détection des ADA par test ELISA après trois injections de 10 µg de MQ-1 sans adjuvant. 

Puits tapissés par MQ-1. Chaque barre représente le sérum d’une seule souris à la dilution 

indiquée. L’absorbance inférieure à 0,5 est considérée comme non spécifique. 

 

En parallèle, nos collègues de l’équipe du Docteur Bernard Maillère (Service 

d’Ingénierie Moléculaire des Protéines – SIMOPRO, CEA Saclay, Gif-sur-Yvette) ont 

évalué le potentiel immunogène de MQ-1 chez l’humain par quantification des 

lymphocytes T CD4 préexistants sensibles à la toxine par technique ELISPOT. Parmi les 

huit donneurs, dont la diversité des systèmes HLA était représentative de la population 

européenne, deux donneurs n’ont pas répondu, trois avaient une réponse forte comparable 

à celle induite par des molécules considérées immunogènes et les trois autres avaient une 

réponse intermédiaire (Figure 52). Une étude des peptides de MQ-1 les plus susceptibles 

d’être reconnus par le complexe majeur d’histocompatibilité humain a été réalisée. Quatre 

régions immunogènes ont été identifiées. Deux d’entre elles ne se trouvent pas à proximité 

du pharmacophore supposé et pourront donc être modifiées facilement. En revanche, une 

autre des régions est au niveau de la boucle 1, et la dernière englobe des résidus 

importants pour la structure de MQ-1. Des expériences sont en cours pour modifier les 

séquences concernées sans toucher à l’activité biologique. 

 

                                                 
12 Le titrage des anticorps correspond au dosage des anticorps circulants. Le titre est 

déterminé classiquement par l’inverse de la dernière dilution de sérum donnant un signal 

positif. 
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Figure 52 – Estimation du nombre de lymphocytes T CD4 préexistant spécifiques pour KLH, -

MVIIA et MQ-1 en nombre de cellules par million. Chaque point représente un donneur. 

Contrôles : KLH (keyhole limpet hemocyanin) est une protéine hautement immunogène utilisée 

comme adjuvant pour la production d’anticorps ; -MVIIA est une conotoxine non immunogène, 

également appelée ziconotide, actuellement commercialisée sous le nom de Prialt® (Eisai) dans le 

traitement de la douleur sévère chronique. 

 

Ces premiers résultats montrent que l’immunogénicité de MQ-1 est faible dans les 

modèles étudiés. Cependant, la souris n’est pas un modèle prédictif de la réponse 

immunitaire chez l’être humain et une réponse positive unique sur 12 individus issus de 3 

souches différentes n’est pas suffisante pour tirer des conclusions. Le risque immunogène a 

été jugé trop important par notre partenaire industriel qui n’a pas souhaité attendre les 

résultats du plan de déimmunisation de MQ-1. 

2) Voie d’administration 

Si la voie intrapéritonéale (IP) permet une rapidité d’action, elle est mal tolérée par 

les patients. Dans l’optique d’un potentiel développement thérapeutique de MQ-1, nous 

avons testé la voie orale, beaucoup mieux tolérée, et d’autant plus dans le cadre d’un 

traitement chronique. 

 

La biodisponibilité des peptides par voie orale est très mauvaise, voire nulle. En 

effet, l’estomac contient de nombreuses endopeptidases qui clivent les peptides avant leur 

absorption dans la circulation générale, les rendant ainsi inactifs. D’autre part, un efficace 

système d’efflux limite leur absorption au niveau de l’estomac. Enfin, certains peptides qui 

peuvent passer ces premières barrières sont pris en charge par les cytochromes lors du 

premier passage hépatique avant leur arrivée dans la circulation. À l’heure actuelle, la 

recherche de nouvelles formes galéniques qui permettraient la prise par voie orale de 

peptides ou protéines thérapeutiques est particulièrement active, principalement pour le 

cas des traitements chroniques. L’exemple le plus connu est celui de l’insuline utilisée dans 

le traitement du diabète de type 1. 

 

Nous avons testé l’efficacité de MQ-1 par voie orale en administrant, à l’aide d’une 

sonde de gavage, la plus forte dose efficace par voie IP : 0,3 µmol/kg. Nous n’avons pas 
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observé d’effet aquarétique. En considérant que la biodisponibilité par voie IP est proche 

de 100 % et en comparant les résultats entre les deux voies d’administration, nous pouvons 

estimer la biodisponibilité par voie orale de MQ-1 inférieure à 1 %. S’il pourrait être 

scientifiquement intéressant de rechercher si une dose plus importante serait efficace, elle 

ne serait jamais acceptée dans le cadre d’un développement thérapeutique car le coût de 

production serait beaucoup trop élevé. Nous ne sommes donc pas allés plus loin sur cette 

question. 

3) MQ-1, agoniste inverse de V2R 

MQ-1 a été décrite comme un antagoniste compétitif de V2R, capable d’empêcher 

la liaison de l’AVP et l’activation consécutive du récepteur (Ciolek et al. 2017). Depuis 

quelques années, la flexibilité des RCPG est de plus en plus souvent décrite, remettant en 

cause la théorie très schématique d’un fonctionnement « on-off ». Ainsi, la possibilité 

d’une auto-activation en l’absence d’agoniste, responsable d’une activité constitutive, 

émerge, et avec elle la notion d’agoniste inverse. Un agoniste inverse se définit par sa 

capacité à inhiber l’activation constitutive d’un récepteur en l’absence d’agoniste. 

 

Pour étudier l’éventuelle fonction agoniste inverse de MQ-1, nous avons utilisé des 

cellules exprimant suffisamment fortement V2R pour que la production basale d’AMPc 

soit quantifiable par nos tests. Nous avons observé une inhibition de la formation 

constitutive d’AMPc en présence de MQ-1 (Figure 53). Donc MQ-1 n’est pas seulement 

un antagoniste de V2R mais également un agoniste inverse. 

 

 
Figure 53 – Inhibition de la production basale d’AMPc par MQ-1 dans des cellules CHO-hV2R 

surexprimant le récepteur. Courbe moyenne de trois expériences indépendantes. Les barres 

d’erreur correspondent au SEM pour chaque concentration de MQ-1 testée. 

 

Nous avons ici mis en évidence cet effet dans un système non physiologique avec 

un clone cellulaire surexprimant le récepteur. La démonstration de cette nouvelle 
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propriété de MQ-1 pourra être complétée sur un récepteur muté qui possède une forte 

activité constitutive. C’est par exemple le cas du mutant Asp1363.49Ala déjà décrit dans 

l’introduction de cette thèse (Morin et al. 1998). 

 

Ces dernières années, de nombreuses molécules utilisées dans l’arsenal 

pharmaceutique et considérées seulement comme antagonistes ont été requalifiées après la 

mise en évidence de leur propriété d’agoniste inverse, comme par exemple les 

antihistaminiques. Cependant, cette propriété est encore peu exploitée au niveau clinique 

car beaucoup de molécules ont été développées dans le but d’inhiber l’effet d’un agoniste. 

Cette propriété est pourtant particulièrement intéressante dans le cadre des pathologies 

dues à l’activation constitutive du récepteur suite à une mutation, comme c’est le cas dans 

le diabète insipide néphrogénique. Concernant V2R, peu de littérature existe sur ses 

agonistes inverses. Cette activité a été démontrée pour quelques vaptans (tolvaptan, 

mozavaptan, satavaptan), sans que l’intérêt thérapeutique potentiel de cette propriété n’ait 

été développé (Serradeil-Le Gal 2001; Takahashi et al. 2012). Dans le cadre du traitement 

de la PKRAD, l’utilisation d’un agoniste inverse permettrait de réduire la concentration 

d’AMPc dans les cellules principales, même en l’absence d’AVP circulante, mais 

également de renforcer l’état inactivé du récepteur, même en présence de son agoniste 

naturel. 

 



 

CONCLUSION ET 

PERSPECTIVES 
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I. Effet et devenir in vivo de la mambaquarétine-1 

chez le rat 

Mon objectif était de comprendre la pharmacodynamie de la mambaquarétine-1 

(MQ-1) chez des rats sains Sprague-Dawley. En tant qu’antagoniste du récepteur de type 2 

à la vasopressine (V2R), il était attendu un effet aquarétique in vivo, ce qui correspond à 

une augmentation du volume urinaire sans perte d’osmoles. Pour cela, j’ai réalisé une 

étude de la relation dose-activité de MQ-1 et observé l’effet d’une administration répétée 

sur cinq jours. 

 

Si l’activité aquarétique in vivo de MQ-1 a déjà été décrite chez la souris (Ciolek et 
al. 2017), l’administration de MQ-1 chez le rat a permis de vérifier qu’il en était de même 

dans une autre espèce de rongeur. L’injection unique par voie intrapéritonéale (IP) d’une 

gamme de six doses différentes (de 0,001 à 0,3 µmol/kg) a démontré qu’il existait une 

relation entre la dose d’une part et l’augmentation du débit urinaire couplée à la 

diminution de l’osmolalité urinaire d’autre part. Cependant, le protocole expérimental 

présentait des écueils ne permettant pas de vérifier strictement l’absence de modification 

de l’excrétion urinaire. Cette expérience a démontré que les doses égales ou inférieures à 

0,001 µmol/kg de MQ-1 n’entrainaient plus d’effet in vivo mesurable après une injection 

unique, mettant en évidence une efficacité de MQ-1 à des doses faibles provoquant une 

augmentation modérée du volume urinaire (facteur 3 pour la plus faible dose efficace 

testée). Ce critère est particulièrement important pour le développement pharmaceutique 

de la toxine dans le cadre d’un traitement chronique aussi bien en ce qui concerne le coût 

de production de la molécule que pour l’acceptation du médicament par le patient. 

 

Quelle que soit la dose utilisée, l’effet aquarétique atteint un maximum 2 heures 

après injection puis est suivi d’une rapide diminution avec un temps de demi-vie 

biologique variant de 1 à 4 heures en fonction de la dose. Pour la plus forte dose testée (0,3 

µmol/kg), une seconde phase d’élimination plus lente peut être modélisée, estimant un 

temps de demi-vie biologique de 43 heures. Les modèles utilisés ne permettaient pas de 

discriminer la cinétique à une phase de celle à deux phases d’élimination à cause du faible 

nombre de relevés. 

 

L’injection IP de 0,1 et 0,3 µmol/kg de MQ-1 pourra être renouvelée en réalisant 

un plus grand nombre de relevés au-delà de six heures après l’injection. Pour ce faire, il 

conviendra de redéfinir le protocole expérimental afin d’éviter les biais liés à l’utilisation 

des cages métaboliques d’une part, et les fluctuations naturelles du débit urinaire liées au 

cycle métabolique du rat d’autre part. Par ailleurs, un suivi mieux contrôlé de la prise 

alimentaire et de boisson permettra d’établir un bilan entrées-sorties des osmoles 

primordial pour pouvoir conclure avec plus de certitudes sur l’effet aquarétique de MQ-1. 
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L’administration répétée de MQ-1 à 0,003 µmol/kg pendant cinq jours a montré un 

effet aquarétique cumulatif se stabilisant au bout de trois jours et maintenant un débit 

urinaire augmenté d’un facteur 3. Cependant, les données obtenues le dernier jour de 

traitement montraient une importante hétérogénéité interindividuelle. L’administration 

répétée sur une plus longue période permettra de déterminer s’il existe bien un plateau. 

 

Les données de pharmacocinétique sont indispensables pour le développement 

pharmaceutique d’une molécule. Elles évaluent la biodisponibilité, la biodistribution, le 

métabolisme, le temps de demi-vie plasmatique et la voie d’élimination d’une molécule. 

Aucune de ces informations n’est pour l’instant connue à propos de MQ-1. Pour réaliser 

un dosage plasmatique de la toxine, des rats cathétérisés ont reçu une injection unique de 

toxine à 0,3 µmol/kg et des prélèvements sanguins ont été effectués aux temps 0, 1, 2, 3, 4, 

5, 6, 8, 10, 12, 16, 24, 48, 72 et 96 h post-injection. Le dosage par spectrométrie de masse 

est en cours de mise au point par nos collègues de Liège (Docteur Loïc Quinton, 

Laboratoire de Spectrométrie de masse, Université de Liège, Belgique). Une MQ-1 

marquée au carbone 13 et à l’azote 15, générée soit par synthèse chimique soit par 

expression recombinante, servira d’étalon interne. Il sera intéressant de comparer les 

concentrations circulantes de MQ-1 avec son activité pharmacologique. 

 

L’effet cumulatif par injections répétées ainsi que la cinétique d’action biphasique à 

forte dose soulèvent des interrogations concernant la biodistribution de MQ-1. 

L’administration d’une toxine marquée serait un moyen de répondre à ces questions. À 

cette fin, le marquage de MQ-1 par des groupements chélateurs du zirconium 89 ou du 

technétium 99m a été réalisé. Grâce à cet outil, il sera possible d’observer, par des 

techniques d’imagerie de type tomographie par émission de positons ou tomographie par 

émission monophotonique, la distribution de MQ-1 dans les différents compartiments de 

l’organisme de souris vivantes et de savoir si elle s’accumule dans un tissu. Il permettra 

également de rechercher des traces de la toxine dans les urines et fèces afin de connaître sa 

voie d’élimination. 

 

Nos collaborateurs de Montpellier (IGF, Montpellier) ont mené un essai 

thérapeutique sur des rats PCK, qui est un modèle orthologue de polykystose rénale 

autosomique dominante associée à des kystes hépatiques (Lager et al. 2001). Les rats ont 

reçu une injection IP quotidienne de MQ-1 à la dose 0,015 µmol/kg pendant 140 jours. En 

parallèle, un groupe d’animaux a reçu une injection de solution saline. Les résultats sont 

actuellement en cours d’analyse. Ils permettront de déterminer si MQ-1 a un effet 

protecteur sur les reins dans ce modèle murin. L’analyse des échantillons biologiques et 

des organes apportera des réponses quant à une éventuelle toxicité de la toxine. 
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II. Initiation du développement thérapeutique de la 

mambaquarétine-1 

Le caractère antagoniste et sélectif du récepteur de type 2 à la vasopressine (V2R) 

de la mambaquarétine-1 (MQ-1) en fait un excellent candidat thérapeutique pour le 

traitement de la polykystose rénale autosomique dominante (PKRAD), une maladie 

génétique héréditaire affectant une personne sur 1000 dans le monde. Son développement 

pharmaceutique est l’objectif final qui a orienté l’ensemble de ce travail de thèse. Les 

discussions avec divers interlocuteurs industriels ont mis en évidence les points critiques 

qui devront être résolus pour permettre à cette toxine d’atteindre le marché du 

médicament. 

 

La problématique du coût de vente, qui met en balance le coût de fabrication et le 

prix payé par les organismes de santé, a été soulevée. Le coût de fabrication prend en 

compte la posologie, le prix de synthèse de la molécule et son conditionnement. Il est 

difficile d’évaluer ce coût actuellement. Néanmoins, nous pouvons estimer la posologie 

chez l’homme à partir de nos données. Nos expériences pharmacodynamiques ont montré 

qu’une faible dose, 0,003 µmol/kg, était efficace pour provoquer un effet aquarétique 

significatif chez le rat, ce qui correspondrait à 0,2 mg pour une personne de 60 kg par 

extrapolation allométrique13, loin des 40 mg estimés par nos partenaires industriels. Dans 

cette configuration, la production par expression recombinante n’est peut-être plus la plus 

pertinente par rapport à la synthèse chimique, qui permet d’obtenir des lots conformes 

aux bonnes pratiques de fabrication beaucoup moins chers et plus rapidement que par 

expression recombinante. 

 

Un deuxième point sensible concerne l’immunogénicité de MQ-1. Une molécule 

destinée à un traitement chronique doit être la moins immunogène possible. Les premières 

expériences menées sur lymphocytes T4 de donneurs humains et sur sérums de souris 

préalablement immunisées ont montré une faible réponse immunitaire. Cependant, ces 

résultats sont peu prédictifs. La stratégie adoptée est de déimmuniser MQ-1 par ingénierie 

en modifiant les séquences susceptibles d’être impliquées dans la reconnaissance par le 

système immunitaire de l’hôte, déterminées d’après une analyse bioinformatique. Des 

algorithmes ont générés des centaines de séquences déimmunisées qui seront produites par 

expression recombinante (E. coli ou à la surface de levures) pour vérifier leur activité 

pharmacologique. 

 

                                                 
13 L’extrapolation allométrique est une méthode de conversion des doses entre deux 

espèces animales en se basant sur la différence de métabolisme. Ce calcul est une 

estimation et doit être corrigé en fonction des particularités pharmacocinétiques de la 

molécule considérée. Le facteur de conversion du rat vers l’humain est 1/7ème. 
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Enfin, la question de la voie d’administration devra être approfondie. 

Actuellement, il existe un médicament dans l’indication du traitement de la PKRAD qui 

partage le mécanisme d’action de MQ-1 : le tolvaptan (Jinarc®, Otsuka). Il s’agit d’une 

petite molécule chimique qui s’administre par voie orale sous forme de comprimé. Par sa 

nature peptidique, MQ-1 ne peut pas être prise par voie orale car elle est dégradée avant 

d’atteindre la circulation générale. Il conviendra donc de trouver la meilleure forme 

injectable qui sera bien tolérée par le patient et qui permettra d’espacer les prises, par 

exemple avec une injection par semaine. Plusieurs stratégies sont envisagées et en cours 

d’expérimentation : le greffage d’un groupement polyéthylène glycol pour diminuer la 

filtration glomérulaire, l’adsorption sur l’albumine pour augmenter le temps de demi-vie 

plasmatique et l’ajout d’un acide gras pour permettre l’accumulation de la toxine dans un 

tissu adipeux et son relargage progressif dans la circulation. À long terme, le 

développement d’une forme galénique compatible avec la voie orale serait idéal. 

 

Récemment, nous avons trouvé un variant de MQ-1, avec une meilleure affinité, 

qui sera breveté prochainement après optimisation de son immunogénicité. Nous sommes 

en discussion avec deux sociétés pharmaceutiques. D’une part, une industrie 

biotechnologique qui souhaite débuter une activité de développement thérapeutique de 

toxines, d’autre part, une petite industrie pharmaceutique, spécialisée en néphrologie et 

maladies rares, qui s’intéresse à MQ-1 pour le traitement de l’hyponatrémie consécutive 

au syndrome de sécrétion inappropriée d’hormone antidiurétique (SIADH). L’initiation du 

développement pharmaceutique de MQ-1 dans un contexte de SIADH sera plus rapide à 

mettre en place et la preuve de concept pourra être réalisée sur un modèle murin 

d’hyponatrémie. 

 

 

 

III. Découverte d’un groupe de toxines Kunitz 

antagonistes du récepteur de type 2 à la vasopressine 

Le criblage sur V2R du venin des quatre mambas (Dendroaspis angusticeps, 
polylepis, jamesoni et viridis) a révélé l’existence d’un ensemble de neuf toxines 

homologues, nommées mambaquarétines (MQ) à structure Kunitz. Toutes possèdent une 

activité antagoniste sur V2R et se lient avec des affinités variant de 3 à 45 nM. Une étude 

phylogénétique de ce groupe de toxines avec d’autres peptides Kunitz issus de venins de 

serpents a conduit à l’élaboration d’un arbre robuste qui désigne les mambaquarétines 

comme appartenant à une même branche. L’exploration de cet arbre a permis de mettre 

en évidence l’activité antagoniste sur VR2 de deux toxines de cobra, P19859 et Q5ZPJ7, 

aux affinités respectives de 7 et 112 nM. C’est donc une nouvelle famille réunissant onze 

membres porteurs d’une activité originale encore jamais décrite pour le repliement Kunitz 

qui a été mise à jour. Sept d’entre elles ont été administrées par voir IP à des rats. Si les 

MQ-2 à 5 ont un effet aquarétique comparable à celui de MQ-1, les toxines MQ-6, MQ-9 
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et P19859 se sont avérées beaucoup moins efficaces et dans des proportions non corrélées 

à leur capacité à inhiber la production d’AMPc in vitro. Les MQ-7/MQ-8, non séparables, 

et Q5ZPJ7 n’ont pas pu être injectées par manque de produit, ces trois toxines s’étant 

révélées particulièrement difficiles à replier. 

 

Une première perspective sera donc d’optimiser la synthèse et le repliement de ces 

toxines afin de disposer de suffisamment de produit pour pouvoir mener à bien les 

expériences de caractérisation pharmacologique. Par ailleurs, les trois toxines dont 

l’efficacité in vitro et in vivo ne s’accordent pas soulèvent des questions concernant leur 

mode d’action. Les variations dans leurs séquences pourraient être à l’origine d’une prise 

en charge différente par l’organisme. Les outils qui vont être conçus pour le dosage de 

MQ-1 pourront être appliqués aux autres mambaquarétines pour apporter des réponses. 

Enfin, seul l’effet sur la voie de signalisation de l’AMPc a été testé chez les nouvelles 

toxines affines pour V2R. Leur activité sur les autres voies de signalisation -arrestine et 

phosphorylation des ERK devra être vérifiée pour savoir si elles sont des antagonistes 

totaux comme MQ-1 ou des antagonistes biaisés. 

 

 

 

IV. Relations structure-activité de la mambaquarétine-1 

sur le récepteur de type 2 à la vasopressine 

Déterminer les relations structure-activité entre une molécule et sa cible est une 

étape essentielle dans le développement d’un candidat pharmaceutique. La connaissance 

des interactions mises en jeu permet de modifier par ingénierie cette molécule dans 

l’optique d’améliorer certaines de ces caractéristiques et de synthétiser des dérivés aux 

propriétés similaires ou inverses. Notre étude structure-fonction de MQ-1 sur V2R est 

basée sur la combinaison de trois approches complémentaires : l’exploration de la diversité 

structurale naturelle, l’étude de l’affinité de mono-variants synthétiques et la modélisation 

ab initio du complexe MQ-1-V2R. 

 

Il avait déjà été établi que la boucle 1 de MQ-1 était en contact avec V2R mais pas 

sa partie N-terminale (Ciolek et al. 2017). Il en avait été déduit qu’elle utilisait la même 

stratégie de liaison que les protéines Kunitz inhibitrices de protéases à sérine, par 

opposition aux Kunitz bloqueurs de canaux potassiques qui interagissent avec leur cible 

par leur extrémité N-terminale. Nos travaux ont permis de faire ressortir un certain 

nombre de caractéristiques nécessaires pour qu’une toxine se fixe sur V2R. Au niveau de la 

boucle 1, la position 15 ne peut pas être occupée par un résidu chargé positivement, la 

position 17 doit être une Phe et la position 18 doit être un résidu hydrophobe. La position 

16 est en revanche particulièrement permissive, autant sur le volume que sur le niveau 

d’hydrophobicité du résidu qui l’occupe (Gly, Phe). Concernant les résidus chargés 

positivement, ceux qui se trouvent dans les deux extrémités terminales n’interagissent pas 
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avec le récepteur. Les positions 10, 26 et 44 ne sont pas nécessairement chargées 

positivement mais une charge négative à ces emplacements est délétère pour la liaison à 

V2R. Les quatre modèles générés du complexe MQ-1-V2R sont en accord sur l’importance 

de la boucle 1 pour la liaison. Excepté pour l’un des modèles, elle se situerait assez 

profondément entre les TM du récepteur, à proximité de l’emplacement supposé du site 

orthostérique de V2R. En revanche, il subsiste une incertitude sur l’orientation générale 

de la toxine dont la boucle 1 peut être tournée soit vers le TM1 de V2R dans deux 

modèles, soit à l’opposé vers les TM5 et 6 dans les deux autres. Une analyse de proximité 

des paires de résidus toxine-récepteur pour chaque modèle ne permet pas de valider ou 

d’exclure définitivement l’un d’entre eux. Cependant, cette approche est un outil 

extrêmement informatif pour définir les mutants les plus pertinents à générer pour 

obtenir le pharmacophore complet de MQ-1 sur V2R. 

 

Afin de valider totalement une interaction supposée, il conviendra de produire des 

mutants correspondants du récepteur et de réaliser des cycles de double-mutants. Les 

modèles 1 et 2 se différencient principalement par l’interaction ionique entre Lys29 de 

MQ-1 et Glu198 de V2R qui est présente uniquement dans le modèle 1 alors que ces deux 

mêmes résidus sont prédits comme ne faisant pas d’interaction dans le modèle 2. 

L’inversion de charge de chacun de ces résidus permettra de tester les mutants 

correspondants séparément puis ensemble pour déterminer s’il existe réellement une 

interaction. 

 

La connaissance des relations structure-activité de MQ-1 permettra d’envisager 

l’ingénierie moléculaire de la toxine sans altérer son activité, et ce dans deux optiques : i) 

mettre au point un marquage fluorescent ou radioactif de MQ-1 afin d’en faire un outil de 

recherche pertinent et d’approfondir nos connaissances sur son comportement in vivo 
(biodistribution, voie d’élimination), ii) modifier ses caractéristiques pharmacocinétiques 

pour modifier sa voie de dégradation ou d’élimination, augmenter son temps de résidence, 

ou encore la déimmuniser. 

 

Nos collaborateurs de Montpellier travaillent depuis plusieurs années sur la 

cristallisation de V2R. L’une des difficultés principales réside dans l’importante flexibilité 

du récepteur. L’une des solutions envisagées est de cristalliser V2R en complexe avec MQ-

1 pour le stabiliser. La connaissance des interactions fortes entre les deux partenaires 

permettra de définir le complexe le plus stable et donc le plus favorable à la résolution de 

la structure de V2R lié à MQ-1. 
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V. Publications à venir 

Le projet autour de la mambaquarétine-1 (MQ-1) est et sera valorisé par trois 

publications. La première publication, « Green mamba peptide targets type-2 vasopressin 

receptor against polycystic kidney disease », a été publiée dans le journal Proceedings of 
the National Academy of Sciences en juin 2017 (Ciolek et al. 2017). Elle relate la 

découverte de MQ-1 suite au criblage du venin du mamba vert, sa caractérisation 

pharmacologique sur le récepteur de type 2 à la vasopressine (V2R), la résolution de sa 

structure cristallographique et son efficacité à ralentir la formation des kystes dans un 

modèle murin hétérologue de polykystose rénale (Annexe). 

 

Une deuxième publication, intitulée provisoirement « Deciphering the structure-

activity relationship of a novel Kunitz peptide family on vasopressin type 2 receptor », 

dont je serai premier auteur, présentera la découverte de la première famille de toxines 

Kunitz actives sur V2R, grâce au criblage des autres venins de mambas ainsi que 

l’exploration des toxines homologues issues des bases de données. La caractérisation 

pharmacologique in vitro et in vivo de ces toxines sera décrite. L’ensemble des travaux de 

modélisation du complexe MQ-1-V2R sera détaillé et confronté aux résultats 

expérimentaux obtenus à partir des variants naturels et synthétiques de MQ-1. Les 

dernières expériences permettant de valider définitivement l’un des modèles sont en cours 

d’acquisition et nous souhaitons soumettre ce travail dans les quelques mois à venir au 

journal Nature Chemical Biology. 

 

Une troisième publication portant sur la pharmacocinétique et la 

pharmacodynamie de MQ-1 est prévue pour le début de l’année 2018, à laquelle je 

participerai en tant que premier auteur. Toutes nos expériences in vivo étant réalisées 

chez le rat, nous caractériserons l’affinité et l’activité pharmacologique de MQ-1 sur le 

V2R du rat. Les résultats de pharmacodynamie de MQ-1 issus des travaux de cette thèse 

seront présentés. L’expérience d’injections quotidiennes d’une faible dose de MQ-1 sera 

réitérée et optimisée afin de consolider les résultats déjà acquis et de connaître les effets de 

la toxine suite à une administration répétée. Nous avons réalisé des prélèvements sanguins 

chez le rat suite à une injection intrapéritonéale de MQ-1 à 0,3 µmol/kg. Grâce à la mise 

au point d’une technique de dosage par spectrométrie de masse en cours de finalisation, 

nous serons en mesure de décrire la pharmacocinétique de la toxine. Enfin, les outils de 

marquage développés nous permettront de réaliser l’imagerie de la biodistribution de MQ-

1 sur animaux vivants par technique de tomographie par émission de positons ou par 

émission monophotonique. 



 

MATÉRIEL ET 

MÉTHODES 
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I. Production des toxines et variants 

 Fractionnement des venins 

Le fractionnement du venin consiste en une succession de chromatographies 

liquides afin de séparer les toxines et ainsi obtenir des fractions de plus en plus pures, 

jusqu’à ce que chaque fraction ne contienne qu’une seule toxine d’intérêt. Le même 

protocole a été appliqué à chacun des trois venins de mambas. 

 

La première étape est une chromatographie en phase liquide sur colonne 

échangeuse d’ions. Un gramme de venin en solution dans un solvant A est injecté sur une 

colonne Akta 100 purifier, 2,6 x 36,5 cm, volume de la colonne (CV) de 200 ml (Pfizer, 

Québec, Canada) chargée avec une résine cationique Source 15S fonctionnalisée par des 

ions SO3- (GE Healthcare). Le solvant A est composé d’HCl 1,25 mM, d’acétonitrile (ACN) 

10 % et d’acide formique 20 mM pour maintenir le pH à 3. Le solvant B est composé de 

NaCl 1 mM, d’ACN 10 % et d’acide formique 10 mM, pH = 3. Le gradient d’élution retenu 

pour avoir une bonne séparation des pics est de 1 à 2 %/CV selon les venins, au débit de 20 

ml/min. Un spectromètre ultraviolet (UV) en sortie de colonne permet de suivre l’élution 

des composés par mesure de la densité optique à 280 nm. Chaque fraction est recueillie 

séparément (Figure 54-a). 

 

La deuxième étape du fractionnement est réalisée par chromatographie liquide à 

haute performance (HPLC) en phase inverse (Waters 600). Les fractions « mères » sont 

injectées sur une colonne préparative ou semi-préparative C18 Sunfire, 30 x 250 mm ou 10 

x 250 cm respectivement (Vydac, Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France). La 

fraction est chargée sur la colonne dans un solvant A composé d’H2O et d’acide 

trifluoroacétique (TFA) 0,1 %. Les sous-fractions sont éluées par un solvant B, formé 

d’ACN et de TFA 0,1 %, selon un gradient variant de 10 à 50 % en 80 min puis de 50 à 100 

% en 25 min, au débit de 20 ou 5 ml/min selon le type de colonne utilisée. Les fractions 

« filles » sont détectées en sortie de colonne par mesure de la densité optique (DO) à 280 

nm par un détecteur UV (Figure 54-b). 

 

Chaque fraction recueillie est lyophilisée (lyophilisateur Christ Alpha 2-4 LD Plus), 

remise en suspension dans H2O et dosée par mesure de son absorbance à 280 nm en 

spectromètre UV. 
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Figure 54 – Exemple du fractionnement du venin de Dendroaspis viridis. a) Fractionnement d’un 

gramme de venin sur résine échangeuse d’ions. Chaque fraction « mère », identifiée par une lettre 

majuscule, est recueillie séparément. Le gradient de solvant B (NaCl) au cours du temps est 

représenté par le tracé orange. b) Fractionnement de la fraction K par HPLC en phase inverse. Les 

fractions « filles », annoté par un chiffre, sont recueillies séparément pour être criblées sur V2R. Le 

gradient de solvant B (ACN) au cours du temps est représenté par le tracé bleu. 

 Synthèse des peptides 

Toutes les toxines et variants ont été produits par synthèse chimique en phase 

solide selon un protocole développé au laboratoire décrit dans Blanchet et al. 2013. La 
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synthèse s’effectue par couplage covalent des acides aminés depuis l’extrémité C-terminale 

vers l’extrémité N-terminale. La fonction amine des acides aminés est protégée par un 

groupement Fmoc (Fluorénylméthyloxycarbonyle) et la chaine latérale est protégée par 

un groupement stable en milieu basique et labile en milieu acide. 

 

La synthèse des peptides intègre des pseudo-prolines. Ce sont des dipeptides 

artificiels qui minimisent les phénomènes d’agrégation durant la synthèse peptidique en 

phase solide par rigidification de la chaine principale. À la fois, elles servent de 

groupement protecteur temporaire et elles favorisent la solvatation et le rendement de 

couplage. Au moment de la déprotection, les deux résidus initiaux retrouvent leur 

structure classique. Deux sortes de pseudo-prolines ont été utilisées pour la synthèse des 

toxines et variants : les oxazolidines à sérine ou à thréonine, qui comportent une structure 

cyclique de type proline. Elles étaient le plus souvent disposées ainsi dans la séquence (ici 

exemple de MQ-1, pseudo-prolines représentées en rouge) : 

 

RPSFCNLPVKPGPCNGFFSAFYYSQKTNKCHSFTYGGCKGNANRFSTIEKCRRTCVG 

 

Les peptides ont été synthétisés sur un synthétiseur Prelude® (Protein 

Technologies) à partir d’une résine HMPB ChemMatrix ou Fmoc-X-WANG 

(Novabiochem) fonctionnalisée avec le dernier acide aminé de la séquence à synthétiser. 

Les différentes étapes de la synthèse sont la déprotection de la fonction amine du dernier 

acide aminé ajouté à la chaine peptidique en cours de synthèse, l’activation du résidu 

suivant et son couplage au résidu précédemment déprotégé et la déprotection des chaines 

latérales et le clivage de sa résine une fois la synthèse terminée. Chaque étape de couplage 

est répétée plusieurs fois afin d’assurer un rendement de synthèse maximal (Figure 55). En 

effet, un minimum de 98 % de rendement est nécessaire à chaque couplage pour obtenir 

un rendement final total de 34 %. 

 

 
 

Figure 55 – Schéma de la synthèse chimique d’un peptide en phase solide. 
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Une fois le peptide synthétisé, il est clivé de la résine par un mélange 

TFA/anisole/thioanisole/triisopropylsilane dans H2O pendant 2 h et précipité par l’éther 

froid. Enfin, le peptide est mis en solution dans de l’acide acétique 10 % et lyophilisé. 

 Purification et repliement des peptides 

Suite à sa synthèse, le peptide est purifié par HPLC et sa masse est contrôlée. Il est 

oxydé afin d’obtenir sa conformation active. Le produit de repliement est purifié par 

HPLC, et après nouveau contrôle de sa masse, la formation des ponts disulfure est vérifiée 

par dichroïsme circulaire. Le produit final est quantifié par dosage UV. 

1) Conditions HPLC et contrôles 

Pour toutes les purifications, la fraction peptidique à purifier est en solution dans le 

solvant A composé par H2O et TFA 0,1 % et la colonne est éluée par le solvant B composé 

par ACN et TFA 0,1 %. Le diamètre de la colonne est adapté en fonction de la quantité de 

produit à purifier. Dans tous les cas, il s’agit de colonne X-Bridge C18 (Waters). L’élution 

est réalisée par un gradient variant de 10 à 50 % de solvant B en 40 min, excepté lors de la 

purification finale, pour laquelle le gradient s’étend sur 80 min. L’élution des fractions 

d’intérêt est détectée par mesure de la DO à 280 nm par un détecteur UV et elles sont 

recueillies en sortie de colonne. 

 

Le contrôle de la masse est fait par spectromètre de masse sur une colonne 

analytique X-Bridge C18 (Waters). 

 

Le dosage final des peptides est réalisé par mesure spectrométrique de l’absorbance 

à 280 nm en utilisant la loi de Beer-Lambert : 

 

𝐶 =
𝐴

𝑙 × 𝜀
 

 

avec C la concentration de l’échantillon en mol/l, l la longueur du trajet optique 

correspondant à l’épaisseur de la cuve en cm et ɛ le coefficient d’extinction molaire à 280 

nm en l/mol/cm. 

2) Oxydation des cystéines 

Les cystéines possèdent un groupement thiol qui a la capacité de s’oxyder pour 

former un pont disulfure en s’associant à un autre groupement thiol. La réaction nécessite 

la présence d’un couple oxydo-réducteur en solution dans un milieu dégazé tamponné et 

éventuellement complété par un additif aidant la réaction. La réaction se déroule à 

température ambiante pendant 24 h. 
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La composition du milieu d’oxydation est ajustée pour chaque peptide afin 

d’obtenir le meilleur rendement de repliement. Le tampon à 100 mM est soit de l’HEPES à 

pH = 7,5, soit du Tris-HCl à pH = 8. Les couples oxydo-réducteurs utilisés sont 

cystéines/cystine en proportion 1/0,1 ou glutathion réduit/glutathion oxydé en proportion 

1/1. Enfin, si nécessaire, les additifs peuvent être de la guanidine 0,5 M ou du glycérol 20 

%. 

3) Dichroïsme circulaire 

Le dichroïsme circulaire (CD) est une technique spectroscopique permettant 

d’étudier les structures secondaires et tertiaires des peptides. Elle se base sur la différence 

d’absorption et de réfraction entre deux ondes polarisées circulairement droite et gauche, 

de même amplitude (Figure 56-a). Ces deux ondes sont émises par un faisceau 

monochromatique rectiligne de direction connue. Lorsqu’elles rencontrent un objet 

chiral14, elles sont absorbées et réfractées différemment et leur résultante forme une onde 

elliptique (Figure 56-b) (Niezborala 2008). La mesure de l’angle formé par le grand axe et 

le petit axe de la nouvelle polarisation elliptique, noté , donne l’ellipticité, différente 

pour chaque longueur d’onde (Figure 56-c). Le spectre CD résulte de l’ensemble des 

structures secondaires et tertiaires qui composent un peptide : hélices , feuillets  et 

ponts disulfure. 

 

 
Figure 56 – Schéma de principe du dichroïsme circulaire. a) Décomposition de l’onde incidente 

polarisée rectilignement en deux ondes E circulaires droite et gauche de même amplitude. b) Les 

ondes circulaires droite et gauche sont déphasées et absorbées différemment en traversant 

l’échantillon et se recomposent à la sortie pour former une polarisation elliptique. c) La direction 

du grand axe de cette polarisation elliptique est située à un angle  de l’axe x défini par la 

polarisation incidente, c’est l’angle de rotation optique. L’ellipticité de cette polarisation est 

donnée par l’angle . 

 

                                                 
14 Un objet est dit chiral lorsqu’il n’est pas superposable à son image dans un miroir. 

C’est le cas des acides aminés qui ont un carbone asymétrique (tous sauf la glycine). 
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Les spectres de CD ont été obtenus sur un JASCO J-815 CD Spectometer. Le 

peptide était en solution à 10 µM dans H2O et placé dans une cuve de quartz de 1 mm de 

trajet optique. La mesure était répétée 3 fois à 20°C et effectuée entre 190 et 250 nm. Les 

données étaient enregistrées en ellipticité par le logiciel Spectra Manager™ II (JASCO) et 

les spectres tracés à l’aide du logiciel KaleidaGraph version 4.01 (Synergy software). 

 

L’ellipticité a été normalisée entre 0 et 1 par la formule suivante : 

 
𝐸𝑙𝑙𝑖𝑝𝑡𝑖𝑐𝑖𝑡é 𝑛𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙𝑖𝑠é𝑒 = (𝑥 − 𝑋𝑚𝑖𝑛)/(𝑋𝑚𝑎𝑥 − 𝑋𝑚𝑖𝑛) 

 

où 𝑥 est la valeur à normaliser, 𝑋𝑚𝑖𝑛 la valeur d’ellipticité minimale et 𝑋𝑚𝑎𝑥 la valeur 

d’ellipticité maximale, à 190 nm. 

 

 

 

II. Tests pharmacologiques 

 Culture cellulaire 

1) Conditions de cultures cellulaires 

Tous les produits utilisés pour la culture cellulaire ont été fournis par 

ThermoFisher. 

 

Les cellules utilisées pour les tests pharmacologiques sont des cellules ovariennes 

de hamster chinois immortalisées (CHO) transfectées stablement avec le récepteur 

d’intérêt V2R. Un clone différent a été utilisé en fonction du type de test à réaliser, se 

différenciant par le taux d’expression du récepteur : les tests de liaison ont été réalisés avec 

un clone surexprimant très fortement le récepteur et les tests de fonction avec un clone 

exprimant modérément le récepteur. Tous ces clones nous ont été fournis par nos 

collaborateurs de l’IGF à Montpellier. 

 

Les cellules sont cultivées en boite de pétri ou en flasque dans un milieu Eagle 

modifié de Dulbecco (DMEM) complémenté par 10 % de sérum de veau fœtal, 100 

unités/ml de pénicilline, 100 µg/ml de streptomycine, 2 mM de L-glutamine, 0,25 µg/ml 

d’amphotéricine B et 0,1 mM d’acides aminés non essentiels, à 37°C et sous atmosphère 

humide à 5 % de CO2. 

 

L’entretien des cellules se fait par repiquage toutes les 48 à 72 h en fonction du taux 

de confluence des cellules. Après aspiration du milieu, les cellules sont décollées par une 

solution de Versène (acide éthylène diamine tétra-acétique (EDTA) à 5 mM dans un 
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tampon phosphate salin (PBS) 1X à pH = 7,5) ou de trypsine puis récupérées pour être 

centrifugées 5 min à 1500 rpm. Après retrait du surnageant, le culot cellulaire est remis en 

suspension dans un volume adapté de milieu frais et les cellules remises en culture. 

 

Pour les tests de fonction, les cellules sont ensemencées à raison de 5000 cellules 

par puits la veille de l’expérience dans des plaques 96 puits noire à fond plat opaque dans 

100 µl de milieu DMEM complémenté. 

2) Production de membranes 

Les tests de compétition ont été réalisés sur des membranes de cellules CHO 

transfectées stablement et surexprimant le récepteur d’intérêt. 

 

Toutes les étapes se déroulent au maximum dans la glace. Après récupération des 

cellules par décollement et centrifugation, le culot cellulaire est remis en suspension dans 

une solution dans un tampon de composition HEPES 10 mM, EDTA 1 mM et MgCl2 5 

mM, pH = 7,2. Les cellules sont cassées mécaniquement par un broyeur de tissus Potter-

Elvhjem puis centrifugées 15 min à 2000 rpm et 4°C. Le surnageant est récupéré et l’étape 

de broyage-centrifugation est répétée sur le culot cellulaire restant. Le nouveau 

surnageant obtenu est ajouté au précédent. Les surnageants sont centrifugés 30 min à 

20000 rpm et à 4°C. Le culot cellulaire obtenu est remis en suspension dans un faible 

volume de tampon. La préparation de membranes obtenue est répartie dans des tubes, 

congelée dans l’azote liquide et conservée à -80°C jusqu’à utilisation. 

 

La concentration protéique totale des préparations de membrane est mesurée par la 

méthode de Bradford (Bio-rad protein assay) en utilisant l’albumine sérique bovine (BSA) 

(Sigma) à 1 mg/ml comme standard dans le dosage. 

 Test de liaison 

1) Notions théoriques sur la liaison ligand-récepteur 

La liaison d’un ligand sur son récepteur est définie par l’équation suivante : 

 
𝑅 + 𝐿 ⇄  𝑅𝐿 

 

avec R pour récepteur, L pour ligand et RL pour le complexe ligand-récepteur. 

 

Le complexe s’associe et se dissocie à des vitesses différentes. L’état d’équilibre se 

définit lorsque la vitesse d’association est égale à la vitesse de dissociation. On peut alors 

déterminer la constante de dissociation du complexe à l’équilibre, Kd, selon la formule 

suivante : 
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𝐾𝑑  =  
[𝑅] × [𝐿]

[𝑅𝐿]
 

 

avec Kd, [R], [L] et [RL] exprimés en mol/l. 

2) Mode opératoire général des tests de liaison 

Tous les tests de liaison ont été réalisés dans des plaques 96 puits à fond rond. La 

réaction se passe dans un volume total de 100 µl, à température ambiante et en solution 

dans un tampon de liaison de composition HEPES 50 mM, MgCl2 5 mM, CaCl2 1 mM et 

BSA 0,1 %. Le radioligand utilisé est la vasopressine tritiée (3H-AVP) à une concentration 

proche de son Kd pour ce récepteur (1 nM). La préparation de membranes est utilisée à la 

concentration optimale, déterminée pour chaque lot par un test de liaison spécifique 

(décrit dans le paragraphe suivant). Lorsqu’il est nécessaire de déterminer la liaison non 

spécifique, un compétiteur non marqué est ajouté en large excès par rapport à son Kd. Le 

tolvaptan a été utilisé à 1 µM. L’incubation des différents réactifs dure au moins deux 

heures. À la fin de l’incubation, une étape de filtration sur une plaque filtre GF/C permet 

de séparer le radioligand fixé sur les récepteurs du radioligand libre. La plaque filtre a été 

préalablement saturée par polyéthylènimine à 0,5 % ou BSA 0,2 % afin de limiter la 

fixation de radioligand libre sur le filtre, appelé blank filter (BF). Après séchage des filtres, 

25 µl de microscintillant (Microscint 0) sont ajoutés par puits. Le scintillant absorbe les 

rayonnements - émis par le radioligand et émet un signal lumineux lors de sa relaxation. 

Cette lumière est détectée par les photomultiplicateurs d’un compteur  (TopCount, 

Perkin Elmer). Les résultats sont exprimés en coups par minute (CPM) et peuvent être 

convertis en désintégrations par minute (DPM) en tenant compte du rendement de 

comptage de l’appareil, qui est de 0,33. La concentration molaire de radioligand par puits 

est ensuite calculée par la formule suivante :  

 

[𝐶] =  

𝐷𝑃𝑀
2,2. 10−12⁄

𝐴𝑆
⁄

𝑣
 

 

où 2,2.10-12 correspond au facteur de conversion des DPM en Ci, AS correspond à l’activité 

spécifique du radioligand en Ci/mmol, v est le volume de réaction en ml et [C] est 

exprimée en mol/l. 

3) Optimisation du test de liaison 

Afin de déterminer les meilleures conditions d’utilisation de chaque nouvelle 

préparation de membranes, la liaison de la 3H-AVP est testée sur plusieurs concentrations 

en duplicata (Figure 57). L’objectif est de déterminer une quantité de membranes qui 

permet à la fois que la liaison spécifique (BS) du radioligand soit supérieure à 90 % et que 
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sa liaison totale (BT) soit inférieure à 10 % de la totalité de la radioactivité proposée par 

puits (condition de déplétion minimale). 

 

 
Figure 57 – Caractérisation d’un lot de préparation membranes. Schéma de principe. Courbes de 

liaison totale (BT), de liaison spécifique (BS) et de liaison non spécifique (NS). BF : blank filter, 

correpondant au bruit de fond. 

 

La liaison spécifique est calculée selon la formule suivante : 

 
𝐵𝑆 = 𝐵𝑇 − 𝑁𝑆 

 

où NS représente la quantité de radioligand liée de façon non-spécifique. 

 

Le pourcentage de déplétion correspond à la formule suivante : 

 

𝐷é𝑝𝑙é𝑡𝑖𝑜𝑛 =  
𝐵𝑇 − 𝐵𝐹

𝑑𝑝𝑚 𝑝𝑟𝑜𝑝𝑜𝑠é
 × 100 

 

où BF représente la quantité de radioligand fixée sur les filtres. 

4) Tests de compétition 

a) Criblage des fractions de venin 

Chaque fraction obtenue suite à la deuxième purification par HPLC est testée une 

seule fois. Au mélange de préparation de membranes et de 3H-AVP, 5 µl d’une fraction ou 

d’un mélange de fractions de venin sont ajoutés. Toutes les fractions qui inhibent plus de 

50 % de la liaison spécifique sont soumises à un test de compétition sur une gamme de 

concentrations sur 6 logs de 10 afin de confirmer leur activité et d’estimer leur Ki comme 

décrit dans le paragraphe suivant. 
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b) Détermination du Ki des toxines et des variants 

Les peptides en solution dans du tampon de liaison sont testées sur une gamme de 

concentrations de 10 pM à 10 µM selon le mode opératoire décrit précédemment. Les 

résultats sont présentés en pourcentage de la liaison spécifique en présence du peptide 

testé (B) par rapport à la liaison spécifique en absence du peptide testé (B0), calculé selon la 

formule suivante : 

 

%𝐵/𝐵0 =  
(𝐵 − 𝑁𝑆)

(𝐵0 − 𝑁𝑆)
 × 100 

 

Les courbes de compétition sont tracées à l’aide du logiciel KaleidaGraph version 

4.01 (Synergy software) en utilisant l’équation suivante : 

 

%𝐵/𝐵0 = 𝑚𝑖𝑛 + 
(𝑚𝑎𝑥 − 𝑚𝑖𝑛)

1 + (
[𝑡𝑜𝑥𝑖𝑛𝑒]

𝐼𝐶50
⁄ )𝑝𝑒𝑛𝑡𝑒

 

 

où min correspond à la liaison spécifique du radioligand aux fortes concentrations du 

peptide testé et max correspond à la liaison spécifique du radioligand en l’absence du 

peptide testé. 

 

Ainsi, l’IC50, qui correspond à la concentration de toxine déplaçant 50 % de la 

liaison spécifique du radioligand, peut être estimée. En utilisant le modèle de Cheng et 

Prusoff (Cheng & Prusoff 1973), il est possible d’en déduire la constante d’inhibition (Ki) 

de la toxine, lorsque l’expérience a été réalisée dans les conditions d’équilibre. Cette 

constante a pour avantage de s’affranchir des conditions expérimentales et permet de 

comparer plusieurs expériences indépendantes. Elle se calcule selon l’équation suivante : 

 

𝐾𝑖 =
𝐼𝐶50

1 + (
[𝐿∗]

𝐾𝑑
⁄ )

 

 

où L* correspond au radioligand, Ki, IC50, [L*] et Kd sont exprimés en mol/l. 

 Test de fonction 

1) Théorie du transfert d’énergie 

Le transfert d’énergie par résonnance de Förster (FRET) est une technique basée 

sur le transfert d’énergie entre deux fluorophores, dits donneur et accepteur. Ce couple de 

fluorophores est constitué de telle sorte que la longueur d’onde d’émission du donneur 

corresponde à la longueur d’onde d’excitation de l’accepteur. Elle permet d’étudier 

l’interaction entre deux molécules qui sont chacune couplée avec un des fluorophores du 
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couple (Figure 58-a). Ainsi, lorsque les deux molécules sont à proximité et que le donneur 

est excité, sa fluorescence émise va à son tour exciter l’accepteur et il sera possible de 

détecter la fluorescence de ce dernier (Figure 58-b). Un système FRET est défini par le 

rayon de Förster R0 qui correspond à la distance pour laquelle l’efficacité du transfert est 

de 50 %. 

 

 
Figure 58 – Schéma de FRET. a) Lorsque les deux partenaires sont éloignés, seule la fluorescence 

émise par le donneur est détectée. b) Lorsque les deux partenaires sont suffisamment proches, la 

fluorescence émise par le donneur excite l’accepteur et la fluorescence des deux molécules peut 

être enregistrée. Schéma modifié d’après Cisbio. 

 

La technologie de fluorescence homogène résolue en temps (HTRF®) développée 

par Cisbio permet de s’affranchir d’un bruit de fond qui peut gêner la mesure et qui est 

aléatoire selon les molécules et le milieu utilisé. Il s’agit d’une mesure dite résolue en 

temps, c’est-à-dire que l’enregistrement de la fluorescence est retardé de quelques 

µsecondes (50 à 150 µsec environ) après l’excitation du donneur de façon à ce que les 

courtes émissions non spécifiques soient éteintes au moment de la mesure (Figure 59). Les 

fluorophores HTRF® ont la particularité d’avoir une fluorescence prolongée, ce qui 

favorise une mesure spécifique et totale. 
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Figure 59 – Décroissance de la fluorescence dans le temps. Suite à l’excitation du donneur (energy 

pulse), l’enregistrement de l’émission de fluorescence (measurement window) du donneur seul 

(gris) et de l’accepteur (rouge) est retardé de quelques µsecondes (time delay), le temps que la 

fluorescence non spécifique (milieu, protéines...) (violet) et de l’accepteur seul (jaune) soit éteinte. 

Schéma d’après Cisbio. 

2) Principe du test de fonction AMPc Cisbio 

La quantification de l’AMPc par le kit Cisbio (cAMP – GS dynamic kit), repose sur 

un test de compétition. La première étape de stimulation consiste en l’incubation d’une 

quantité fixe d’agoniste naturel, ici l’AVP, avec plus ou moins d’antagoniste supposé sur 

des cellules exprimant le récepteur d’intérêt. Suit l’étape de compétition. Les cellules sont 

lysées afin de stopper la réaction et de libérer dans le milieu l’AMPc qu’elles ont produit. 

Alors, un mélange d’AMPc marqué avec le fluorophore accepteur et d’anticorps anti-

AMPc marqué avec le fluorophore donneur est ajouté au milieu. L’AMPc produit et 

l’AMPc marqué entrent en compétition pour la liaison à l’anticorps. La fluorescence 

mesurée dans les puits de réaction est proportionnelle au phénomène de FRET créé par la 

liaison entre l’anticorps anti-AMPc et l’AMPc marqué. Par conséquent, le signal mesuré 

est inversement proportionnel à la quantité d’AMPc produit par les cellules au cours de la 

réaction avec les ligands (Figure 60). 

 

 
Figure 60 – Principe de la quantification de l’AMPc produit par les cellules par compétition de 

liaison à l’anticorps anti-AMPc. L’AMPc produit par la cellule au cours de la réaction est en 

compétition avec l’AMPc marqué au D2 (accepteur) pour la liaison à l’anticorps anti-AMPc 

marqué par un cryptate (donneur). La liaison de l’anticorps à l’AMPc produit ne donne pas lieu à 

un signal. Le ratio HTRF est inversement proportionnel à la quantité d’AMPc produite par les 

cellules. Schéma modifié d’après Cisbio. 
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3) Courbe dose-réponse de la vasopressine 

Vingt-quatre heures après incubation des cellules CHO-hV2R dans des plaques 96 

puits à raison de 5000 cellules par puits dans un milieu DMEM complémenté, le milieu est 

retiré. Cinquante microlitres des différentes concentrations d’AVP sont déposées dans les 

puits en solution dans un milieu DMEM, BSA 0,5 % et Ro 20-1724 0,1 mM. Le Ro 20-1724 

est un inhibiteur des phosphodiestérases 4 qui dégradent l’AMPc. Ainsi, l’AMPc produit 

au cours de la réaction sera accumulé dans les cellules. L’étape de stimulation des cellules 

dure 30 minutes à 37°C. Elle est stoppée par ajout de 50 µl du couple donneur-accepteur 

en solution dans un tampon de lyse. L’étape de compétition se fait pendant 1 h dans le 

noir et à température ambiante. Le signal de FRET est mesuré au spectromètre RUBYstar 

(BMG Labtech) selon la formule suivante : 

 

𝑅𝑎𝑡𝑖𝑜 =  
𝑠𝑖𝑔𝑛𝑎𝑙 665 𝑛𝑚

𝑠𝑖𝑔𝑛𝑎𝑙 620 𝑛𝑚
× 104 

 

où le signal à 665 nm correspond à l’émission de l’accepteur et le signal à 620 nm 

correspond à l’émission du donneur. 

 

Grâce à la gamme étalon d’AMPc, le ratio est converti en concentration d’AMPc. 

Afin d’estimer l’EC50, c’est-à-dire la concentration d’agoniste permettant 50 % de la 

réponse totale, une courbe dose-réponse a été tracée à l’aide du logiciel Kaleidagraph 

version 4.01 (Synergy software) en utilisant l’équation de Hill : 

 

[𝐴𝑀𝑃𝑐] = 𝑚𝑖𝑛 +
𝑚𝑎𝑥 − 𝑚𝑖𝑛

1 + 10log(𝐸𝐶50)−[𝐴𝑉𝑃]
 

 

où min correspond à la production basale d’AMPc en absence d’AVP et max correspond à 

la production maximale d’AMPc sous effet de l’AVP. 

4) Inhibition de la production d’AMPc 

Le protocole expérimental est identique à celui de la dose-réponse d’AVP. Les 

différentes concentrations de molécules compétitrices à tester sont incubées sans le milieu 

DMEM, BSA, Ro 20-1724 en mélange avec une concentration fixe d’AVP correspondant à 

son EC80. 

 

Afin d’estimer les IC50, c’est-à-dire la concentration de toxine capable d’inhiber 50 

% de la production d’AMPc en présence d’agoniste, les courbes de compétition ont été 

tracées à l’aide du logiciel Kaleidagraph version 4.01 (Synergy software) en utilisant 

l’équation suivante : 
 

[𝐴𝑀𝑃𝑐] = 𝑚𝑖𝑛 +
𝑚𝑎𝑥 − 𝑚𝑖𝑛

1 + 10[𝑡𝑜𝑥𝑖𝑛𝑒]−log(𝐼𝐶50)
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où min correspond à la production d’AMPc aux fortes concentrations d’antagoniste et max 

correspond à la production maximale d’AMPc en réponse à l’AVP à l’EC80 et en l’absence 

de toxine. 

 

Contrairement aux tests de liaison, les tests de fonction n’ont pas été réalisés dans 

les conditions d’équilibre. Il n’est donc pas possible d’appliquer le modèle de Cheng et 

Prusoff pour convertir l’IC50 en Ki. Cependant, il s’agit avant tout d’une analyse 

comparative entre l’effet antagoniste des toxines par rapport à celui de MQ-1. Toutes les 

toxines ont systématiquement été testées en parallèle et MQ-1 utilisée comme contrôle 

interne dans chaque plaque, ce qui permet une analyse qualitative. Par ailleurs, bien que 

les expériences soient indépendantes, la robustesse du test était suffisamment élevée pour 

autoriser le calcul de moyennes. 

 Test d’immuno-absorption enzymatique ELISA 

Le test ELISA indirect repose sur le principe de détection d’un anticorps primaire 

suite à la liaison d’un anticorps secondaire. 

 

Afin de détecter des anticorps anti-MQ-1 dans le sérum de souris, les puits d’une 

plaque 96 puits MAXISORP sont tapissés par incubation pendant 1 h à 37°C d’une solution 

de MQ-1 à 1 µg/ml dans du PBS 1X, ou du PBS 1X seul pour les puits contrôles. Après 

élimination de la solution, les puits sont saturés pendant 1 h 30 à température ambiante 

par un mélange de BSA 0,3 % et thimérosal 0,003 % (conservateur) dans du PBS 1X. Les 

puits sont lavés par un mélange PBS 1X-Tween20 0,05 %. Le sérum, dilué à différentes 

concentrations dans un tampon de dilution (Tween20 0,05 %, BSA 0,2 % et PBS 1X), est 

incubé sur la nuit à 4°C. Les puits sont à nouveau lavés. Un anticorps secondaire anti-

immunoglobuline G de souris couplé à une enzyme péroxydase de raifort est ensuite 

incubé dilué au 1/5000ème dans le tampon de dilution (Anti-mouse IgG-Peroxidase 

antibody produced in goat, Sigma). L’anticorps secondaire est lavé puis révélé par addition 

de 3, 3', 5, 5'-tétraméthylbenzidine (Sigma), le substrat chromogène de la peroxydase, sous 

agitation pendant 10 min à température ambiante et à l’abri de la lumière. La réaction est 

arrêtée par ajout de H2SO4 à 1M. La fluorescence est détectée par un fluorimètre 

VICTOR™ 2D (Perkin-Elmer) à 450 nm. Une DO inférieure à 0,5 est considérée comme 

non spécifique. 

 

 

 

III. In vivo 

Toutes les expérimentations in vivo conduites au cours de cette thèse ont reçu 

l’avis favorable du comité d’éthique sous le numéro de projet 15_014. 
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 Conditions d’hébergement des animaux 

Les animaux sont fournis par Janvier Labs. Ils sont accueillis et hébergés à 

l’animalerie du CEA Saclay (numéro d’agrément : D 91 272 106) au moins une semaine 

avant le début d’une expérience pour qu’ils s’habituent à l’environnement. 

 

Les rats sont des Sprague-Dawley mâles. Ils sont répartis par groupe de trois dans 

chaque cage. 

 

Les souris sont des mâles issus de trois souches consanguines : BALB/c, C57BL/6 et 

CBA/J. Elles sont placées par groupe de quatre dans chaque cage (en fonction de la 

souche). 

 

Les animaux ont libre accès à la nourriture et à la boisson. Ils sont nourris par des 

granulés LASQCdiet® Rod16, HiHyg (LASvendi). L’eau de boisson provient du robinet. 

 Préparation et administration des toxines 

1) Chez les rats 

La voie d’administration intrapéritonéale (IP) consiste en une injection de 1 ml de 

la toxine à la concentration souhaitée en solution dans une solution de NaCl à 0,9 % filtrée 

stérilement. L’injection se fait dans le cadran inférieur droit de l’abdomen pendant que 

l’animal est maintenu manuellement par l’opérateur. 

 

La voie orale correspond à l’administration par gavage de 1 ml de MQ-1 en solution 

dans de l’eau de boisson à l’aide d’une sonde gastro-intestinale adaptée à la taille de 

l’animal, qui est maintenu manuellement par l’opérateur. 

2) Chez les souris 

MQ-1 est administrée par voie sous-cutanée sur animaux endormis à l’isoflurane. 

Dix microgrammes de MQ-1 sont préparées en solution dans 100 µl de PBS 1X. L’adjuvant 

utilisé est l’alum, mélangé en proportion 1/1. Les injections ont lieux à l’arrière du dos, en 

changeant d’emplacement à chaque nouvelle immunisation. 
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 Suivi des animaux 

1) Bien-être des animaux au cours des expériences 

Afin de s’assurer du bon état de santé des animaux, ils sont pesés tous les jours. Une 

perte de poids supérieure à 10 % en 24 h est considérée comme un point d’arrêt de l’étude. 

 

Les quantités de nourriture et de boisson ingérées sont mesurées quotidiennement 

au cours d’une étude afin de vérifier que l’animal a un comportent alimentaire normal. 

 

Les animaux sont observés quotidiennement afin de s’assurer qu’ils ont un 

comportement individuel (activité physique, toilettage) et social (interaction avec le 

groupe) normal. 

2) Évaluation de l’effet des toxines chez les rats 

Afin de recueillir les urines, les rats sont placés individuellement dans des cages 

métaboliques Tecniplast de taille adaptée à l’animal. Un filtre est placé à l’entrée des tubes 

de collecte des urines afin d’éviter la présence de nourriture ou de fèces dans les urines. 

 

Le débit urinaire est calculé à partir de la formule suivante : 

 

𝐷é𝑏𝑖𝑡 𝑢𝑟𝑖𝑛𝑎𝑖𝑟𝑒 =  
𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑢𝑟𝑖𝑛𝑎𝑖𝑟𝑒

∆𝑡𝑒𝑚𝑝𝑠 ×  𝑝𝑜𝑖𝑑𝑠
 

 

avec le volume urinaire exprimé en ml, le temps en heure et le poids des animaux en kg. 

 

Le volume urinaire est estimé à partir de la pesée des tubes collecteurs d’urine, en 

considérant que 1 g d’urine = 1 ml d’urine. 

 

L’osmolalité urinaire correspond à la quantité d’osmoles de solutés contribuant à la 

pression osmotique d’un solvant, rapporté au poids en kg du solvant. Elle est mesurée 

directement en mOsm/kg H2O par un micro-osmomètre automatique type 13 Roebling. Si 

besoin, l’échantillon est dilué au demi ou au quart dans H2O. 

 

L’osmolalité urinaire moyenne sur la journée d’un animal, lorsqu’il y a eu plusieurs 

relevés d’urines correspond à la moyenne pondérée par le volume urinaire correspondant. 

 

L’excrétion d’osmoles dans les urines est estimée par la formule suivante : 

 

𝐸𝑥𝑐𝑟é𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑜𝑠𝑚𝑜𝑙𝑎𝑖𝑟𝑒 =
𝑜𝑠𝑚𝑜𝑙𝑎𝑙𝑖𝑡é 𝑢𝑟𝑖𝑛𝑎𝑖𝑟𝑒 × 𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑢𝑟𝑖𝑛𝑎𝑖𝑟𝑒

∆𝑡𝑒𝑚𝑝𝑠 ×  𝑝𝑜𝑖𝑑𝑠
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avec l’osmolalité urinaire exprimée en mOsm/kg H2O, le volume urinaire en l, le temps en 

h et le poids des animaux en kg. 

 

La modélisation de la diminution du débit urinaire (DU) en fonction de la dose de 

MQ-1 a été réalisé avec une équation de décroissance exponentielle à une pente (1) ou à 

deux pentes (2) selon les formules suivantes : 

 

(1) 𝐷𝑈 = 𝐷𝑈𝑏𝑎𝑠𝑎𝑙 + (𝐷𝑈𝑚𝑎𝑥 − 𝐷𝑈𝑏𝑎𝑠𝑎𝑙) × 𝑒(−𝑘×𝑡𝑒𝑚𝑝𝑠) 
 

(2) 𝐷𝑈 = 𝐷𝑈𝑏𝑎𝑠𝑎𝑙 + 𝛼 × 𝑒(−𝑘𝑟𝑎𝑝𝑖𝑑𝑒×𝑡𝑒𝑚𝑝𝑠) + 𝛽 × 𝑒(−𝑘𝑙𝑒𝑛𝑡×𝑡𝑒𝑚𝑝𝑠)  
 

𝛼 = (𝐷𝑈𝑚𝑎𝑥 − 𝐷𝑈𝑏𝑎𝑠𝑎𝑙) × 𝑃 𝑝ℎ𝑎𝑠𝑒 𝑟𝑎𝑝𝑖𝑑𝑒 
𝛽 = (𝐷𝑈𝑚𝑎𝑥 − 𝐷𝑈𝑏𝑎𝑠𝑎𝑙) × 𝑃 𝑝ℎ𝑎𝑠𝑒 𝑙𝑒𝑛𝑡𝑒 

 

où le DUbasal est fixé à 1,56 ml/h/kg (d’après le groupe placebo), k (1) représente la 

constante de décroissance de l’effet en h-1, krapide (2) est la constante de décroissance 

rapide de l’effet en h-1, klent (2) est la constante de décroissance lente de l’effet en h-1, le 

temps est exprimé en h et P est la proportion de chaque phase avec P phase rapide = 1 - P 

phase lente. 

 

Le temps de demi-vie biologique (t1/2), exprimé en h, est estimé selon la formule 

suivante : 

 

𝑡1/2 =
ln 2

𝑘
 

 

Les représentations graphiques ont été réalisées à l’aide des logiciels Kaleidagraph 

version 4.01 (Synergy software) et GraphPad Prism® version 5.00 (GraphPad software). 

3) Prélèvements sanguins chez les souris 

Quinze jours après la troisième immunisation par MQ-1, les souris sont endormies 

par anesthésie générale terminale au pentobarbital et la totalité du sang est prélevé par 

ponction intracardiaque. 

 

Le sang est collecté dans un tube non hépariné et coagule à température ambiante 

pendant 30 min. Il est ensuite centrifugé 10 min à 10000 rpm à 4°C et le sérum 

(surnageant) est collecté dans un tube propre à 4°C. Le sérum est aliquoté et conservé à -

80°C. 
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IV. Analyse statistique 

Le calcul de l’erreur standard sur la moyenne (SEM) correspond à la formule 

suivante : 

 

𝑆𝐸𝑀 =  
𝜎

√𝑛
 

 

avec  l’écart-type et n le nombre de sujets dans l’échantillon ≥ 3. 

 

Les analyses statistiques ont été menées sur des petits échantillons qui ne 

vérifiaient pas la loi normale. Nous avons donc utilisé des tests statistiques non 

paramétriques. 

 

Afin de comparer une mesure continue entre plusieurs groupes, le test de Kruskal-

Wallis a été utilisé. L'hypothèse nulle de ce test est H0 « toutes les médianes sont égales » 

et l'hypothèse alternative est Ha « il existe au moins un groupe pour lequel la médiane 

diffère des autres groupes ». Le risque de première espèce a été fixé à  = 0,05. Si 

l'hypothèse nulle est rejetée, le test post-hoc de Dunnett est effectué afin de comparer 

chacun des groupes à un groupe de référence. Sur les représentations graphiques, la 

significativité d’un test est annotée de la façon suivante : * pour p = ]0,05 ; 0,01] ; ** pour p 

= ]0,01 ; 0,001] et *** pour p < 0,001. 

 

Toutes les analyses statistiques ont été réalisées à l’aide du logiciel Kaleidagraph 

version 4.01 (Synergy software). 
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Résumé : La mambaquarétine-1 (MQ-1), une 

toxine du mamba vert, est le tout premier 

peptide Kunitz à bloquer sélectivement 

l’activité du récepteur de type 2 à la 

vasopressine (V2R). Celui-ci contrôle la 

concentration finale des urines dans le rein. 

Impliqué dans plusieurs pathologies, son 

inhibition est actuellement considérée comme la 

meilleure stratégie thérapeutique dans le 

traitement de la polykystose rénale, une maladie 

génétique héréditaire. L’étude 

pharmacodynamique de MQ-1 sur des rats sains 

a confirmé son activité in vivo qui se traduit par 

un effet aquarétique dépendant de la dose. 

L’effet maximum est atteint 2 heures après 

injection intrapéritonéale et disparait avec un 

temps de demi-vie biologique variant de 1 à 4 

heures selon la dose. L’administration 

quotidienne d’une faible dose a montré une 

accumulation de l’effet les trois premiers jours, 

avant un plateau, suggérant une activité 

résiduelle au-delà de 24 heures. Le criblage des 

trois autres venins de mambas ainsi qu’une 

analyse comparée des séquences peptidiques les 

plus proches dans les bases de données ont 

révélé l’existence d’un groupe phylogénétique 

de onze toxines Kunitz antagonistes de V2R. 

Une approche innovante, combinant tests de 

liaison de variants de MQ-1 et modélisation du 

complexe MQ-1-V2R, a permis de décrypter 

une partie du pharmacophore de la toxine. Les 

deux partenaires partagent une importante 

complémentarité ionique impliquant plusieurs 

boucles extracellulaires du récepteur, et une 

région hydrophobe de MQ-1 interagit au cœur 

de V2R à proximité de son site orthostérique 

supposé. Enfin, une première collaboration avec 

une industrie pharmaceutique a mis en évidence 

les points critiques à approfondir pour aboutir 

au développement thérapeutique de MQ-1. 
 

 

Title: First vasopressin type 2 receptor antagonist Kunitz toxins: pharmacodynamic study and 

structure-activity relationships 

Keywords: animal toxin, therapeutic peptide, molecular pharmacology, pharmacodynamics 

Abstract: Mambaquaretin-1 (MQ-1), a green 

mamba toxin, is the very first Kunitz peptide to 

selectively hinder the vasopressin type 2 

receptor (V2R) activation. This receptor 

controls the final concentration of urine in 

kidneys. Involved in a number of pathologies, 

its inhibition is currently considered as the best 

therapeutic strategy in the treatment of 

polycystic kidney disease, a hereditary genetic 

disease. Pharmacodynamic study of MQ-1 

carried out on healthy rats confirmed its in vivo 

activity which consists in inducing a dose-

dependent aquaretic effect. Maximum effect is 

reached 2 hours after an intraperitoneal 

injection and disappears in a biological half-life 

ranging from 1 to 4 hours according to the 

dose. The daily injection of small quantities 

pointed to a cumulative effect over the first 

three days, leading to a plateau, which suggests 

a residual activity exceeding 24 hours. The 

screening of the three other mamba venoms 

along with a comparative analysis of the closest 

peptide sequences reported in databases 

revealed the existence of a phylogenetic group 

of eleven V2R antagonist Kunitz toxins. An 

innovative approach combining binding assays 

on MQ-1 variants and the modelling of the 

MQ-1-V2R complex has led to a partial 

deciphering of the pharmacophore of the toxin. 

The two partners share a significant ionic 

complementarity involving a number of 

extracellular loops of the receptor, and a 

hydrophobic region of MQ-1 interacts within 

V2R in the vicinity of its supposed orthosteric 

site. Lastly, a collaboration initiated with a 

pharmaceutical company brought out the need 

for the closer scrutiny of some crucial points to 

succeed in a therapeutic development of MQ-1. 
 

 


