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ACTH  Hormone corticotrope (Adreno CorticoTrohic Hormone) 
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BLA  Amygdale basolatérale (Basolateral Amygdala) 
BNST  Noyau du lit de la stria terminalis (Bed Nucleus of the Stria Terminalis) 
BPTI Inhibiteur pancréatique bovin de la trypsine (Bovine Pancreatic Trypsin 

Inhibitor) 
BRET Transfert d’énergie par résonnance de bioluminescence (Bioluminescence 
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Regulated Transcript) 
Cav  Canaux calciques dépendant du potentiel 
CC  Cystine 
CCK  Cholécystokinine 
CCK-AR Récepteur A à CCK (CCK-A receptor) 
CGRP  Peptide relié au gène de la calcitonine (Calcitonin-Gene Related Peptide) 
CEA  Commissariat à l’Énergie Atomique et aux Énergies Alternatives 
CHO  Cellules d’ovaires de hamster (Chinese Hamster Ovary cells) 
CLIP  Corticotropin-like Intermediate Peptide 
CSαβ  Cysteine-stabilized-α-helix and β-sheet 
D1R  Récepteur D1 à la dopamine  
DA  Dopamine  
DAG  Diacylglycérol 
DC  Dichroïsme circulaire 
DCM  Dichlorométhane 
DEA  Dépenses énergétiques adaptatives 
DER  Dépenses énergétiques au repos 
DET  Dépenses énergétiques totales 
DIA  Dépenses énergétiques induites par l’activité physique 
DMV  Noyau dorso-médian du nerf vague 
dpm  Désintégrations par minute 
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ECL  Boucle extracellulaire (Extracellular Loop) 
EC50 Concentration d’agoniste nécessaire pour obtenir 50 % de la réponse 

maximale  
ERK  Kinase régulée par un signal extracellulaire (Extracellular Signalling Kinase) 
FDA  Food and Drug Administration  
Fmoc  Fluorénylméthoxycarbonyle 
FRET Transfert d’énergie par résonnance de Förster (Förster Resonance Energy 

Transfer) 
GABA  Acide γ-aminobutyrique 
GDP  Guanosine 5’-diphosphate 
GEF  Facteur d’échange nucléotidique (Guanine-nucleotide-Exchange Factor) 
GHSR  Récepteur à la ghréline (Growth hormone secretagogue receptor) 
GSSG  Disulfure de glutathion 
GLP-1  Gucagon-like peptide 1 
Glu  Glucose 
Glut  Glutamate 
GlutR  Récepteur au glutamate 
GN   Ganglion inférieur du nerf vague 
GRK  Kinase spécifique des RCPGs (G-protein-coupled Receptor Kinase) 
GTP  Guanosine 5’-triphosphate 
HCTU O-(1H-6-Chlorobenzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium 

hexafluorophosphate  
HEK  Cellules de rein d’embryon humain (Human Embryonic kidney) 
HTRF Fluorescence résolue en temps homogène (Homogeneous Time Resolved 

Fluorescence) 
HTS  Criblage à haut débit (High Throughput Screening) 
ICK  Inhibitor Cystine Knot 
ICL  Boucle intracellulaire (Intracellular Loop) 
icv  Injection intracérébroventriculaire 
IC50  Concentration de ligand inhibant 50 % de la liaison du traceur 
IMC  Indice de masse corporelle 
IML  Noyau intermédiolatéral de la moelle épinière 
InsCtx  Cortex insulaire 
IP  Intrapéritonéal  
IP3  Inositol TRISphosphate 
RI  Récepteur à l’insuline 
JNK3   c-Jun N-terminal kinases 3  
Kir  Canal potassique rectifiant entrant (Potassium Inward Rectifier channel) 
kon  Constante cinétique d’association 
koff  Constante cinétique de dissociation 
Kp  Constante de protection 
KTT  Toxines du type Kunitz 
KTx  Toxine de scorpion active sur les canaux potassiques 
λ-KTx  Famille de toxines ICK de scorpion actives sur les canaux potassiques 
Kv  Canaux potassiques dépendant du potentiel 
LH  Hypothalamus latéral (Lateral Hypothalamus) 
LHb  Habenula latéral (Lateral Habenula) 
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LPBN  Noyau parabrachial latéral (Lateral Parabracial Nucleus) 
mAChR Récepteur muscarinique à l’acétylcholine 
MAP  Mitogen-Activated Protein  
MC4R  Sous-type 4 des récepteurs aux mélanocortines (Melanocortin-4 receptor) 
MCR  Récepteur aux mélanocortines (Melanocortin receptor)   
MCH  Hormone concentrant la mélanine (Melanin Concentrating Hormone) 
MCHR  Récepteur à MCH (Melanin Concentrating Hormone Receptor) 
ME  Moelle épinière 
MRAP Protéine accessoire des récepteurs aux mélanocortines (Melanocortin 

Receptor Accessory Protein) 
MSH  Hormone mélanotrope (Melanocyte-stimulating hormone) 
NAc   Noyau accumbens. 
nAChR  Récepteur nicotinique à l’acétylcholine 
NaSpTx Toxines d’araignées actives sur les canaux sodiques dépendant du potentiel 
Nav  Canal sodique dépendant du potentiel 
NDP-α-MSH [NLe4,D-Phe7]α-MSH  
NER  Réparation par excision de nucléotides (Nuclotide Excision Repair) 
NMP  N-méthylpyrrolidone 
NPY  Neuropeptide Y 
NPY2R  Récepteur 2 des récepteurs au neuropeptide 2   
NTS  Noyau du tractus solitaire 
OB-R  Récepteur à la leptine 
OMS  Organisation Mondiale de la Santé 
Orx  Orexine 
OxR  Récepteur à l’orexine 
OXT  Ocytocine 
pI  Point isoélectrique 
PIP2  Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 
PKA  Protéine kinase A 
PKC  Protéine kinase C 
PLA2  Phospholipase A2 
PLC  Phospholipase C 
POMC  Pro-opiomélanocortine 
POR  Cortex postrhinal (Postrhinal cortex) 
PTM  Modification post-traductionnelle (Post-Translational Modification) 
PVN  Noyau paraventriculaire (Paraventricular nucleus) 
PVT  Thalamus paraventriculaire (Paraventricular thalamus) 
PYY  Peptide YY 
RCPG  Récepteur couplé aux protéines G 
RGS Molécules régulatrices de la signalisation des protéines G (Regulator of G-

protein signaling) 
SAR  Relation stucture-activité (Structure-Activity Relationship)  
seq  séquence 
Sim1  Facteur de transcription Single-minded 1  
SNC  Système nerveux central 
SNP  Système nerveux périphérique 
SPA  Test de scintillation de proximité (Scintillation Proximity Assay) 
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SPPS  Synthèse peptidique en phase solide (Solid-Phase Peptide Synthesis) 
3FT  Toxine à trois doigts (Three-Finger Toxin) 
t1/2  Temps de demi-vie 
TFA  Acide trifluoroactéique (Trifluoroacetic acid) 
TM  Transmembranaire 
TRPV1 Récepteur 1 vanilloïde à potentiel transitoire (Transient Receptor Potential 

Vanilloide 1 
UV Unltraviolet 
Vgat Transporteur vésiculaire du GABA 
Vglut2 Type 2 du transporteur vésiculaire du glutamate (Vglut2) 
VMH  Noyau ventomédial de l’hypothalamus 
VPL  Noyau ventral postéro-latéral du thalamus (Ventral Posterolateral Thalamus) 
VPM   Noyau ventral postéro-médial du thalamus (Ventral Posteromedial Thalamus) 
VTA  Aire tegmentale ventrale (Ventral Tegmental Area) 
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INTRODUCTION 
 

“It is not the strongest of the species that survives, not the most intelligent that survives. It is 
the one that is the most adaptable to change” ― Charles Darwin 

 

Contexte  
D’après Darwin, la survie d’une espèce dépend de la capacité des individus à 

s’adapter aux changements de son environnement. Que ce soit une bactérie ou une espèce 
plus complexe comme l’Homme, cette adaptation passe universellement par trouver une 
source d’énergie suffisante pour couvrir les dépenses énergétiques nécessaires à la vie de 
l’organisme. Ces dépenses sont liées bien sûr aux fonctions physiologiques de base mais 
également à des besoins supplémentaires coûteux comme la recherche de nourriture, la 
fuite des prédateurs et la reproduction. Le maintien de la balance entre ces dépenses et les 
apports énergétiques est un moteur important de l’évolution des espèces. Un 
dysfonctionnement chez un individu des systèmes de l’homéostasie énergétique lui confère 
directement un désavantage vis-à-vis des autres individus. Avec le développement des 
sociétés occidentales, l’espèce humaine est désormais confrontée à deux problèmes d’ordre 
alimentaire : d’un côté, une épidémie mondiale d’obésité liée à une disponibilité calorique 
excédentaire et de l’autre, des états de dénutrition soit liés aux pressions socioculturelles 
comme l’anorexie nerveuse soit à la recrudescence du nombre de cancers avec la cachexie 
cancéreuse. La cachexie cancéreuse est définie comme un syndrome métabolique complexe 
associé à la tumeur et aux traitements anti-cancéreux et caractérisé par une perte de la 
masse musculaire avec ou sans perte de masse graisseuse. Elle contribue ainsi fortement à 
l’augmentation de la morbidité et de la mortalité des patients cancéreux (Braun and Marks, 
2010). Mieux comprendre les différents systèmes impliqués dans l’homéostasie énergétique 
est ainsi nécessaire pour pouvoir cibler et développer de nouveaux médicaments contre les 
troubles de l’homéostasie énergétique.  
 Le maintien de cette homéostasie implique la détection au niveau périphérique (tissu 
adipeux blanc, estomac, intestin) de signaux hormonaux ou mécaniques. Ces informations 
seront ensuite traitées par différentes régions du cerveau permettant l’initiation des 
sensations de faim ou de satiété. Chaque région présente des systèmes de régulation 
complexes influant sur l’activité des autres régions. Par exemple, le système limbique joue 
un rôle clé dans le caractère hédonique de la prise alimentaire et influe sur l’activité d’une 
autre région majeure, l’hypothalamus. 

L’hypothalamus, situé au niveau du système nerveux central, présente différents 
noyaux dont les plus importants dans l’homéostasie énergétique sont le noyau arqué (ARC) 
et le noyau paraventriculaire (PVN). Ce derniet est le principal site d’expression du sous-type 
4 des récepteurs aux mélanocortines (MC4R), un récepteur couplé aux protéines G (RCPG). 
Des mutations perte de fonction du MC4R entrainent une hyperphagie aboutissant à une 
obésité morbide. C’est la première cause d’obésité monogénique chez l’Homme et 
représente jusqu’à 6% des cas d’obésité précoce ou sévère (https://www.orpha.net). 
L’activité du récepteur est finement régulée à la fois par des agonistes et des antagonistes 
endogènes. Les agonistes, les mélanocortines, partagent tous le même pharmacophore 
HFRW responsable de l’effet anorexigène. L’Agouti-related peptide (AgRP) diminue l’activité 
du MC4R et a ainsi un effet orexigène. Des molécules développées à partir des ligands 

https://www.orpha.net/
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endogènes pourraient donc être des candidats médicaments dans le traitement de l’obésité 
génétique avec des agonistes ou des états de dénutrition avec des antagonistes. 

Les premiers efforts des industries pharmaceutiques se sont portés sur la découverte 
de nouveaux agonistes, le marché lié à l’obésité étant sans doute plus prometteur que celui 
de la cachexie ou de l’anorexie. Cela a ainsi permis de développer de nouveaux agonistes de 
nature peptidique ou des petites molécules plus sélectifs que le ligand endogène de départ. 
Néanmoins, une seule molécule, le Setmélanotide®, est actuellement en développement 
clinique pour des pathologies associées à l’obésité comme la déficience en récepteurs de la 
principale hormone de la satiété, la leptine. Du côté des antagonistes, les travaux se 
concentrent essentiellement sur l’ingénierie de l’AgRP pour accroitre son efficacité et sa 
sélectivité. Néanmoins, aucune molécule antagoniste du MC4R n’est pour l’instant en phase 
clinique. 

Les résultats des travaux sur les ligands endogènes se sont ainsi avérés décevants. 
L’inconvénient de ne travailler que sur les ligands endogènes est la pauvreté structurale des 
outils développés. Il est donc nécessaire de découvrir de nouvelles structures actives sur les 
récepteurs aux mélanocortines (MCRs) afin de trouver de nouvelles stratégies de modulation 
du MC4R. Une solution est d’explorer une source connue pour sa diversité structurale et son 
potentiel thérapeutique, à savoir les venins.  

Néanmoins, l’essentiel de la biodiversité venimeuse est représenté par les 
Arthropodes terrestres, des organismes de seulement quelques centimètres. Or, les 
méthodes classiques d’étude par bioguidage1 requièrent de grandes quantités de venins, 
chose très difficile à obtenir de petites espèces dont la glande venimeuse fait seulement 
quelques millimètres. L’exploration de cette ressource naturelle est donc extrêment 
complexe et incomplète. C’est dans ce contexte qu’a été mené de 2011 à 2015 un grand 
projet européen, le projet Venomics, coordonné par Nicolas Gilles du Commissariat à 
l’Énergie Atomique et aux Énergies Alternatives (CEA). L’objectif était de construire la 
première banque de toxines animales synthétiques retranscrivant au mieux la diversité 
moléculaire des venins. Cette banque devait pouvoir être facilement criblée sur des cibles 
thérapeutiques. Pour cela, des méthodes omiques ont permis de séquencer les toxines 
produites par près de 200 espèce venimeuses. Ensuite, l’utilisation de stratégies de 
production optimisées a abouti à la production de la banque Venomics. Cette dernière a 
enfin été criblée sur différents récepteurs couplés aux protéines G impliqués dans diverses 
pathologies sans traitement actuel efficace. L’une de ces cibles était le sous-type 4 des 
récepteurs aux mélanocortines. C’est dans ce contexte que je suis arrivé dans le laboratoire 
« Toxines, récepteurs et canaux ioniques » du CEA de Saclay d’abord en tant que stagiaire 
ingénieur puis en tant que doctorant.  

 

Objectifs et démarche 
 Le premier objectif du projet de thèse était d’analyser d’un point de vue statistique 
les différentes données générées par le projet Venomics en vue d’une future publication.  

Le deuxième, purement moléculaire, visait en la caractérisation pharmacologique des 
premières toxines animales actives sur les récepteurs aux mélanocortines. Pour cela, la 
première étape est de sélectionner parmi les hits issus du criblage primaire, les toxines à 
étudier principalement sur la base de leur originalité structurale. Une fois la sélection faite, 

                                                 
1 La stratégie de bioguidage consiste en des cycles de fractionnement et de test sur une cible moléculaire des 
différentes fractions générées jusqu’à la purification finale de la molécule responsable de l’activité observée. 
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les toxines doivent être caractérisées d’un point de vue pharmacologique avec l’étude de 
leur affinité, leur fonction et leur sélectivité.  
 Enfin, le dernier objectif était à plus long terme avec une visée thérapeutique via 
l’obtention d’un potentiel lead dans le traitement des troubles de la prise alimentaire. Afin 
de maximiser ses chances de poursuite dans le processus de développement thérapeutique, 
le lead doit être affin et sélectif de sa cible moléculaire mais aussi facile à produire. L’idée est 
ainsi de partir du meilleur hit issu du criblage, c’est-à-dire celui présentant la meilleure 
affinité pour hMC4R. Afin de convertir cette molécule en potentiel lead, le premier travail a 
d’abord consisté en l’amélioration de la production du peptide. Les toxines étant des 
peptides riches en ponts disulfure, leur production peut s’avérer complexe. Ainsi, dans un 
premier temps, l’importance de ces ponts dans l’activité de la toxine sur les récepteurs MCRs 
est étudiée. Une fois, la production optimisée, la seconde tache est d’étudier de façon 
approfondie la liaison de la forme simplifiée sur hMC4R. Pour cela, des études de relation 
structure-activité (SAR) du peptide sur le récepteur sont menées. Il s’agit principalement 
d’observer l’effet d’une variation de la séquence en acides aminés sur l’affinité du peptide. 
Ces informations permettent de dégager des régions pouvant être modifiées sans altérer la 
liaison du peptide sur hMC4R. Pour étudier les paramètres cinétiques du peptide, le type de 
modification à faire est son marquage radioactif et/ou fluorescent. Ces stratégies de 
marquage présentant chacune des avantages et des inconvénients, elles sont toutes les deux 
explorées dans mon projet de thèse. Enfin, il est important d’identifier l’application 
thérapeutique potentielle de la molécule (obésité ou cachexie cancéreuse). La fonction du 
peptide sur différentes voies de signalisation du MC4R est donc étudiée in vitro. S’il s’agit 
d’un agoniste, le peptide ciblera l’obésité. Dans le cas d’un antagoniste, l’application sera la 
cachexie cancéreuse.  
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1.  Récepteurs couplés aux protéines G  
 

Les RCPGs sont retrouvés dans presque tous les organismes Eucaryotes. Chez les 
mammifères, ils forment l’une des plus grandes et des plus diversifiées familles de 
récepteurs (Fredriksson, 2005). Jusqu’à présent, plus de 800 gènes codant pour des RCPGs 
(~400 récepteurs olfactifs) ont été identifiés dans le génome humain (Hanlon and Andrew, 
2015). Ils permettent à la cellule de détecter et de répondre à un stimulus extracellulaire par 
la liaison d’un ligand activateur, l’agoniste. La nature chimique de ce dernier est 
extrêmement variée : peptide, protéine, petite molécule, ion, photon, lipide (Hauser et al., 
2017). La transduction du signal se fait ensuite par une cascade de signalisations par 
l’intermédiaire ou non d’une protéine G hétérotrimérique. Régulant ainsi des processus 
physiologiques très variés, ces récepteurs sont impliqués dans de nombreuses maladies 
cardiovasculaires, métaboliques, neurodégénératives, psychiatriques, infectieuses et 
cancéreuses (Duc et al., 2015). Pour cette raison, ils font l’objet d’une attention particulière 
de la part des industries pharmaceutiques. En 2017, 475 médicaments, soit 34% de ceux 
approuvés par la Food and Drug Administration (FDA), ciblent 108 RCPGs non olfactifs. En 
outre, 321 autres molécules sont en phase clinique dont 20% ciblent de nouveaux RCPGs 
(Hauser et al., 2017). Malgré ces avancées, certains récepteurs restent sans ligand exogène 
disponible sans compter la centaine de RCPG orphelins c’est-à-dire pour lesquels aucun 
ligand endogène n’est connu (Jacobson, 2015). 

 

1.1 Structure générale 
 

Un RCPG possède typiquement 7 hélices α transmembranaires (TM1 à TM7) 
composées de 25 à 35 résidus avec une extrémité N-terminale extracellulaire et une 
extrémité C-terminale cytoplasmique (Figure 1) (Nikiforovich et al., 2007). L’extrémité C-
terminale peut être palmitoylée après la courte hélice 8 à la sortie du TM7. Cette PTM est un 
ancrage lipidique dans la membrane à l’origine d’une quatrième boucle intracellulaire ICL4 
(Palczewski et al., 2000). Les 7 TMs sont reliées par 3 boucles extracellulaires (ECL1, ECL2, 
ECL3) et 3 boucles intracellulaires (ICL1, ICL2, ICL3). ECL1 ou la fin extracellulaire de TM3 et 
ECL2 présentent chacune une cystéine pouvant former un pont disulfure entre les deux 
boucles.  

 
Plusieurs classifications des RCPGs existent, la longueur des extrémités N-terminale 

et C-terminale constituant un critère majeur. La plus utilisée est le système A, B, C, D, E et F 
(Attwood and Findlay, 1994). Ce système couvre l’ensemble des RCPGs des vertébrés et des 
invertébrés. Néanmoins, certaines classes n’existent pas chez l’Homme, à l’exemple de la 
classe D incluant des récepteurs aux phéromones d’insectes et de levures. Un autre système 
basé sur une analyse phylogénétique n’intégrant que les RCPGs trouvés dans le génome 
humain a été proposée en 2003 : classification GRAFS pour Glutamate (G, 15 membres), 
Rhodopsin (R, 701), Adhésion (A,24), Frizzled (F,24), Sécrétine (S,15) (Fredriksson et al., 
2003). C’est cette dernière qui sera utilisée dans cette partie. Une correspondance avec le 
système A-F sera également faite. 
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Figure 1. Structure schématique générale d’un 
récepteur couplé aux protéines G (RCPG) en 3D 
(A) et en 2D (B). Le récepteur possède 7 hélices α 
transmembranaires (TM) reliées par trois boucles 
extracellulaires (ECL) et trois boucles 
intracellulaires (ICL). ECL1 ou la fin extracellulaire 
de TM3 et ECL2 sont reliées par un pont 
disulfure. L’extrémité amino-terminale est 
extracellulaire tandis que l’extrémité carboxy-
terminale est cytoplasmique. Un ancrage 
lipidique de cette dernière peut être observé et 
former une quatrième boucle intracellulaire ICL4. 
 

1.2 Classification GRAFS 
 

- Récepteurs Glutamate (classe C) 
Cette famille regroupe notamment des récepteurs métabotropiques au glutamate et 

des récepteurs GABA, un récepteur sensible au calcium et des récepteurs du goût. Le ligand 
des récepteurs métabotropiques, le glutamate, se fixe au niveau d’un domaine de 280 à 580 
résidus de l’extrémité N-terminale. Cette extrémité formerait deux lobes séparés par une 
cavité dans laquelle se fixerait le glutamate. La fixation de ce dernier entrainerait alors la 
fermeture des lobes autour du ligand comme une plante carnivore d’où le nom en anglais de 
« Venus fly trap » (Hanlon and Andrew, 2015). La dimérisation du récepteur est également 
un élément clé pour son activation (Pin et al., 2003). 

 
- Récepteurs Rhodopsine (classe A) 

C’est la plus grande famille de RCPGs. Hormis quelques exceptions, tous les membres 
de cette famille partagent certaines caractéristiques : motif NSxxNPxxY du TM7 et motif 
E/DRY à la limite entre TM3 et ICL2. Le ligand se fixe généralement au niveau des TMs mais 
la liaison peut également se faire au niveau de l’extrémité N-terminale comme c’est le cas 
pour les récepteurs aux glycoprotéines (LH, FSH, TSH et LG) (Fredriksson et al., 2003).  

 
Les récepteurs Rhodopsines sont subdivisées en 4 groupes : 

o Groupe α  
Le groupe α rassemble des récepteurs aux prostaglandines, aux amines, aux opsines, 

à la mélatonine et les récepteurs MECA. Les récepteurs aux amines sont les plus représentés 
avec notamment les récepteurs à la sérotonine, à la dopamine, à l’histidine et aux 
adrénalines. Les récepteurs aux opsines sont connus pour répondre uniquement à un 
stimulus lumineux. Enfin, les récepteurs MECA comportent les récepteurs aux 
mélanocortines (MCRs), les RCPGs de la différenciation endothéliale, les récepteurs aux 
cannabinoïdes et les récepteurs à l’adénosine. Ces récepteurs lient des ligands aux structures 
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très différentes : par exemple des peptides pour les MCRs ou des lipides pour les RCPGs de la 
différenciation endothéliale.  

o Groupe β  
Tous les ligands connus de ce groupe sont de nature peptidique. Il regroupe 

notamment les récepteurs à la cholécystokinine (CCK) et au neuropeptide Y (NPY). 
o Groupe γ  

Sont présents dans ce groupe d’une part, les récepteurs à la somatostatine et ceux 
aux opioïdes, les récepteurs à l’hormone concentrant la mélanine (MCH) ainsi que les 
récepteurs aux chimiokines et les récepteurs à l’angiotensine ATR1 et ATR2. 

o Groupe δ 
  Ce groupe comporte quatre sous-groupes : les récepteurs MAS liant l’angiotensin 1-7, 
les récepteurs aux glycoprotéines, les récepteurs aux purines, et les récepteurs olfactifs 
estimés à 460. Le ligand peut ainsi être de différente nature (glycoprotéique ou 
nucléotidique par exemples ou être une molécule volatile en ce concerne les récepteurs 
olfactifs). La majorité des récepteurs olfactifs sont orphelins. 
 

- Récepteurs Adhésion (classe B) 
Les récepteurs de cette famille contiennent souvent les domaines cadherine ou 

intégrine avec une extrémité N-terminale plus longue que la famille Sécrétine. Les ligands 
reconnus sont notamment des composants de la matrice extracellulaire comme le collagène 
(Luo et al., 2011).  
 

- Récepteurs Frizzled/Taste2 (classe F) 
Certaines caractéristiques sont propres à cette famille : motif IFL au niveau de TM2, 

motif SFLL au niveau de TM5 et SxKTL au niveau de TM7 (Fredriksson et al., 2003). Les 
récepteurs Frizzled jouent un rôle majeur dans le développement embryonnaire en 
contrôlant par exemple la prolifération et la différenciation cellulaire ainsi que l’apoptose via 
la reconnaissance de la glycoprotéine Wnt (Fredriksson et al., 2003; Wang et al., 2006). Ils 
sont au nombre de 10 chez l’Homme. Les récepteurs Taste2 ont quant à eux la particularité 
d’avoir une extrémité N-terminale trop courte pour lier un ligand. À ce jour, ils restent 
majoritairement orphelins. Ils jouent cependant un rôle dans la perception du goût. 

 
- Récepteurs Sécrétine (classe B) 

Le domaine N-terminal extracellulaire plus grand que dans la famille Rhodopsine est 
crucial pour la reconnaissance et la liaison des ligands. Ces derniers sont typiquement des 
peptides et des hormones comme la sécrétine, le glucagon, la calcitonine ou encore 
l’hormone parathyroïde.  

 

1.3 Cycle d’activation et désensibilisation 
 

L’activation du récepteur par son agoniste endogène passe par différentes étapes au 
cours desquelles les changements conformationnels successifs permettent la transduction 
du signal perçu par la cellule (Figure 2). Afin de décrire les positions importantes dans ce 
processus, la nomenclature de Ballesteros et Weinstein sera utilisée (Ballesteros and 
Weinstein, 1995). Selon celle-ci, deux numéros sont attribués à un résidu. Le premier 
correspond au TM auquel il appartient. Le second correspond à la position du résidu par 
rapport au résidu le plus conservé auquel on attribue le numéro 50.  
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Figure 2. Cycle d’activation et de désensibilisation d’un RCPG. La liaison d’un agoniste L sur 
le récepteur entraine l’activation de celui-ci via des changements conformationnels 
impliquant les domaines transmembranaires. La protéine G formée de ses trois sous-unités 
est alors recrutée. Ce recrutement induit l’échange de GDP en GTP au niveau de la sous-
unité Gα et la dissociation de l’hétérotrimère. Les différentes sous-unités peuvent activer 
différents effecteurs E et par ce biais la production de second messager à l’origine de 
différentes cascades de signalisation. La désensibilisation du récepteur passe par la 
phosphorylation de résidus Ser et Thr en parallèle de la réassiociation de l’hétérotrimère via 
l’hydrolyse de GTP en GDP au niveau de Gα. La phosphorylation du récepteur permet son 
internalisation par endocytose via un manteau de clathrine. Suivant le motif de 
phosphorylation, différentes conformations de β-arrestine (βArr) peuvent se fixer 
déterminant le devenir du récepteur, à savoir son recyclage à la membrane ou son 
ubiquitination et sa dégradation. GEF : Facteur d’échange nucléotidique (Guanine-
nucleotide-Exchange Factor). (Adapté de Hanlon and Andrew, 2015) 

 
- Etat inactivé  

Avant la liaison d’un agoniste, le récepteur est stabilisé à l’état inactivé par 
différentes interactions. Dans la famille Rhodopsine, le résidu basique Arg3.50 du motif 
hautement conservé E/DRY forme un pont salin avec le résidu acide Asp ou Glu3.49. En outre, 
le pont disulfure formé entre une cystéine d’ECL2 et Cys3.25 au-dessus du TM3 participe 
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également à la stabilité de l’ensemble. 
 

- Liaison de l’agoniste 
L’agoniste endogène d’un récepteur se lie au niveau d’une zone propre au couple 

récepteur-agoniste, autrement appelée le site orthostérique. Ce dernier implique les TMs et 
parfois l’extrémité N-terminale. À la suite de la fixation du ligand, plusieurs changements 
conformationnels permettent la transition d’un état inactivé à un état activé. Les 
réarrangements s’effectuent principalement au niveau des hélices transmembranaires. De 
concert avec TM5, la partie intracellulaire de TM6 subit une rotation et s’écarte du reste des 
TMs créant une ouverture bordée de TM3, TM5 et TM7 (Latorraca et al., 2017). Ces 
mouvements sont accompagnés et stabilisés par des microarrangements comme au niveau 
de Tyr7.53du motif NPxxY. La chaine latérale de cette position pointe vers TM1, TM2 et TM7 à 
l’état inactivé. À la suite de la liaison de l’agoniste, elle change de conformation pour pointer 
vers le cœur des TMs formant des interactions avec les chaines latérales de différents 
résidus de TM3 et TM6 (Katritch et al., 2013). En ce qui concerne la zone de fixation de 
l’agoniste, les modifications structurales sont variées témoignant de la grande diversité de 
ligands reconnus par les RCPGs (Manglik and Kruse, 2017). 

 
 La conséquence de l’ensemble des mouvements décrits ci-dessus est l’exposition de 

résidus-clés dans la reconnaissance et la liaison de la protéine G. 
 

- Recrutement de la protéine G 
Une protéine G est un complexe hétérotrimérique formé des sous-unités Gα, Gβ et 

Gγ. La sous-unité Gα comporte deux domaines, le domaine Ras-like avec un feuillet β et cinq 
hélices α et un domaine en hélices α. Le domaine Ras-like possède une activité GTPase 
capable d’hydrolyser la guanosine 5’-triphosphate (GTP) en guanosine 5’-diphosphate (GDP). 
Le site de liaison du nucléotide est situé entre les deux domaines. En outre, la palmitoylation 
de l’extrémité N-terminale permet l’ancrage de la sous-unité dans la membrane (Duc et al., 
2015). La sous-unité Gβ présente quant à elle une hélice α N-terminale et sept feuillets β 
dont quatre brins antiparallèles. Elle forme un dimère en superhélice (coilled coil) avec la 
sous-unité Gγ. Tout comme la sous-unité Gα, le complexe Gβγ est également ancré à la 
membrane via la cystéine du motif CAAx porté par la sous-unité Gγ (Milligan and Kostenis, 
2006). Le complexe se lie à la sous-unité Gα via le domaine Ras-like de cette dernière. 
L’hétérotrimère ainsi formé peut se lier à un récepteur à l’état inactif ou dériver dans la 
membrane. Cependant si le récepteur est activé, celui-ci joue alors le rôle de facteur 
d’échange nucléotidique (GEF) catalysant l’échange du GDP lié à la sous-unité Gα inactive en 
GTP. Cet état récepteur activé en interaction avec une protéine G est très transitoire. En 
effet, le GTP est en large excès dans le cytoplasme par rapport au GDP. La liaison du GTP est 
ainsi extrêmement rapide. Par la suite, cet échange engendre à son tour des changements 
conformationnels de Gα à l’origine de sa dissociation du complexe Gβγ. La sous-unité Gα 
ainsi activée peut interagir avec un effecteur et initier toute une cascade de signalisation 
pouvant faire intervenir un second messager. De nombreuses protéines peuvent jouer le 
rôle d’effecteur comme des enzymes, des phospholipases, des canaux ioniques, des 
protéines d’adhésion,… 
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- Signalisation 
On dénombre chez l’Homme 21 sous-unités Gα différentes, 6 Gβ et 12 Gγ. Les 

différentes combinaisons possibles concourent à une grande diversité de réponses 
intracellulaires. Cependant on distingue quatre grandes classes de protéine G suivant la 
similarité des sous-unités Gα. Ces dernières sont classiquement divisées en quatre groupes 
associés à un effecteur particulier. Les deux premiers groupes de Gα composés d’une part de 
Gαs et d’autre part de Gαi et Gαo agissent tous deux sur l’adénlyate cyclase (AC) (Baltoumas 
et al., 2013). Cette enzyme membranaire joue le rôle d’effecteur en convertissant 
l’adénosine triphosphate (ATP) intracellulaire en adénosine monophosphate cyclique (AMPc) 
(Milligan and Kostenis, 2006). Une élévation des niveaux intracellulaires en AMPc permettra 
l’activation de la protéine kinase A (PKA) et la cascade d’activation associée. Gαs active AC 
tandis que les deux autres inhibent son activité. Le troisième groupe avec Gαq/11 active la 
phospholipase C (PLC). Cette dernière clive le phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2) 
membranaire en inositol triphosphate (IP3) et en diacylglycérol (DAG). L’IP3 reconnait un 
récepteur spécifique du réticulum endosplasmique permettant l’activation de canaux 
calciques et le relargage de calcium Ca2+ dans le cytosol. Les fortes concentrations 
cytoplasmiques en Ca2+ concourent avec le DAG à l’activation de la protéine kinase C (PKC) 
mais aussi à la formation du complexe calcium-calmoduline. Celui-ci peut entrainer 
l’activation d’autres enzymes comme des phosphodiestérases ou la phospholipase A2. Le 
dernier groupe, Gα12/13, stimule les GEFs de Rho activant à leur tour la protéine Rho. 
  Le complexe Gβγ est également capable d’activer différents effecteurs y compris 
certains ciblés par la sous-unité Gα comme PLC, AC ou la voie des Mitogen-Activated Protein 
(MAP) Kinases par des mécanismes faisant intervenir Src (Dupré et al., 2009; Khan et al., 
2013). En outre, il peut être à l’origine de l’ouverture de canaux ioniques comme les canaux 
calciques Cav1, 2 et 3 ou le canal potassique Kir3 du cœur.  
 

- Désensibilisation 
L’inactivation de la sous-unité Gα et la reformation du complexe hétérotrimérique 

nécessite l’hydrolyse du GTP en GDP. L’activité GTPase intrinsèque de la sous-unité Gα étant 
faible, la réaction d’hydrolyse est accélérée par les molécules régulatrices de la signalisation 
des protéines G (RGS) (Hanlon and Andrew, 2015). En parallèle, des protéines kinases 
spécifiques des RCPGs (GRKs) phosphorylent des résidus Ser ou Thr de l’extrémité C-
terminale ou d’ICL3 du récepteur. Cette phosphorylation permet la liaison de la β-arrestine 
et ainsi la désensibilisation du récepteur. Cette dernière passe par activation de 
phosphodiestéases et de diacylglycérol kinases à l’origine de la dégradation des second 
messagers et par le recrutement de la clathrine et de son adaptateur AP-2 aboutissant à 
l’internalisation du complexe récepteur β-arrestine dans les endosomes (Baillie et al., 2003). 
Le récepteur est ensuite soit dégradé dans les lysosomes à la suite de l’ubiquitination du 
récepteur soit recyclé à la membrane plasmique. Un nouveau cycle d’activation/inactivation 
peut alors débuter après déphosphorylation du récepteur. 

 
Cependant, la phosphorylation du récepteur par les GRKs peut engendrer d’autres 

voies de signalisation indépendantes des protéines G et impliquant différentes 
conformations des β-arrestines.  
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1.4 Signalisation indépendante des protéines G 
 

Suivant le motif de phosphorylation généré par les GRKs, la β-arrestine liée au 
récepteur peut montrer une diversité de conformations à l’origine de ses différentes 
fonctions : désensibilisation, internalisation et transduction du signal. Il a par exemple été 
montré que cette liaison pouvait activer la voie des MAP Kinases via la signalisation des 
kinases régulées par un signal extracellulaire (ERK) de manière totalement indépendante des 
protéines G pour certains RCPGs (Lotta et al., 2019). Dans ce cas, l’activation d’ERK est 
soutenue et localisée dans les endosomes alors que celle médiée par les protéines G est 
transitoire, localisée dans le noyau et promeut la transcription de certains gènes (Eichel et al., 
2016). Un autre exemple est la voie c-Jun N-terminal kinases 3 (JNK3) importante pour le 
cycle cellulaire (Jean-Charles et al., 2017).  

 
La transduction du signal par les RCPGs est ainsi bimodale avec une composante 

dépendante des protéines G et une autre indépendante des protéines G mais médiée par les 
β-arrestines nécessitant la phosphorylation par les GRKs. En outre, il est maintenant admis 
qu’un récepteur donné peut activer différents types de sous-unités Gα. Une ou plusieurs de 
ces voies peuvent être préférentiellement activées suivant le ligand lié. On parle alors de 
signalisation biaisée ou de sélectivité fonctionnelle. 

 

1.5 Sélectivité fonctionnelle 
 
Différentes explications de l’existence de la sélectivité fonctionnelle ont été 

proposées. Un ligand biaisé pourrait entraîner des changements conformationnels différents 
de ceux induits par un ligand non biaisé appelé alors agoniste équilibré. Ces changements 
seraient à l’origine d’un ensemble d’états conformationnels du récepteur capables de 
reconnaitre et de lier différents partenaires intracellulaires et induire différentes voies de 
signalisation (Strachan et al., 2014). Outre des changements conformationnels différentiels 
du récepteur, un ligand biaisé pourrait induire différents motifs de phosphorylations du 
récepteur par les GRKs, déterminant comme on l’a vu précédemment le devenir du 
récepteur et les voies activées par la suite par la β-arrestine. Par ces mécanismes, la liaison 
d’un ligand biaisé peut favoriser certains évènements et en atténuer d’autres aboutissants à 
une voie de signalisation préférentielle. Les cinétiques de signalisation peuvent également 
être modifiées, amenant à un biais apparent dans le temps (Klein Herenbrink et al., 2016). 
Sachant que chaque voie de signalisation d’un récepteur peut être associée à une fonction 
différente, la découverte de ligand biaisé pourrait être à l’origine de médicaments plus 
efficaces. 
 
 En résumé, la régulation de l’activité d’un RCPG est beaucoup plus complexe que 
l’équation : un RCPG + un ligand = une voie de signalisation / un effet physiologique. Cette 
complexité permet une régulation fine de l’activité du récepteur et de la fonction 
physiologique associée. Ces fonctions peuvent être diverses au sein d’une même famille de 
récepteur. C’est le cas de la famille des récepteurs aux mélanocortines (MCRs). 
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2.  Les récepteurs aux mélanocortines 
 

2.1 Caractéristiques structurales 
 

Au total, cinq sous-types de récepteurs aux mélanocortines humains ont été 
découverts à ce jour. Ils partagent entre 39% et 56% d’identité de séquence (Fredriksson et 
al., 2003). Ensemble, ils forment en longueur les plus petits RCPGs de la classe Rhodopsine. 
Ils possèdent ainsi plusieurs caractéristiques de cette classe avec notamment des sites 
potentiels de N-glycosylation près de l’extrémité N-terminale et un site supposé de 
palmitoylation au niveau de l’extrémité C-terminale bien que les sites exacts de ces 
modifications n’aient pas encore été identifiés. Plusieurs sites de phosphorylations de 
l’extrémité C-terminale sont également présents (Kumar et al., 2009). Tous les MCRs 
possèdent le motif DRY à la jonction du TM3. Cependant, certaines caractéristiques sont 
propres à cette famille. Par exemple, le pont disulfure entre le haut de TM3 et EL2 est 
manquant mais un autre pont est formé au niveau d’EL3 (Tao, 2010). Les boucles 
intracellulaires et extracellulaires sont particulièrement courtes comparées aux autres 
récepteurs de la classe Rhodopsine. En outre, N7.49 du motif NPxxY et le résidu P5.50 
hautement conservés à travers la classe Rhodopsine sont substitués respectivement par un 
aspartate (D) et une méthionine (M). Une autre particularité est leur régulation à la fois par 
des agonistes et des antagonistes endogènes. 
 

2.2 Une régulation pharmacologique fine 
 

- Des agonistes et des antagonistes endogènes 
D’un point de vue pharmacologique, les MCRs, à l’exception de MC2R, peuvent tous être 
reconnus par les mêmes ligands bien que les affinités diffèrent suivant le sous-type de 
récepteur considéré (Table 1). Les agonistes, les mélanocortines, sont produits 
essentiellement au niveau central dans l’hypophyse antérieure (Padilla et al., 2010), le noyau 
arqué de l’hypothalamus (ARC) et le noyau du tractus solitaire (NTS) mai aussi en périphérie 
dans les mélanocytes (Chakraborty et al., 1996). Elles sont toutes issues de clivages 
successifs du précurseur pro-opiomélanocortine (POMC) (Figure 3). Historiquement, elles 
ont été décrites comme activant principalement la voie Gs entrainant ainsi une 
augmentation des niveaux intracellulaires d’AMPc (Gantz and Fong, 2003). Cependant, des 
études plus récentes montrent que les MCRs peuvent être aussi couplés à d’autres protéines 
G comme Gq/11, Gi/o ou couplés à la β-arrestine (Büch et al., 2009; Chai et al., 2007; Rodrigues 
et al., 2012). Comme vu précédemment, les mélanocortines sont issues du clivage de POMC. 
Elles partagent toutes le même pharmacophore HFRW, séquence minimale pour activer le 
récepteur (Hruby et al., 1987; Singh et al., 2010). Cette séquence montre une structure en β-
turn (Haslach et al., 2009). En ce qui concerne les antagonistes endogènes, chez la souris, ils 
correspondent aux protéines Agouti et Agouti-related peptide (AgRP). La protéine Agouti est 
exprimée majoritairement au niveau de la peau. De par son affinité pour différents MCRs, 
des mutations dominantes du gène causent des phénotypes pléiotropiques chez les souris 
comme l’obésité, la résistance à l’insuline, le pelage jaune et une prédisposition pour les 
tumeurs (McNulty et al., 2005). L’équivalent chez les humains est la protéine ASIP (Agouti-
signaling protein) qui est beaucoup moins bien caractérisée que son équivalente murine. 
Néanmoins, elle jouerait également un rôle dans la pigmentation. Enfin, le peptide AgRP est 
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surtout exprimé dans les glandes surrénales et l’hypothalamus (Haskell-Luevano and Monck, 
2001) où il est principalement sécrété sous la forme clivée AgRP(83-132) (Creemers et al., 
2006). Il diminuerait le nombre de récepteur exprimé à la surface des cellules 
potentiellement par la voie β-arrestine (Breit et al., 2006). Et de par son activité agoniste 
inverse et/ou son activité d’agoniste biaisé Gi, il diminuerait les niveaux intracellulaires 
d’AMPc (Büch et al., 2009; Haskell-Luevano and Monck, 2001). Les protéines Agouti et AgRP 
possèdent toutes les deux un domaine C-terminal avec cinq ponts disulfure intégrant un 
motif Inhibitor Cystine Knot (ICK). Ce domaine expliquerait à lui seul l’effet antagoniste des 
deux molécules avec un pharmacophore formé du tripeptide Arg-Phe-Phe (Tota et al., 1999). 
 
Table 1. Vue d’ensemble des différents sous-types des récepteurs aux mélanocortines. 
ACTH : hormone corticotrope ; AgRP : Agouti-related peptide ; MSH : hormone mélanotrope ; 
SNC : système nerveux central ; SNP : système nerveux périphérique. (Adapté de Jackson et 
al., 2015)  

Sous-
type  

Ligand endogène (par 
affinité décroissante) 

Antagoniste/agoniste 
inverse endogène 

Principal site 
d’expression 

Fonction principale 

MC1R 
α-MSH = β-MSH = ACTH > 

γ-MSH 
Agouti Mélanocytes 

Pigmentation, 
inflammation 

MC2R ACTH Agouti 
Cortex des glandes 

surrénales 
Production des 

glucocorticoïdes 

MC3R 
γ-MSH = α-MSH = β-MSH 

= ACTH 
Agouti, AgRP 

SNC (hypothalamus), 
tractus gastro-
intestinal, reins 

Homéostasie, 
énergétique, 

inflammation, 
anticipation de la 
prise alimentaire 

MC4R 
α-MSH = β-MSH = ACTH > 

γ-MSH 
AgRP, Agouti SNC (hypothalamus) 

Homéostasie, 
énergétique, 

thermogenèse, 
contrôle de l’appétit, 

fonction érectile 

MC5R 
α-MSH = β-MSH = ACTH > 

γ-MSH 
Agouti Glandes exocrines 

Fonction exocrine, 
régulation de 

l’activité des glandes 
sébacées, lipolyse 

 

 

Figure 3. Génération des différentes 
mélanocortines à partir du clivage de POMC. 
Le gène POMC code pour un précurseur de 32 
kDa avec trois régions : la séquence ACTH 
(positions 138-176) à l’origine de l’α-MSH (13 
aa) , la séquence de la lipotropine β-LPH (179-
267) en C terminal clivée pour donner la γ-LPH 
(55 aa), la bêta-endorphine (30 aa), et la 
séquence en N terminal contenant celle de la 
γ-MSH (10 aa). (Adapté de Catania et al., 2004) 
ACTH : hormone corticotrope ; CLIP : 
Corticotropin-like Intermediate Peptide ; 
MSH : hormone mélanotrope ; NPY : 
neuropeptide Y ; POMC : pro-
opiomélanocortine. 
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- Rôle des protéines accessoires des recepteurs aux mélanocortines (MRAPs) 
Les MRAPs sont des protéines transmembranaires qui interagissent et régulent la 

signalisation et le transport de différents RCPGs dont les MCRs. On distingue deux membres 
de cette famille : MRAP1 et MRAP2. Les deux interagissent in vitro avec l’ensemble des 
MCRs (Chan et al., 2009). Cependant le rôle et la relevance de ces interactions in vivo restent 
encore à déterminer. MRAP1 est connue pour s’exprimer majoritairement au niveau de la 
glande surrénale où elle joue un rôle essentiel dans la liaison des ligands, la signalisation et le 
transport à la membrane de MC2R (Metherell et al., 2005). MRAP2 est quant à elle 
principalement exprimée au niveau du SNC où elle joue un rôle dans le maintien de 
l’homéostasie énergétique en modulant notamment le transport et l’activité de MC4R (Asai 
et al., 2013). 

L’action conjointe des agonistes et des antagonistes endogènes associés aux MRAPs 
permet une régulation fine des différentes fonctions physiologiques des MCRs. 

 

2.3 Diversité de fonctions physiologiques 
 

Majoritairement retrouvé au niveau de la peau et plus partculièrement dans les 
mélanocytes, MC1R joue un rôle majeur dans la prévention du mélanome. Son activation 
permet la synthèse d’eumélanine (pigment noir) aux dépens de celle de phéomélanine 
(pigment jaune) protègeant ainsi les mélanocytes de dommages causés par les rayons 
ultraviolets (UVs) (Kobayashi et al., 1998). De plus, il permet la réparation par excision de 
nucléotides (NER) et élimine de ce fait de l’ADN génomique les photoproduits induits par les 
rayons UVs comme les nucléotides endommagés (Kadekaro et al., 2010). 

MC2R joue un rôle dans le contrôle de la stéroïdogenèse par les glandes surrénales 
(Chida et al., 2007). Contrairement aux autres MCRs, il n’est activé que par l’homone 
corticotrope (ACTH). 

MC5R est exprimé dans de nombreux organes et tissus avec un rôle dans la sécrétion 
au niveau des glandes sébacées et glandes exocrines (Chen et al., 1997). Dans les cellules du 
muscle squelettique, MC5R permettrait la régulation de l’oxydation des acides gras 
favorisant ainsi la thermogenèse (An et al., 2007; Enriori et al., 2016). Associé à cette 
fonction, il favoriserait également la lipolyse dans les adipocytes (Rodrigues et al., 2013). De 
ce point de vue, MC5R jouerait ainsi un rôle dans l’homéostasie énergétique. Néanmoins, 
son rôle reste largement méconnu comparé à celui des deux principaux MCRs impliqués 
dans cette fonction. 

MC3R et MC4R sont exprimés principalement au niveau du système nerveux central, 
notamment au niveau hypothalamique. Pendant longtemps, le rôle exact de MC3R n’était 
pas connu. Récemment, il a été montré qu’il jouerait un rôle de rhéostat en réponse à des 
états de nutrition exceptionnels tels qu’une restriction alimentaire ou au contraire lors d’un 
régime riche en calorie (Ghamari-Langroudi et al., 2018). Mais le principal protagoniste du 
maintien de l’homéostasie énergétique reste le MC4R comme on va le voir dans la partie 
suivante. 
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3.  L’homéostasie énergétique 
 

Tout individu a besoin d’énergie pour survivre. Chaque jour, il doit trouver un apport 
énergétique suffisant pour couvrir les dépenses liées non seulement à son métabolisme de 
base mais aussi celles liées à ses activités quotidiennes. L’état énergétique subit alors des 
fluctuations quotidiennes avec des périodes de repas et de jeûne comme pendant le 
sommeil. Afin d’assurer une stabilité du poids et de la masse graisseuse traduisant un 
équilibre global de la balance énergétique, des systèmes de régulation performants ont été 
sélectionnés au cours de l’Évolution. Ces systèmes s’intègrent dans un processus appelé 
« homéostasie énergétique ». Son maintien dépend de la détection d’informations en 
périphérie et de leur traitement au niveau central engendrant ainsi une réponse adaptée à 
l’état énergétique de l’individu (Gautron et al., 2015). C’est ainsi un processus dynamique 
avec plusieurs phases. La première est la sensation de faim liée à un déficit énergétique 
perçu au niveau hypothalamique. Elle augmente la motivation à rechercher de la nourriture. 
La deuxième phase est le renforcement de cette motivation pour continuer de consommer 
la nourriture. Puis vient la satiation c’est-à-dire la fin du repas une fois que la nourriture 
consommée est supposée suffisante pour couvrir les besoins énergétiques de l’organisme. 
C’est un processus rapide, à court terme à différencier de la satiété. Ce dernier état est 
nécessaire pour éviter une sensation de faim constante et donc la multiplication des repas. 

 

3.1 La faim, cette sensation désagréable 
 

Pour beaucoup, la sensation de faim se définit comme une sensation désagréable liée 
au désir ou l’envie de manger. Elle va conditionner différents types d’alimentation : 
l’alimentation spontanée et quotidienne programmée (potentiellement entraînée par 
l'apport anticipé des oscillateurs circadiens prédictifs), l'alimentation engendrée par 
l'apparition soudaine d'une source alimentaire hautement appétante et calorique qui 
pourrait aider à se défendre contre un déficit énergétique futur et l'alimentation suivant une 
restriction alimentaire entraînée par des signaux de rétroaction indiquant un bilan 
énergétique négatif (Figure 4). C’est ce dernier type qui sera principalement traitée ici.  

 
- Signal périphérique 

Au niveau périphérique, la sensation de faim est initiée par une hormone: la ghréline 
produite par les cellules endocrines de l’estomac. À ce jour, elle représente le seul facteur 
orexigène présent dans la circulation systémique. Pour être active, elle doit être acylée par la 
ghréline O-acyltransférase (Gutierrez et al., 2008). Elle va augmenter la sécrétion d’acides 
gastriques et la motilité de l’estomac (Masuda et al., 2000) à l’origine des fameux 
« gargouillis » lorsqu’on a faim. Mais l’effet sur l’appétit est permis essentiellement par 
l’activation du récepteur Growth hormone secretagogue (GHSR), un RCPG abondant à la 
surface des neurones AgRP/NPY du noyau arqué (ARCAgRP/NPY) (Kamegai et al., 2000).  
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Figure 4. Circuits de la faim induite par un déficit énergétique. En réponse à un déficit 
énergétique, l’estomac produit la ghréline qui atteint l’hypothalamus via la circulation 
générale. On distingue alors des effets à long terme sur l’homéostasie énergétique (régions 
impliquées en bleu), via l’inhibition de la satiété, des effets à court terme sur la motivation à 
rechercher de la nourriture (régions impliquées en orange). Concernant les effets à long 
terme, la ghréline, en activant les neurones du noyau ventro-médial de l’hypothalamus 
(VMH), favorise la création de synapses glutamatergiques entre ces neurones et les neurones 
ARCAgRP/NPY. Ces derniers inhibent l’activité des neurones du noyau paraventriculaire de 
l’hypothalamus (PVN) directement via la libération de l’antagoniste du sous-type 4 des 
récepteurs aux mélanocortines (MC4R), l’Agouti-related peptide (AgRP). En parallèle, les 
neurones ARCAgRP/NPY libèrent du GABA inhibant l’activité des neurones ARCPOMC producteurs 
des mélanocortines, agonistes du MC4R. Il en résulte une forte inhibition de l’activité du PVN 
qui se répercute sur le centre de la satiété, le noyau parabrachial latéral (LPBN). Les effets sur 
la motivation à rechercher de la nourriture passent majoritairement par la libération du 
neuropeptide Y (NPY). Celui-ci reconnait son récepteur au niveau du noyau du lit de la stria 
terminalis (BNST) et de l’amygdale basolatérale (BLA) diminuant l’activité de celle-ci et donc la 
peur. L’inhibition qui en résulte du circuit de la récompense, dont le noyau accumbens (Nac) 
fait parti, pourrait expliquer la valence négative associée à la sensation de faim. GABA : acide 
γ-aminobutyrique ; GSHR : récepteur à la ghréline ; GlutR : récepteur au glutamate ; NPY1R : 
récepteur 1 au neuropeptide Y ; POMC : pro-opiomélanocortine. 
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- Rôle des neurones ARCAgRP/NPY à long terme dans l’inhibition de la satiété 
Le premier rôle décrit des neurones ARCAgRP/NPY est un rôle à long terme dans 

l’homéostasie énergétique via l’inhibition des systèmes anorexigènes de la satiété via la 
production de l’Agouti-related peptide (AgRP) agissant au niveau du noyau paraventriculaire 
de l’hypothalamus (PVN) (Chai et al., 2003; Cowley et al., 1999). Ce noyau est caractérisé 
d’un point de vue ontologique par le facteur de transcription Single-minded 1 (Sim1) 
(Kublaoui et al., 2008) dont une sous-population de neurones du PVN (PVNMC4R) exprime 
fortement le sous-type 4 des récepteurs aux mélanocortines (MC4R) (Collet et al., 2017). Il 
reçoit de nombreuses projections des neurones ARCAgRP/NPY et ARCPOMC du noyau arqué 
(Cowley et al., 1999). Dans le cas d’un déficit énergétique, la ghréline entraine l’activation 
des neurones ARCAgRP/NPY non seulement via la reconnaissance de son récepteur GSHR mais 
aussi en favorisant l’apposition de nouvelles synapses glutamatergiques excitatrices (Pinto et 
al., 2004). Ces dernières proviennent essentiellement du noyau ventromédial de 
l’hypothalamus et du noyau paraventriculaire de l’hypothalamus permettant une boucle de 
régulation dans le contrôle des comportements de la prise alimentaire (Krashes et al., 2014). 
Les neurones ARCAgRP/NPY ainsi activés vont agir au niveau du noyau paraventriculaire de 
l’hypothalamus via deux processus (Figure 4). Le premier est direct avec la libération d’AgRP 
au niveau de ce noyau diminuant ainsi directement l’activité du MC4R. Le second processus 
est indirect. Les neurones ARCAgRP/NPY libèrent au niveau du noyau arqué le 
neurotransmetteur inhibiteur GABA qui diminue l’activité des neurones ARCPOMC en 
association avec la création de nouvelles synapses GABAergiques issues de populations 
neuronales autres que ARCAgRP/NPY (Yi et al., 2013). Pour Atasoy et al., cette régulation intra-
noyau arqué médiée par GABA serait plutôt liée à une réponse rapide et non à un rôle à long 
terme (Atasoy et al., 2012). Tout ceci concourt à la diminution de l’activité des neurones 
ARCPOMC et donc du noyau paraventriculaire de l’hypothalamus. Or, ce dernier projette vers 
le noyau parabrachial latéral, un noyau clé de la satiété. Selon certains auteurs, les neurones 
ARCAgRP/NPY projetteraient directement vers ce noyau (Atasoy et al., 2012). Mais dans ce cas, 
ces projections n’activeraient pas directement la prise alimentaire mais limiteraient le 
malaise viscéral résultant de l’ablation des neurones ARCAgRP/NPY. 

 
Néanmoins, l’activation des neurones ARCAgRP/NPY via la ghréline stimule rapidement 

la prise alimentaire. Cela a notamment été démontré par des activations optogénétiques 
(Aponte et al., 2011) ou chimogénétiques (Krashes et al., 2011) de ces neurones. Dans ces 
études, le comportement alimentaire vorace est induit rapidement même à des moments où 
la souris mange normalement peu comme pendant la journée. Or la libération d’AgRP n’a un 
effet orexigène qu’à partir de plusieurs heures (Krashes et al., 2013). L’effet rapide observé 
fait intervenir d’autres molécules libérées par les neurones ARCAgRP/NPY, GABA et le 
neuropeptide Y (NPY) (Atasoy et al., 2012; Krashes et al., 2013). GABA est le principal 
neurotransmetteur inhibiteur du système nerveux central chez les mammifères et les 
oiseaux et NPY un neuropeptide inhibiteur non réticulé de 36 résidus reconnaissant un RCPG 
de la classe Rhodopsine. Ces deux molécules vont être à l’origine de différents mécanismes 
aboutissant à l’augmentation de la motivation de l’individu à rechercher de la nourriture. 

 
- Rôle des neurones ARCAgRP/NPY à court terme sur la motivation à rechercher de la 

nourriture 
Le premier mécanisme est associé à la valence négative de la sensation de faim c’est-

à-dire son caractère désagréable. En effet, l’injection intracrânienne de NPY provoque une 
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aversion gustative similaire à celle observée à la suite de l’activation optogénétique des 
neurones ARCAgRP/NPY (Atasoy et al., 2012). Le second mécanisme est l’inhibition de la peur. 
NPY est autant connu pour ses propriétés orexigènes que pour ses propriétés anxiolytiques 
(Comeras et al., 2019; Verma et al., 2016). Ce rôle fait sens dans un contexte de déficit 
énergétique. Un individu affamé doit choisir entre rester dans un endroit sûr et mourir de 
faim ou sortir à la recherche de nourriture au risque de rencontrer des situations 
dangereuses. Le troisième est l’augmentation de la valeur de récompense que représente la 
nourriture. L’animal fera ainsi plus d’efforts pour en obtenir une petite quantité même si elle 
est moins appétante (Chen et al., 2016; Denis et al., 2015).  

L’aspect émotionnel est donc très important dans la sensation de faim et implique 
l’ensemble du système limbique (Figure 4). Ce système est le siège des émotions et est 
principalement formé de l’hippocampe et du fornix (mémoire), de l’amygdale (agressivité et 
peur), du gyrus cingulaire et de l’hypothalamus. Ainsi les neurones ARCAgRP/NPY agissent sur 
ces différentes régions. Ils vont également moduler l’activité d’autres zones cérébrales 
incluant le thalamus paraventriculaire et le noyau du lit de la stria terminalis, tous deux 
modulant l’activité de l’amygdale et le cortex insulaire important dans l’intéroception2. Bien 
que des auteurs attribuent une fonction à ces différentes projections (Atasoy et al., 2012), 
l’interconnexion de ces régions fait qu'elles sont le plus souvent impliquées dans différents 
rôles des neurones ARCAgRP/NPY dans un contexte de déficit énergétique.  

Les circuits expliquant la valence négative portée par l’activation des neurones 
ARCAgRP/NPY ne sont pour l’instant pas bien décrits mais résultent sûrement de la modulation 
des autres parties du système limbique comme l’hippocampe pour l’apprentissage de la 
signification de cette sensation et la solution de trouver de la nourriture rapidement et du 
circuit de la récompense qui augmente la valeur de la nourriture. Les neurones ARCAgRP/NPY 
forment des synapses inhibitrices sur une sous-population de neurones du thalamus 
paraventriculaire qui projette vers l’amygdale communiquant à son tour avec le cortex 
insulaire. Or le dialogue entre ces deux dernières zones est essentiel pour coder et 
reconnaitre la valeur intéroceptive des signaux alimentaires (Livneh et al., 2017) et donc 
promouvoir la recherche de nourriture (Figure 5). Ce rôle dans la motivation implique 
notamment des projections du cortex insulaire vers le striatum ventral et le noyau 
accumbens appartenant au circuit de la récompense (Parkes and Balleine, 2013). L’inhibition 
de cette zone et du cortex insulaire serait peut-être à l’origine de la sensation désagréable 
de la faim. De plus, l’effet sur l’amygdale est renforcé non seulement par des projections 
inhibitrices des neurones ARCAgRP/NPY vers le noyau du lit de la stria terminalis normalement 
activateur de l’amygdale mais aussi via une inhibition directe de cette zone avec la libération 
de NPY concourant à un effet anxiolytique (Pape and Pare, 2010).  

 
Néanmoins il apparait paradoxal qu’une population de neurones qui stimule l’appétit 

soit aussi liée à un comportement d’évitement. Chez des souris avec un accès alimentaire 
restreint, la présentation de nourriture ou de stimuli sensoriels prédisant l’arrivée de 
nourriture cause une diminution rapide de l’activité de la majorité des neurones ARCAgRP/NPY 
en quelques secondes avant même le début du repas (Betley et al., 2015; Chen et al., 2015; 
Mandelblat-Cerf et al., 2015). Manger serait donc un comportement dont l’apprentissage 
antérieur permettrait de réduire la valence négative liée à l’activation des neurones 
ARCAgRP/NPY. La sensation désagréable de la faim s’atténuant, la motivation à chercher de la 

                                                 
2 L’intéroception est la capacité à évaluer de manière exacte son activité physiologique (par exemple son 
rythme cardiaque). 
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nourriture diminue et permet ainsi d’initier la consommation de la nourriture trouvée. Il est 
important de noter que la seule perception d’une source de nourriture est suffisante pour 
induire cette chute rapide d’activité des neurones ARCAgRP/NPY. Cela suggère donc que la 
régulation de ces neurones n’est pas uniquement sous le contrôle de facteurs circulants 
comme la ghréline mais dépend également de signaux sensoriels liés à la perception de 
l’environnement (Chen et al., 2015). D’ailleurs, Andermann et Lowell suggèrent que cette 
diminution d’activité des neurones ARCAgRP/NPY serait induite par des signaux alimentaires et 
serait proportionnelle à la quantité de nourriture qui va être consommée, prévenant ainsi 
une surconsommation (Andermann and Lowell, 2017). Par exemple, si la quantité de 
nourriture nouvellement disponible dépasse les besoins énergétiques, alors l’activité des 
neurones ARCAgRP/NPY chuterait rapidement à un niveau bas mais non nul (Mandelblat-Cerf et 
al., 2015). Pour maintenir la prise alimentaire initiée par les neurones ARCAgRP/NPY, d’autres 
circuits neuronaux doivent rentrer en jeux comme ceux de l’hypothalamus latéral (Figure 6). 

  

 
Figure 5. Voie neuronale illustrant le processus de traitement sensoriel de signaux 
alimentaires dépendant de la sensation de faim. L’amygdale latérale (BLA) et le cortex 
insulaire (InsCtx) permettent l’évaluation de la valence et de la saillance 3 de signaux 
alimentaires déjà rencontrés ainsi que la valeur intéroceptive espérée répondant à la 
question : Vais-je me sentir bien en mangeant et après avoir mangé cette nourriture ? Si la 
réponse est positive, les circuits moteurs sont recrutés par l’amygdale latérale et le cortex 
insulaire. La réponse dépend de la sensation de faim initiée par les neurones ARCAgRP/NPY via 
son action sur le thalamus paraventriuclaire (PVT) et de la saillance des signaux alimentaires 
déjà rencontrés et évaluée par l’amygdale latérale (BLA). L’estimation dans InsCtx des 
conséquences intéroceptives est probablement modulée par l’expérience acquise par les 
entrées gustatives et viscérales. LP : noyau lateral postérieur du thalamus ; POR : cortex 
postrhinal ; VPL : noyau ventral postéro-latéral du thalamus ; VPM : noyau ventral postéro-
médial du thalamus ; PBN : noyau parabrachial ; NTS : noyau du tractus solitaire ; NAc : 
noyau accumbens. (Adapté de Andermann and Lowell, 2017) 
 

                                                 
3 La saillance d’une chose est le fait qu’elle retienne l’attention par rapport aux autres choses présente dans le 
même environnement. 
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3.2 Renforcement positif de la prise alimentaire : 
implication de l’hypothalamus latéral (LH) 

 

 

Figure 6. Circuits du renforcement positif de la prise alimentaire par l’hypothalamus latéral 
(LH). Les neurones GABAergiques du noyau du lit de la stria terminalis (BNSTGABA) inhibent 
préférentiellement les neurones excitateurs glutamatergiques LHGlut diminuant l’activation 
du centre de la satiété, le noyau parabrachial latéral (LPBN). Lorsqu’ils sont activés, les 
neurones à orexine (LHOrx) et les neurones à l’hormone concentrant la mélanine (LHMCH) 
libèrent ces deux peptides et activent d’autres régions cérébrales du circuit de la 
récompense y compris d’autres populations neuronales du LH augmentant ainsi la 
motivation et la prise alimentaire. En parallèle, les neurones GABAergiques LHGABA inhibent 
les neurones GABergiques de l’aire tegmentale ventrale (VTAGABA) levant l’inhibition des 
neurones dopaminergiques de cette aire (VTADA). La libération de dopamine induit une 
valence positive de la prise alimentaire entrainant un renforcement de celle-ci. Cette 
libération est néanmoins soumise à un rétro-contrôle négatif. La dopamine active les 
récepteurs dopaminergiques D1 (D1R) exprimés à la surface du noyau accumbens (Nac). La 
stimulation de ces neurones NAcD1R augmente alors l’inhibition GABAergique des neurones 
LHGABA favorisant la diminution de la motivation et concourant ainsi à la terminaison du 
repas. DA : dopamine ; GABA : acide γ-aminobutyrique ; Glut : Glutamate. 
 

Les premières études utilisant des stimulations électriques de LH chez des rongeurs 
montrent qu’une forte activation de cette zone entraine des comportements alimentaires 
voraces (Delgado and Anand, 1953) tandis que des lésions réduisent la prise alimentaire 
(Anand and Brobeck, 1951). Cependant, les manipulations de LH montrent également une 
disparité des comportements induits par son activation électrique. Certains individus auront 
des comportements alimentaires tandis que d’autres en auront des différents comme boire, 
attaquer ou encore une activité sexuelle (Sternson and Eiselt, 2017). Ces résultats 
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contrastent avec ceux de la photostimulation des neurones ARCAgRP/NPY qui induisent 
uniquement une réponse alimentaire (Aponte et al., 2011). En outre, d’autres études 
montrent que les animaux exécutent de façon fiable des réponses instrumentales, comme 
l'appui sur un levier, pour fournir une auto-stimulation électrique de LH dans les mêmes 
sites qui provoquent des comportements alimentaires (Margues and Olds, 1962; Olds and 
Milner, 1954). Ces résultats suggèrent ainsi que le rôle de LH et des circuits neuronaux 
associés est principalement lié à un renforcement positif de la valeur de récompense. Dans 
un contexte de prise alimentaire, la récompense est réprésentée par la nourriture. 

Le LH englobe un grand nombre de types cellulaires avec différentes modalités de 
signalisation, y compris divers neurotransmetteurs et neuropeptides. Ces derniers 
pourraient aider à mieux comprendre le rôle du LH dans le contrôle de l’homéostasie 
énergétique. 
 

- Les différentes populations de neurones de l’hypothalamus latéral 
Les critères de différenciation des populations neuronales de LH sont moléculaires et 

basés soit en fonction des neurotransmetteurs libérés, soit en fonction des neuropeptides 
produits. 

 
o Les neurotransmetteurs de LH 

Les marqueurs des neurones glutamatergiques (type 2 du transporteur vésiculaire du 
glutamate Vglut2) et des neurones GABAergiques (transporteur vésiculaire du GABA Vgat) 
sont fortement exprimés au niveau du LH suggérant la présence de sous-populations de 
neurones excitateurs et de neurones inhibiteurs (Ziegler et al., 2002). L’activation 
optogénétique des neurones LHVgat stimule la prise alimentaire et le comportement d’auto-
stimulation suggérant un rôle dans la valeur gratifiante de la nourriture (Jennings et al., 
2015). Ces effets sont étonnamment proches de ceux décrits précédemment lors de 
l’activation du LH. L’ablation génétique des neurones LHVgat confirme d’ailleurs ces résultats 
avec des effets opposés. Les mêmes auteurs ont aussi observés que certains groupes de 
neurones LHVgat sont actifs pendant la phase de recherche de nourriture tandis que d’autres 
sont excités pendant la consommation de la nourriture (Jennings et al., 2015). 

 
o Les neuropeptides de LH 

Plusieurs sous-populations de neurones de LH expriment des neuropeptides qui 
reconnaissent des RCPGs. Certains peptides sont orexigènes comme MCH, l’orexine (Orx) 
aussi appelée hypocrétine et la galanine tandis que d’autres, la neurotensine et le transcrit 
régulé par la cocaïne et l’amphétamine (CART) sont anorexigènes (Berthoud and Münzberg, 
2011). Mais les deux qui ont reçu le plus de considération sont MCH et l’orexine d’une part 
pour leur rôle dans l’augmentation de l’appétit et d’autre part parce qu’ils sont 
essentiellement produits au niveau du LH contrairement aux autres qui sont largement 
distribués au sein du cerveau. À noter que bien que les sous-populations LHMCH et LHOrx 
soient bien distinctes l’une de l’autre au niveau de l’hypothalamus latéral (Stuber and Wise, 
2016), elles ne correspondraient pas forcément à des populations différentes de LHVglut2. En 
effet, certains neurones produisant MCH ou Orx expriment le marqueur Vglut2 (Elias et al., 
1998; Rosin et al., 2003). Par contre, les neurones LHVgat ne sont colocalisés ni avec LHMCH ni 
avec LHOrx (Jennings et al., 2015) même si certains neurones LHMCH expriment d’autres 
marqueurs GABAergiques comme GAD67 (Jego et al., 2013). 

Le neuropeptide MCH est un peptide cyclique de 19 résidus. Son injection 
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intracerébroventriculaire (icv) augmente la prise alimentaire et le poids chez les rongeurs 
(Qu et al., 1996). En outre, la surexpression de MCH entraine une hyperphagie et une 
obésité (Ludwig et al., 2001) tandis que les souris sans récepteur à MCH ou n’exprimant pas 
MCH sont hypophagiques et maigres (Alon and Friedman, 2006; Shimada et al., 1998). Cet 
effet sur la prise alimentaire pourrait être lié à un renforcement positif de la nourriture. En 
effet, l’activation optogénétique des neurones LHMCH favorise le conditionnement à une 
saveur (González et al., 2016) tandis que cet effet est bloqué si les neurones LHMCH sont 
retirés (Alon and Friedman, 2006). De façon intéressante, l’activation de ces neurones 
favorise le sommeil paradoxal montrant un rôle également dans l’éveil (Jego et al., 2013). 
Ces deux rôles sont médiés par la reconnaissance de MCH avec un RCPG de la classe 
Rhodopsine. Deux isoformes du récepteur ont été découverts et sont reconnus avec la 
même affinité nanomolaire par MCH. MCHR1 est retrouvé chez tous les vertébrés. Il peut 
être couplé avec les protéines Gi, Go et Gq (Hawes et al., 2000). Mais la contribution de 
chacune de ces voies de signalisation aux effets in vivo n’a pas encore été élucidée. Le 
deuxième récepteur, MCHR2, a été retrouvé notamment chez les primates et les chiens mais 
pas chez les rongeurs rendant l’étude de sa fonction in vivo difficile (Tan et al., 2002). Ainsi 
l’ensemble des études in vivo sur les rongeurs ne s’intéressent qu’au rôle de MCHR1. 
Contrairement à MCHR1, la signalisation de MCHR2 serait restreinte à Gq (Sailer et al., 2001). 
Malgré ces différences, les deux récepteurs présentent tous deux une large répartition de 
leur expression au sein du cerveau chez les primates, avec une expression privilégiée au 
niveau du LH.  

Les neurones LHOrx coexpriment l’orexine-A et la dynorphine. L’orexine-A est un 
peptide de 30 résidus possédant 2 ponts disulfure. Il reconnait deux récepteurs de la classe 
Rhodopsine (OxR1 et OxR2) qui présentent une large distribution dans le cerveau, 
principalement au niveau de LH. Les neurones exprimant l’orexine-A sont connus pour leur 
implication dans la prise alimentaire et les comportements liés à la récompense. L’injection 
du peptide dans le ventricule latéral augmente la prise alimentaire (Sakurai, 1999) et les 
souris n’exprimant pas ce peptide sont hypophagiques (Chemelli et al., 1999). Cependant, 
ces neurones ont surtout été décrits pour leur rôle dans l’éveil. Une ablation génétique de 
ces neurones entraine une narcolepsie des souris (Chemelli et al., 1999) tandis que leur 
activation optogénétique augmente l’attention (Adamantidis et al., 2007). Le rôle dans l’éveil 
est donc opposé à celui des neurones LHMCH. Les deux populations de neurones déchargent 
d’ailleurs de manière réciproque dans le cycle éveil-sommeil (Hassani et al., 2009). Un lien 
entre éveil et prise alimentaire pourrait ainsi exister. Une interprétation possible serait que 
les phénotypes alimentaires associés aux neurones LHOrx découleraient en réalité de leur rôle 
dans l’éveil. Ces phénotypes correspondraient donc à des comportements naturels qui 
apparaissent normalement dans certains stades d’éveil de l’animal. Par exemple, un animal 
mange plus s’il est éveillé. 

 
Au final, LH participe aux phases de recherche et de consommation de la nourriture. 

L’activité du LH module comme les neurones ARCAgRP/NPY non seulement la motivation de 
l’individu mais renforce également la prise alimentaire. Ce rôle dual fait intervenir des 
circuits neuronaux similaires à ceux des ARCAgRP/NPY.  

 
- Circuits neuronaux 

Le LH reçoit de nombreuses afférences excitatrices et inhibitrices provenant de 
différentes régions corticales et sous-corticales comme le noyau du lit de la stria terminalis 



SYNTHÈSE BIBLIOGRAPHIQUE 

42 

 

et les régions du système limbique y compris l’amygdale, le noyau parabrachial latéral et les 
noyaux arqué et paraventriculaire de l’hypothalamus. Des neurotransmetteurs comme la 
dopamine, la sérotonine et la noradrénaline sont également libérés dans le LH et vont jouer 
un rôle dans la modulation de ses différentes fonctions dans la motivation et les 
comportements alimentaires. 

Le rôle dans la motivation et la valeur de récompense de la nourriture passent 
essentiellement par d’autres régions du système limbique. Les neurones GABAergiques du 
noyau du lit de la stria terminalis (BNST) émettent des projections vers LH et plus 
particulièrement vers les neurones glutamatergiques. L’activation optogénétique de ce 
circuit entraine rapidement un comportement alimentaire vorace vers la nourriture la plus 
appétante et la plus calorique (Jennings et al., 2013).  

En aval de LH, les régions cibles dépendent des différentes populations neuronales 
composant LH. L’une de ces cibles est l’aire tegmentale ventrale (VTA). Le circuit LH-VTA est 
important pour la motivation et le renforcement de la valeur de la récompense via le 
conditionnement des réponses en fonction du contexte et le contrôle de la recherche 
compulsive de récompense. Par exemple, les neurones LHGABA innervent préférentiellement 
les neurones GABAergiques de VTA inhibant ainsi leur activité (Nieh et al., 2015). En fonction 
de l’environnement ou du contexte, les projections LHGABA-VTA sont capables de gérer 
différents comportements de motivation. En présence de nourriture, la stimulation de ce 
circuit promeut la prise alimentaire (Nieh et al., 2015) alors qu’en présence d’un nouvel 
objet ou d’un nouvel élément social, elle promeut cette fois-ci respectivement l’interaction 
et l’investigation (Nieh et al., 2016). La stimulation des neurones LHGABA projetant vers le VTA 
augmenterait ainsi la motivation de l’animal à remplir une tache, mais entraine également la 
levée d’inhibition des neurones de VTA libérant de la dopamine (VTADA). Le résultat est une 
activation du noyau accumbens (Nac) inhibiteur des neurones LHGABA formant ainsi un 
rétrocontrôle négatif à l’origine d’une diminution de la motivation (Stuber and Wise, 2016). 

En conclusion, les circuits de LH modulent la motivation liée à une récompense, 
nourriture ou non, et sont étroitement connectés au circuit de la récompense impliquant 
l’aire tegmentale ventrale. Ils permettent de maintenir les comportements alimentaires 
initiés par les neurones ARCAgRP/NPY en renforçant la valeur de récompense de la nourriture. 
Cependant, au contraire d’autres circuits neuronaux orexigènes comme le circuit des 
neurones ARCAgRP/NPY, les circuits de LH ne contrôlent pas la prise alimentaire 
essentiellement en fonction des besoins énergétiques. Pour terminer la phase de repas, la 
baisse de motivation initiée par l’activation du noyau accumbens n’est pas suffisante. 
D’autres circuits doivent être impliqués et modulés en fonction des signaux périphériques 
perçus lors du repas (Figure 7). 
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3.3 Satiation  

 

Figure 7. Circuits de la satiation (effet à court terme). La nourriture ingérée entraine une 
distension au niveau de l’estomac et la libération de nutriments et de peptides intestinaux 
(GLP-1, CCK et PYY) dans la circulation générale. Au niveau de l’estomac et de l’intestin, la 
motilité est accrue favorisant dans une boucle positive la production des peptides 
intestinaux. En outre, ces facteurs mécaniques et humoraux sont également perçus par les 
afférences vagales ou directement par le noyau du tractus solitaire (NTS) concourant à 
l’activité de ce dernier. Ensuite, le NTS stimule à son tour le centre de la satiété, le noyau 
parabrachial latéral LPBN en ciblant potentiellement la population neuronale LPBNCGRP 
porteuse d’une valence négative entrainant de ce fait la fin du repas. Cet effet est renforcé 
par les neurones glutamatergiques de l’hypothalamus latéral (LHGlut) et par le noyau 
paraventriculaire de l’hypothalamus libérant l’ocytocine (PVNOXT). En parallèle, les neurones 
PVNOXT diminueraient la motivation à manger en activant d’autres régions du système 
limbique comme l’amygdale (BLA) et le noyau accumbens (Nac). CCK : cholécystokinine ; 
CCK-AR : récepteur A à CCK ; CGRP : peptide relié au gène de la calcitonine ; D1R : récepteur 
D1 à la dopamine ; DA : dopamine ; GLP-1 : gucagon-like peptide 1 ; GLP-1R : récepteur au 
GLP-1 ; Glut : glutamate ; GlutR : récepteur au glutamate ; NPY2R : récepteur 2 au 
neuropeptide Y ; OXTR : récepteur à l’ocytocine. 

 
Lors d’un repas, la nourriture ingérée doit couvrir les besoins énergétiques immédiats. 

Cette évaluation nécessite dans un premier temps l’émission de signaux périphériques en 
fonction de la quantité et de la composition de la nourriture ingérée, et dans un second 
temps l’intégration au niveau central de ces signaux pour stopper le repas et entrainer la 
satiation. 
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- Signaux périphériques  
Les principaux signaux de la satiation sont hormonaux et originaires du tractus 

gastro-intestinal. On a vu précédemment le rôle de la ghréline dans la sensation de faim. 
Lors d’un repas, sa sécrétion est stoppée (Steinert et al., 2017). D’autres hormones vont 
alors être sécrétées pour diminuer l’appétit en jouant notamment sur la taille et la 
fréquence des repas (Kim et al., 2018; Steinert et al., 2016). L’une d’entre elles est l’amyline, 
une hormone sécrétée par les cellules β-pancréatiques lors du repas en l’espace de quelques 
minutes (Lutz, 2013). Elle reconnait un RCPG au niveau de l’aire postrema, un organe localisé 
à proximité du noyau du tractus solitaire et dépourvue de barrière hématoencéphalique. 
Cette reconnaissance entraine une diminution de la prise alimentaire et un ralentissement 
de la vidange gastrique ainsi que des sécrétions digestives (Young, 2012). Cependant, les 
hormones de la satiation les plus étudiées sont les peptides intestinaux Glucagon-like 
peptide 1 (GLP-1), le peptide YY (PYY) et la cholécystokinine (CCK) reconnaissant tous des 
RCPGs au niveau central et périphérique. En ce qui concerne GLP-1, deux formes avec la 
même activité circulent dans le sang, GLP-1(7–37) et GLP-1(7-36NH2), la dernière étant 
majoritaire chez l’Homme (Steinert et al., 2016). En plus d’être sécrété au niveau intestinal, 
GLP-1 est aussi produit par certains neurones du noyau du tractus solitaire. Jusqu’à présent, 
on ne sait pas dans quelle mesure ces deux sources périphérique et centrale sont 
redondantes et si elles agissent sur différentes cibles et ont des fonctions différentes. 
Néanmoins, dans les deux cas, le peptide reconnait un RCPG (GLP-1R) exprimé dans le 
tractus gastro-intestinal mais aussi au niveau d’autres organes comme le pancréas, certaines 
régions du cerveau comme l’hypothalamus et les afférences du nerf vagal. PYY est présent 
sous deux formes circulantes : la forme sécrétée PYY(1-36) et la forme active PYY(3-36) 
résultant du clivage des résidus tyrosine et proline à son extrémité N-terminale notamment 
dans le sang, le foie, et les cellules endothéliales des capillaires. PYY(3-36) active un RCPG, 
majoritairement NPY2R retrouvé dans les mêmes régions que GLP-1R (Eysselein et al., 1990). 
Enfin, la principale forme circulante de CCK est un peptide de 58 résidus (Eysselein et al., 
1990). Elle reconnait deux RCPGs mais celui vraisemblablement impliqué dans l’effet 
anorexigène est l’isoforme A (CCK-AR) (Steinert et al., 2016). Son activation peut se faire via 
un mode d’action local au niveau de la partie proximale de l’intestin grêle (Cox, 1998) ou 
endocrine au niveau du muscle pylorique (Moran et al., 1988) et du noyau du tractus 
solitaire (Reidelberger et al., 2004). L’importance respective de ces deux modes d’action 
dans l’homéostasie énergétique n’a pas encore été déterminée. Cependant, l’essentiel des 
articles et des revues se focalisent sur l’effet neuroendocrine au niveau du noyau du tractus 
solitaire. Ces différents peptides anorexigènes sont tous sécrétés par des cellules 
spécialisées de l’intestin, les cellules entéroendocrines. Suivant leur localisation, ces cellules 
ne sécrètent pas les mêmes peptides : celles de la partie proximale cosécrètent GLP-1 et CCK 
tandis que celles de la région distale sécrètent GLP-1 et PYY (Kim et al., 2018). Leur sécrétion 
est initiée via la reconnaissance des nutriments ingérés par des récepteurs exprimés à la 
surface des cellules entéroendocrines. Ces récepteurs regroupent de nombreux RCPGs 
comme des récepteurs au goût et des récepteurs aux acides gras libres comme GPR40 pour 
la sécrétion de CCK ou GPR119 pour celle de GLP-1 (Steinert et al., 2016). La composition du 
repas et notamment la richesse du régime en graisse joue ainsi sur ces sécrétions. GLP-1 et 
PYY sont par exemple cosécrétés presque immédiatement (quelques minutes) après 
l’ingestion de glucose (Psichas et al., 2015). Par contre, si le régime est à la fois protéique et 
lipidique, la sécrétion de GLP-1 est alors ralentie et moins soutenue. Enfin, si un mélange de 
carbohydrates, de protéines et de lipides est consommé, la sécrétion est biphasique avec un 
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pic à 15min et à 2h après le repas (Steinert et al., 2017). Or, la disponibilité des nutriments 
dans l’intestin dépend de la vidange gastrique. Manger augmente le volume gastrique. Cette 
augmentation est détectée par des mécanorécepteurs au niveau de l’estomac qui vont 
permettre l’accommodation gastrique, une série de réflexes évitant une pression 
intragastrique trop importante aboutissant à la vidange de l’estomac. Mais ce processus est 
également régulé par l’activation des récepteurs aux nutriments de l’intestin via la 
stimulation de la sécrétion des peptides intestinaux créant ainsi une boucle de rétrocontrôle.  

Ces signaux périphériques vont être traités majoritairement par le noyau du tractus 
solitaire intimement lié au système nerveux autonome pour terminer la phase de repas. 

 
- Circuits neuronaux 

Le noyau du tractus solitaire reçoit des afférences vagales (Ritter, 2004). Celles-ci 
innervent les cryptes intestinales et les villosités de l’intestin, l’estomac, le pancréas, et la 
veine porte transportant le sang des intestins vers le foie (Berthoud, 2004; Berthoud et al., 
2004). Elles reçoivent ainsi non seulement des informations sur le volume et mais aussi sur la 
nature de la nourriture consommée. Le volume ingéré serait détecté par des neurones 
sensibles à la distension mécanique de l’estomac et de l’intestin (Williams et al., 2016). Mais 
les nutriments pourraient agir directement sur les afférences vagales via la présence de 
transporteurs et de récepteurs spécifiques comme le RCPG GPR40 activé par les acides gras 
à longue chaine (Darling et al., 2014; Li et al., 2016a). Ils vont aussi avoir une action indirecte 
en stimulant la production des peptides intestinaux GLP-1 ou CCK qui activent leurs 
récepteurs respectifs. Outre une activation via des afférences neuronales, le noyau du 
tractus solitaire peut directement être modulé par les peptides intestinaux. Par exemples, 
l’injection dans cette zone de GLP-1 supprime la prise alimentaire (Grill et al., 2002; Hayes et 
al., 2016) et l’administration périphérique de PYY(3-36) active les neurones de cette zone et 
est associée à un effet anorexigène causé vraisemblablement par l’induction d’une aversion 
gustative (Halatchev and Cone, 2005; Shen et al., 2017). Par contre, l’administration 
périphérique de CCK ne conduit pas à un changement net de la prise alimentaire puisqu’elle 
réduit la taille des repas mais augmente leur fréquence (West et al., 1984). CCK apparait 
donc comme un peptide essentiel dans la terminaison des repas et donc dans la satiation. Le 
résultat final de tous ces mécanismes est une forte activation du noyau du tractus solitaire. 
Ce dernier émet des projections glutamatergiques excitatrices vers les neurones du noyau 
parabrachial latéral exprimant le peptide lié au gène de la calcitonine (CGRP). Lorsqu’elle est 
activée, cette population est vectrice d’une valence négative d’où la fin du repas (Carter et 
al., 2015). En outre, leur activation supprime également la prise alimentaire dans des 
conditions où il est défavorable de manger, par exemple lors d’une maladie (Carter et al., 
2013).  

Au niveau de l’hypothalamus latéral, les neurones glutamatergiques LHGlut sont 
activés et stimulent le noyau parabrachial latéral (Jennings et al., 2013; Stamatakis et al., 
2016). Outre cet effet sur l’appétit, la stimulation du noyau accumbens diminue la 
motivation à manger via l’inhibition des neurones GABAergiques LHGABA (O’Connor et al., 
2015; Stratford and Kelley, 1999). 

Un autre système plus controversée est celui lié à l’ocytocine, un peptide produit 
dans le noyau paraventriculaire de l’hypothalamus. Des expériences chez des rongeurs, des 
primates non humains et des humains démontrent un effet anorexigène de l’ocytocine 
presque immédiat et soutenu avec des doses répétées (Atasoy et al., 2012; Lawson et al., 
2015). Cet effet est expliqué par la reconnaissance d’un RCPG au niveau du noyau du tractus 
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solitaire (NTS) (Lawson, 2017) dont l’activation accroit la sensibilité du NTS aux peptides 
intestinaux (Atasoy et al., 2012). Outre le noyau du tractus solitaire, les neurones à ocytocine 
du noyau paraventriculaire de l’hypothalamus projettent également vers l’aire tegmentale 
ventrale (Mullis et al., 2013) et le noyau accumbens (Herisson et al., 2016), deux régions du 
circuit limbique contrecarrant les effets sur la motivation induits par les neurones 
GABAergiques de l’hypothalamus latéral. 
  

Une fois le repas terminé, des mécanismes de régulation à long terme doivent 
permettre d’éviter une augmentation de la fréquence des repas. Ces mécanismes sont ceux 
de la satiété et font le lien entre les réserves d’énergie sous forme de graisse et 
l’hypothalamus (Figure 8).  
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Figure 8. Circuits de la satiété (effet à long terme). En réponse à l’ingestion de nutriments, 
des signaux périphériques sont émis sous la forme de sécrétions de différents peptides 
intestinaux comme le Glucagon-like peptide 1 (GLP-1), le peptide YY (PYY) et la 
cholécystokinine (CCK). En parallèle, le tissu adipeux blanc et le pancréas sécrètent 
respectivement dans la circulation générale la leptine et l’insuline en fonction des stocks 
énergétiques notamment sous forme de graisse. En atteignant le noyau arqué de 
l’hypothalamus (ARC), ces différents peptides activent les neurones ARCPOMC et diminuent 
l’activité des neurones ARCAgRP/NPY. L’augmentation de la production des mélanocortines, 
agonistes du soust-type 4 des récepteurs aux mélanocortines (MC4R), associée à la 
diminution de celle de l’antagoniste Agouti-related peptide (AgRP) entrainent une forte 
activation du MC4R au niveau du noyau paraventriculaire (PVN). Ces neurones émettent 
ensuite des projections excitatrices porteuses d’une valence positive vers le centre de la 
satiété, le noyau parabrachial latéral (LPBN) et notamment une population neuronale 
supposée glutamatergique à l’origine de la satiété. GLP-1R : récepteur au GLP-1 ; Glut : 
glutamate ; GlutR : récepteur au glutamate ; IR : récepteur à l’insuline ; NPY : neuopeptide Y ; 
NPY2R : récepteur 2 au neuropeptide Y ; OB-R : récepteur à la leptine ; POMC : pro-
opiomélanocortine. 
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3.4 Satiété 
 

- Signaux périphériques  
Les deux principales hormones de la satiété sont la leptine et l’insuline. Les niveaux 

circulant de ces deux hormones sont directement proportionnels à l’adiposité de l’individu 
(Kim et al., 2018; Steinert et al., 2016; Zhao et al., 2003). La leptine sécrétée par les 
adipocytes reconnait un récepteur (OB-R) de la famille des récepteurs des cytokines exprimé 
notamment au niveau du noyau arqué de l’hypothalamus (Stephens et al., 1995). L’insuline 
est quant à elle d’origine pancréatique et joue un rôle crucial dans la régulation de la 
glycémie. Son récepteur à activité tyrosine kinase est aussi fortement exprimé au niveau 
hypothalamique (Corp et al., 1986; Havrankova et al., 1978).  

 
- Circuits neuronaux 

Au niveau de l’hypothalamus, l’insuline et la leptine vont agir en stimulant l’activité 
des neurones ARCPOMC via la reconnaissance de leur récepteur respectif et en diminuant celle 
des neurones ARCAgRP/NPY soit en entrainant une hyperpolarisation des neurones dans le cas 
de l’insuline, soit en réduisant leurs afférences glutamatergiques excitatrices dans le cas de 
la leptine (Cowley et al., 2001; Shen et al., 2017; Yang et al., 2011). Cette réduction serait 
sans doute médiée par la libération de β-endorphine par les neurones ARCPOMC (Yang et al., 
2011). Cependant, une autre étude montre que cette libération de β-endorphine est promue 
par l’activation d’un RCPG, le récepteur 1 aux cannabinoïdes exprimé au niveau des 
neurones ARCPOMC et entraine une augmentation plutôt qu’une diminution de la prise 
alimentaire (Koch et al., 2015). Cela apporte une explication possible à l’hyperphagie induite 
par les cannabinoïdes (Waterson and Horvath, 2015). L’activation des neurones ARCPOMC 
résulte également de la diminution de leur inhibition GABAergiques par les neurones 
ARCAgRP/NPY associée aux faibles niveaux de ghréline circulante. Ainsi par différents 
mécanismes, dans le cadre d’une balance énergétique positive, les neurones ARCAgRP/NPY sont 
inhibés alors que les neurones ARCPOMC sont fortement stimulés. Ces derniers vont ainsi 
accroitre leur expression de pro-opiomélanocortine (POMC), le précurseur des 
mélanocortines et de β-endorphine. Les mélanocortines (principalement α-MSH) vont 
ensuite reconnaitre le MC4R au niveau du noyau paraventriculaire de l’hypothalamus (PVN) 
et causer la satiété mais n’auront dans ce cas aucun effet sur les dépenses énergétiques 
(Balthasar et al., 2005). Contrairement aux neurones ARCAgRP/NPY dont l’activation entraine un 
comportement alimentaire vorace peu importe si l’animal est nourri ou affamé (Krashes et 
al., 2011), les neurones ARCPOMC doivent être stimulés chroniquement pour observer l’effet 
anorexigène (Zhan et al., 2013). Deux hypothèses peuvent expliquer cette différence. La 
première serait liée aux neuropeptides produits. Au contraire des neurones ARCPOMC, les 
neurones ARCAgRP/NPY sont impliqués dans d’autres systèmes (via NPY et GABA) que celui des 
mélanocortines. Le système hypothalamique des mélanocortines apparait donc bien central 
dans le maintien de l’homéostasie énergétique à long terme. La seconde explication 
concerne l’organisation synaptique entre les neurones du noyau arqué (ARC) et ceux du 
noyau paraventriculaire (PVN). Les neurones ARCPOMC montrent par exemple des connexions 
synaptiques avec le noyau paraventriculaire relativement faibles comparées à celles des 
neurones ARCAgRP/NPY (Atasoy et al., 2014). 

Les peptides intestinaux PYY et GLP-1 joueraient également un rôle dans l’activation 
des neurones ARCPOMC (Kim et al., 2018). Néanmoins, une étude montre que l’activation de 
GLP-1R au niveau de ces neurones est suffisante mais pas nécessaire pour expliquer l’effet 
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anorexigène de GLP-1. Par exemple l’injection du peptide dans le noyau arqué diminue la 
prise alimentaire mais la délétion du récepteur au niveau des neurones ARCPOMC n’entraine 
pas de changements métaboliques et les souris répondent toujours à une forme à action 
prolongée de GLP-1 (Burmeister et al., 2017). Pour PYY, les souris invalidées pour son gène 
sont hyperphagiques et obèses tandis que la surexpression du peptide dans des souris 
transgéniques diminue la prise alimentaire et évite le développement d’une obésité induite 
par un régime riche (Boey et al., 2008). Du côté de CCK, un important polymorphisme du 
récepteur lié à une obésité est observé (Miller et al., 1995) suggérant que le peptide est 
également impliqué dans des processus à plus long terme.  

Fortement activés, les neurones PVNMC4R stimulent le noyau parabrachial latéral 
(LPBN) via des projections glutamatergiques. L’activation optogénétique de cet axe entraine 
la satiété (Garfield et al., 2015). Les neurones de LPBN représentent donc les neurones de 
3ème ordre dans le contrôle de la prise alimentaire via le système hypothalamique des 
mélanocortines. Cependant, la population neuronale responsable de cette activité n’a pas 
encore été identifiée. Tout ce que l’on sait c’est qu’elle est sûrement glutamatergique 
comme les neurones LBPNVglut2 sont nécessaires pour le maintien de la satiété et qu’ils 
engagent sélectivement les neurones PVNMC4R (Garfield et al., 2015; Shah et al., 2014). La 
stimulation optogénétique de l’axe PVNMC4R-LPBN est vectrice d’une valence positive 
démontrée par le comportement d’auto-stimulation de ce circuit par des souris affamées 
(Garfield et al., 2015). Cette valence positive pourrait expliquer la sensation tardive de 
soulagement voire de plaisir après un repas. En outre, la population LPBNVglut2 est distincte 
des neurones exprimant le peptide lié au gène de la calcitonine. En conclusion, le LPBN 
apparait comme le centre intégrateur des signaux de la satiété et de la satiation avec un rôle 
intéroceptif évident via la réception d’informations sur les réserves énergétiques et la 
nourriture ingérée.  
 

Pour résumer sur cette partie, la prise alimentaire comporte plusieurs phases : 1) 
recherche, 2) consommation de nourriture, 3) fin du repas/satiation, 4) satiété. La recherche 
et la consommation de nourriture sont intimement liées à la motivation à satisfaire un 
besoin (déficit énergétique) porteur d’une valence négative. Cette sensation désagréable 
associée à la faim dépend principalement de l’activité des neurones ARCAgRP/NPY de 
l’hypothalamus. Lors du repas, cette valence négative diminue au profit d’une valence 
positive renforcée par l’activité du système limbique, en particulier l’hypothalamus latéral 
permettant la poursuite de la prise alimentaire. Afin d’éviter une hyperphagie, d’autres 
systèmes dépendant de la quantité et de la nature de la nourriture ingérée se mettent en 
place. Ils impliquent des informations périphériques mécaniques et moléculaires (hormones, 
nutriments) qui seront transmis soit directement soit indirectement au niveau du noyau du 
tractus solitaire. Cette zone activera à son tour le noyau parabrachial latéral qui permettra la 
fin du repas autrement dit la satiation. Cependant d’autres signaux à long terme sont 
nécessaires pour éviter la multiplication des repas. Ces signaux de satiété traduisent les 
niveaux des réserves énergétiques via la sécrétion de la leptine et de l’insuline. Ces deux 
hormones activent le système des mélanocortines via la stimulation des neurones du noyau 
arqué de l’hypothalamus ARCPOMC qui activent à leur tour les neurones du noyau 
paraventriculaire PVNMC4R. Ces derniers projettent enfin vers le noyau parabrachial latéral. 
Le système des mélanocortines joue un rôle majeur dans l’homéostasie énergétique en 
contrôlant sur le long terme la prise alimentaire. Néanmoins, ces systèmes doivent être 
équilibrés avec ceux impliqués dans les dépenses énergétiques. 
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3.5 Contrôle des dépenses énergétiques  
 

Chez les animaux, l’oxydation des nutriments ingérés est couplée à la réduction de 
certaines coenzymes dans la chaine respiratoire mitochondriale. Cette dernière permet la 
formation d’un gradient de protons utilisé par la cellule pour la synthèse d’ATP. Cependant, 
de l’énergie est perdue au cours du processus et est dégagée sous forme de chaleur. 
L’hydrolyse d’ATP est également une source d’énergie et de déperdition de chaleur dans les 
processus de synthèse de protéines, le maintien du potentiel de membrane, la contraction 
musculaire… Ainsi les dépenses énergétiques totales (DET) sont thermogéniques et peuvent 
être divisées en trois composantes : les dépenses énergétiques au repos (DER) associées au 
métabolisme basal (fonction cardiorespiratoire, maintien du potentiel de membrane au 
repos,…), les dépenses adaptatives (DEA) liées à la digestion et aux changements 
environnementaux et enfin celles induites par l’activité physique (DIA). Sur une période de 
24h, les DER réprésentent l’essentiel des dépenses énergétiques avec 60% des DET suivies 
des DIA (30-40% des DET) et les DIR avec 10% des DET (Rosenbaum and Leibel, 2010). Ces 
valeurs dépendent de la taille et de la composition du corps de l’individu, de 
l’environnement et des comportements. La taille et la composition du corps (% de graisses 
vs % de muscles) influent sur le métabolisme de base. Les personnes obèses ont par exemple 
un métabolisme de base plus important que des personnes minces. En outre, la corpulence 
influe bien sûr sur l’activité physique, les personnes obèses ayant souvent une mobilité 
réduite liée au coût énergétique associé au déplacement de leur propre masse. Les 
comportements alimentaires sont également un facteur important dans les dépenses 
énergétiques avec la nature et la quantité de nourriture consommée. Une augmentation de 
la part des protéines dans un régime résulte par exemple en une augmentation de la satiété 
et des dépenses énergétiques (Hochstenbach-Waelen et al., 2009). Concernant la quantité 
ingérée, la surconsommation répétée induit un gain de poids attribuable principalement à la 
masse graisseuse mais aussi à une augmentation de la masse musculaire non induite par une 
activité physique. Par contre, la surconsonsommation ponctuelle n’induit pas une 
augmentation de la thermogenèse (Westerterp, 2017). D’un point de vue évolutif, ces 
résultats sont compréhensibles. Les mécanismes économisant de l’énergie pour limiter la 
perte de poids et ceux favorisant le stockage d’énergie ont un avantage évident pour la 
survie de l’individu dans un environnement où la nourriture n’est pas toujours disponible. 
Cela explique la difficulté à perdre du poids et la facilité à en gagner. Par exemple, le 
maintien d’une réduction d’au moins 10% de la masse corporelle est accompagnée d’une 
diminution de 20-25% des DET que l’individu soit obèse ou non (Rosenbaum and Leibel, 
2010). Par contre, un ancien obèse aura besoin de 300 à 400 calories de moins par jour pour 
maintenir son poids et son niveau d’activité physique par rapport à un individu qui n’a jamais 
été en surpoids mais présentant le même poids et composition corporelles (Wing and Hill, 
2001). Il existe ainsi des systèmes de régulation qui permettent de limiter ou d’accroitre les 
dépenses énergétiques suivant les conditions environnementales. 

Le premier système est médié par le système nerveux autonome. L’augmentation de 
l’activité du système nerveux parasympathique diminue par exemple la fréquence cardiaque 
et donc les DER. L’activité du système nerveux sympatique impliquant le nerf vague a des 
effets opposés. Le deuxième système est l’axe hypothalamo-hypophysaire. L’hormone 
thyroïde augmente les dépenses énergétiques en augmentant les DER via l’augmentation de 
la fréquence cardiaque, la presssion artérielle et la consommation musculaire d’ATP 
(Rosenbaum and Leibel, 2010). Le troisième système concerne le tissu adipeux brun. Au 



SYNTHÈSE BIBLIOGRAPHIQUE 

51 

 

contraire du tissu adipeux blanc, le tissu adipeux brun dissipe de l’énergie via un processus 
qui implique l’oxydation d’acides gras et la production de chaleur grâce à la proteine UCP1 
(Klingenberg, 1999). Cette dernière est localisée dans la membrane interne de la 
mitochondrie des adipocytes du tissu adipeux brun. Elle permet la réentrée dans la matrice 
mitochondriale des protons issus de l’oxydation des acides gras. Ce processus dissipe ainsi le 
gradient électrochimique formé par les protons sous forme de chaleur (Cannon and 
Nedergaard, 2004). Le rôle du tissu adipeux brun est lié aux dépenses énergétiques de repos 
et aux dépenses adaptatives. Il est primordial pour le maintien de la température corporelle 
chez les enfants et les mammifères hibernants (Cannon and Nedergaard, 2004). Il est 
également présent chez l’Homme adulte mais de manière beaucoup moins importante que 
chez l’enfant. Il jouerait un rôle dans l’adaptation à des changements de température. En 
effet, un abaissement modéré de la température à 13-16°C pendant 1 à 2 h suffit à 
augmenter l’oxydation des acides gras et la production de chaleur (Chen et al., 2013). 
Cependant, ce rôle est encore discuté et les mécanismes de régulation ne sont pas bien 
compris. Le tissu adipeux brun est richement innervé par le système nerveux sympathique. 
Or des études génétiques ont identifié le récepteur MC4R au niveau de neurones 
sympathiques cholinergiques du noyau intermédiolatéral de la moelle épinière (IML). Ces 
neurones permettraient une réponse adaptative à un régime riche ou à un environnement 
froid via la stimulation du tissu adipeux brun (Krashes et al., 2016) (Figure 9). Cependant, 
certains résultats sont contradictoires. Par contre, les neurones du noyau arqué sont connus 
pour moduler l’activité du tissu adipeux brun. Les neurones ARCAgRP/NPY

 atténueraient 
l’activité du tissu adipeux brun via la production de NPY au niveau du noyau dorso-médian 
du nerf vague (DMV) (Shi et al., 2013) alors que les neurones ARCPOMC stimuleraient son 
activité par l’activation du MC4R au niveau de PVN et DMV (Enriori et al., 2011), de même 
que les récepteurs à la leptine de cette dernière zone. Les neurones du DMV projettent 
ensuite vers le raphe pallidus (Samuels et al., 2002) qui supprime la thermogenèse du tissu 
adipeux brun probablement via la libération de NPY (Chao et al., 2011). Néanmoins, il 
semble difficile de transposer à l’Homme les résultats obtenus chez la souris ou le rat. En 
effet, plus un animal est petit, plus son aire par rapport à son volume est grande donc 
associée à une plus grande déperdition de chaleur et une plus grande nécessité d’avoir des 
mécanismes de maintien de la température corporelle. Plus un animal est grand, plus ce sera 
le contraire.  

 
En conclusion, l’homéostasie énergétique est un processus faisant intervenir des 

circuits neuronaux complexes intégrant de nombreux signaux périphériques traduisant non 
seulement l’état énergétique mais aussi l’état émotionnel de l’individu. La transduction du 
signal de la périphérie au SNC fait souvent intervenir des RCPGs. Parmi eux, le sous-type 4 
des récepteurs aux mélanocortines (MC4R) apparait central tant au niveau du contrôle de la 
prise alimentaire qu’au niveau des dépenses énergétiques. De par son importance, le MC4R 
a été défini comme une cible thérapeutique de choix dans les troubles de l’homéostasie 
énergétique (Fani et al., 2014). La prochaine partie décrira différentes considérations à 
prendre en compte dans le cas du développement d’un futur médicament ciblant ce 
récepteur. 
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Figure 9. Rôle du sous-type 4 des récepteurs aux mélanocortines (MC4R) dans les dépenses 
énergétiques via son action sur le tissu adipeux brun. L’activité du tissu adipeux brun est 
stimulée via l’activation des neurones cholinergiques du noyau intermédiolatéral de la 
moelle épinière (IML) par les mélanocortines issues des neurones ARCPOMC du noyau arqué 
de l’hypothalamus. L’activation d’IML concourt à augmenter les dépenses énergétiques 
également via l’augmentation de la pression artérielle. Les neurones ARCAgRP/NPY ont l’effet 
opposé via la libération du neuropeptide Y (NPY) au niveau du noyau dorso-médian du nerf 
vague (DMV). Cependant le mécanisme exact n’est pas encore connu. ACh : acétylcholine ; 
AChR : récepteur à l’acétylcholine ; GABA : acide γ-aminobutyrique ; NPY2R : récepteur 2 au 
neuropeptide Y ; POMC : pro-opiomélanocortine. 
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4.  MC4R comme cible thérapeutique : une 
signalisation complexe dans le système 
nerveux central 

 
Le MC4R présente certaines caractéristiques qu’il est important de souligner dans un 

contexte de développement thérapeutique. Le rôle dans l’homéostasie énergtéique est 
porté majoritairement par le MC4R au niveau central. D’un point de vue thérapeutique, le 
futur médicament devra passer la barrière hématoencéphalique. Ensuite, la complexité de la 
signalisation doit être gardée à l’esprit pour identifier un ligand avec la fonction recherchée. 
De la compréhension de cette complexité peut dépendre la compréhension et la prévention 
des effets secondaires in vivo. 

 

4.1 Passage de la barrière hématoencéphalique (BHE) 
 
Classiquement, pour qu’une molécule atteigne sa cible au niveau central, elle doit 

traverser la barrière hématoencéphalique (BHE) qui isole le cerveau du sang. Le principal 
obstacle est constitué par les cellules endothéliales. Ces dernières présentent des jonctions 
serrées limitant le phénomène de transport passif et déterminant la perméabilité de la BHE. 
Cette propriété est également influencée par d’autres types cellulaires comme les astrocytes 
et les péricytes (Morita-Takemura and Wanaka, 2019). Cependant, le noyau arqué de 
l’hypothalamus est situé à proximité de l’éminence médiane, une zone présentant une BHE 
aux caractéristiques particulières. Cette zone présente par exemple des cellules 
endothéliales fenestrées (Broadwell et al., 1983) dépourvues de jonctions serrées (Ciofi et al., 
2009). La perméabilité y est ainsi importante faisant de cette région un lieu d’échange 
important entre la circulation systémique et le cerveau. De plus, les membranes basales 
internes et externes forment un large espace périvasculaire nommé le parenchyme cérébral 
(Figure 10). L’absence de péricyte mature accroit également la perméabilité. Une autre 
composante est la présence de tanycytes, des cellules gliales polarisées situées autour de la 
base du troisième ventricule dans l’hypothalamus. Il en existe différents sous-types aux 
propriétés différentes. Les tanycytes β2 possèdent des jonctions serrées formant une 
barrière entre l’éminence médiane et le liquide cérébrospinal. Au contraire, les sous-types 
α2 au niveau du noyau arqué ne présentent pas ce type de jonction formant ainsi une 
couche perméable (Daneman et al., 2010; Mullier et al., 2010). En outre, l’environnement de 
l’éminence médiane est très proangiogénique via la production de facteur de croissance de 
l'endothélium vasculaire (VEGF) par les tanycytes et les astrocytes voisins et de NG2 par 
certaines cellules gliales.  

La structuration particulière de l’éminence médiane n’est pas figée et l’accessibilité 
des molécules circulantes n’est pas constante. En effet, plusieurs études montrent une 
plasticité de la barrière de l’éminence médiane et du noyau arqué en fonction de la balance 
énergétique. Par exemple, des souris ayant subi une période de jeûne montrent une 
perméabilité accrue de la barrière de l’éminence médiane. D’une part, la fenestration des 
capillaires augmente et d’autre part, les tanycytes augmentent leurs jonctions serrées. Ces 
deux processus augmentent la surface d’échange possible entre le sang et l’éminence 
médiane permettant à certains neurones d’être nouvellement exposés aux signaux 
métaboliques en circulation, une situation inversée lors de la réalimentation des souris 
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(Langlet et al., 2013). Au niveau du noyau arqué, des phénomènes similaires ont lieu. Un 
régime riche en calories entraine une altération de la barrière du noyau arqué via une 
augmentation de l’angiogenèse, une hypervascularisation et la présence de cellules 
endothéliales dégénérées (Yi et al., 2012) ainsi qu’une atténuation de la neurogenèse 
(McNay et al., 2012).  

Les mécanismes de passage des molécules de la circulation systémique au noyau 
arqué via l’éminence médiane restent cependant encore flous. En ce qui concerne la 
ghréline, des données in vivo (Schaeffer et al., 2013) et in vitro (Collden et al., 2015) 
suggèrent que la molécule est suffisamment petite (28 résidus) pour diffuser passivement à 
travers les vaisseaux de l’éminence médiane atteignant ainsi le parynchyme. Par la suite, elle 
serait prise en charge par les tanycytes β2 via un transport actif vers le liquide cérébrospinal. 
Le passage final vers le noyau arqué de l’hypothalamus (ARC) se ferait enfin par simple 
diffusion (Schaeffer et al., 2013). Mais ces résultats restent discutés. La leptine peut 
également subir un transport actif par les tanycytes de l’éminence médiane pour atteindre le 
noyau arqué (Balland et al., 2014). Des études ont également montré qu’elle pouvait être 
transportée à travers la BHE avec un rôle clé de son récepteur pour cibler les circuits de la 
récompense (Di Spiezio et al., 2018). La même chose a été observée pour l’insuline avec un 
transport actif à travers la BHE mais indépendamment de son récepteur (Rhea et al., 2018). 
Cependant, les mécanismes sous-jacents restent encore à être élucidés. Pour les autres 
peptides, aucune information n’est disponible. Pour GLP-1, le passage de la BHE est d’autant 
plus sujet à débat que son temps de demi-vie est très court (<2min) (Kim et al., 2018). Il est 
ainsi très difficile de prédire le passage de la BHE pour un peptide en développement pour 
cibler le MC4R hypothalamique. 
 

 
Figure 10. Représentation schématique d’une BHE peu perméable (à gauche) et d’une BHE 
perméable de l’éminence médiane (à droite). Une BHE est généralement peu perméable 
grâce à la présence notamment de jonctions serrées limitant la diffusion passive des 
molécules provenant de la circulation systémique. La BHE de l’éminence médiane est rendu 
perméable par la présence de cellules endothéliales fenestrées mais aussi par la production 
de facteurs pro-angiogéniques comme VEGF ou NG2. BHE : barrière hématoencéphalique. 
VEGF : facteur de croissance de l'endothélium vasculaire (Vascular Endothelial Growth 
Factor). (Adapté de Morita-Takemura et Wanaka, 2019) 
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4.2 Activité constitutive 
 

L’activité constitutive d’un récepteur est définie comme une activité indépendante 
de la liaison d’un agoniste et résultant en la production de second messager. Plusieurs 
données in vitro démontrent une activité constitutive de MC4R de la voie Gs. Par exemple, 
Nijenhui et al. l’ont observée dans un clone de lignée cellulaire de mélanome murin 
MCB16/G4F transfectée pour surexprimer hMC4R. Dans ce cas, AgRP supprime de manière 
dose-dépendante jusqu’à 60% de cette activité basale (Nijenhuis et al., 2001). D’autres 
équipe ont obtenu par la suite des résultats similaires dans des cellules de rein d’embryon 
humain (HEK 293) et de cellules d’ovaires de hamster (CHO) (Asai et al., 2013; Chai et al., 
2003; Haskell-Luevano and Monck, 2001). Le mécanisme sous-jacent à cette activité a été 
proposé par Ersoy et al en 2012. Dans leur étude, les auteurs ont montré qu’un récepteur 
MC4R avec une extrémité N-terminale tronquée présentait une activité constitutive réduite 
tout en répondant normalement à des agonistes comme l’α-MSH. Cette importance de 
l’extrémité N-terminale est confirmée par le rétablissement de l’activité basale avec la mise 
en présence d’un peptide mimant cette extrémité. Les auteurs ont également montré que 
l’effet agoniste inverse d’AgRP est expliqué en grande partie par l’inhibition de l’activation 
du récepteur par le domaine N-terminal de MC4R. Et cette auto-activation par le N-terminal 
est basée sur des résidus des TMs différents de ceux interagissant avec l’agoniste α-MSH 
(Ersoy et al., 2012). L’activation constitutive du MC4R par son extrémité N-terminale est ainsi 
complètement indépendante de celle engendrée par la liaison des agonistes endogènes. 
Cependant, ces résultats concernent uniquement des expressions hétérologues dans des 
cellules non hypothalamiques et ne représentent donc pas des systèmes physiologiques. On 
ne peut pas savoir quelles conséquences ces systèmes ont sur les conformations du 
récepteur. In vivo, certaines données sont en faveur d’une activité constitutive. En 2008, 
Tolle et Low observent par exemple chez des souris déficientes en POMC un effet retardé 
mais persistant d’AgRP sur la balance énergétque (Tolle and Low, 2008). Néanmoins, 
quelques années plus tard, Corander et al n’observent aucun effet de ce type chez des souris 
déficientes en POMC et en AgRP n’exprimant donc ni les agonistes ni l’antagoniste de MC4R 
(Corander et al., 2011). Les deux modèles sont hyperphagiques et il peut ainsi être difficile 
de montrer une stimulation de l’appétit induite par l’administration d’AgRP. En résumé, la 
signification physiologique d’une activité constitutive du MC4 in vivo reste encore largement 
incomprise.  
 

4.3 Protéines accessoires 
 

L’activité d’un récepteur dépend non seulement de sa régulation par les ligands 
endogènes mais aussi par l’interaction avec des protéines accessoires. Dans le cas de MC4R, 
la principale est MRAP2 de par sa forte expression hypothalamique. Dans une étude utilisant 
des neurones Sim1 du PVN de souris, MRAP2 diminue l’activité consitutive de la voie Gs mais 
augmente la réponse des cellules à l’agoniste α-MSH (Asai et al., 2013). Son absence dans les 
systèmes hétérologues pourrait expliquer l’activité constitutive observée de MC4R. En outre, 
les souris déficientes en MRAP2 développent une obésité tout en ayant un MC4R fonctionnel. 
Ce lien est d’ailleurs confirmé par des études génétiques chez un patients obèse poteur 
d’une mutation du gène mrap2. Néanmoins, MRAP2 est capable de stimuler la prise 
alimentaire indépendamment de son rôle sur MC4R via la régulation d’autres RCPGs comme 
en inhibant le récepteur de la prokinéticine 1 (Chaly et al., 2016) ou en potentialisant la 
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réponse du récepteur à la ghréline GHSR à son agoniste (Srisai et al., 2017). Cependant, 
toutes ces études se sont uniquement focalisées sur la voie Gs. Or le MC4R peut stimuler 
d’autres voies de signalisation pouvant être associées à différentes fonctions physiologiques. 

 

4.4 Sélectivité fonctionnelle 
 

Historiquement décrit pour être couplé à la protéine Gαs (Gantz and Fong, 2003), des 
études in vitro ont montré une plus grande diversité de voies de signalisation possible suite à 
la liaison des ligands endogènes sur le site orthostérique comme la voie Gi, la voie Gq, β-
arrestine et MAPKinase (Breit et al., 2011). Bien que ces voies aient été observées dans des 
systèmes hétérologues, des études génétiques et in vivo apportent des réponses quant au 
rôle de chacune dans l’homéostasie énergétique. La première de 2015 utilise des modèles 
de souris n’exprimant pas les protéines Gαq et Gα 11 ou Gαs au niveau du PVN. Les auteurs 
montrent que les souris dépourvues de Gαq et Gα11 au niveau du PVN sont hyperphagiques 
et développent une obésité sévère tout en ayant un métabolisme glucidique et des 
dépenses énergétques similaires aux contrôles. En outre, l’administration d’un agoniste de 
MC4R n’a pas d’effet orexigène mais entraine une augmentation de la pression artérielle. 
Chez les souris déficientes en Gαs, les résultats sont opposés (Li et al., 2016b). Cela 
démontrerait un rôle physiologique différent suivant l’activation de la voie de signalisation  : 
la voie de l’AMPc serait liée à des effets cardiovasculaires tandis que la voie de la 
phospholipase C serait impliquée dans la régulation de l’appétit. Récemment, une méta-
étude sur des données génétiques montre que la variance de l’association entre l’indice de 
masse corporelle (IMC) de la population étudiée et les variants de MC4R observés 
s’expliquait à 88% par l’efficacité de recrutement de la β-arrestine au niveau du récepteur. 
De plus, des mutations gains de fonctions du MC4R entrainant une augmentation 
préférentielle de la voie β-arrestine par rapport à la voie Gs sont associées à une diminution 
jusqu’à 50% du risque de développer une obésité et un diabète de type 2. Ces mutations 
entrainent également une augmentation de l’expression des récepteurs à la membrane. Le 
mécanisme n’est pas encore connu mais les auteurs suggèrent une altération de 
l’internaliation du complexe récepteur-agoniste-β-arrestine ou un recyclage accru du 
récepteur (Lotta et al., 2019). Ainsi cette étude démontre une fois de plus que la fonction du 
MC4R dans l’homéostasie énergétique ne serait pas médiée par la voie Gs. Sachant 
qu’aucune des deux études n’étudie à la fois la voie Gq/11 et la voie β-arrestine, il est pour 
l’instant difficile de définir l’implication de chacune d’entre elles dans le maintien de 
l’homéostasie énergétique. Enfin, il a été montré que MC4R exprimé dans le PVN pouvait se 
coupler indépendamment de Gs à un canal potassique rectifiant entrant (Kir) possédant la 
sous-unité 7.1 (Ghamari-Langroudi et al., 2015). Dans cette étude, en plus d’une activité 
d’antagoniste compétiteur, d’agoniste biaisé Gi et d’agoniste inverse Gs, les auteurs 
décrivent l’AgRP comme un agoniste biaisé Kir7.1. En se fixant sur le récepteur, il 
entrainerait l’ouverture du canal potassique et donc l’hyperpolarisation des neurones du 
PVN de façon totalement indépendante de son activité d’antagoniste compétiteur vis-à-vis 
de α-MSH. 

 La signalisation du MC4R est ainsi complexe, chaque voie de signalisation pouvant 
moduler une fonction physiologique différente. Ces données sont extrêmement importantes 
dans un contexte thérapeutique afin d’éviter des effets secondaires pour le traitement des 
troubles de l’homéostasie énergétique. Ces troubles peuvent être liés à une balance 
énergétique positive comme l’obésité ou à une balance négative dans le cas de la cachexie.  
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5.  État des lieux des principaux troubles de 
l’homéostasie énergétique  

 

5.1 Obésité  
 

- Prévalence 
Selon l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), en 2016, plus d’un quart de la 

population mondiale était en surpoids (IMC>25kg/m2), dont 650 millions d’obèses (IMC>30 
kg/m2). En 2016, un adulte sur 10 était donc obèse. Les cas d’obésité dans le Monde ont 
pratiquement triplé en l’espace de 40 ans. Et d’ici 2030, ce chiffre devrait atteindre 3.3 
milliards de personnes. Or, l’obésité est souvent associée à d’autres problèmes de santé 
comme des maladies cardiovasculaires (notamment des cardiopathies et des accidents 
vasculaires cérébraux), le diabète de type 2, des troubles musculo-squelettiques comme 
l’arthrose et certains cancers. Le coût associé est donc très lourd. Par exemple, aux États-
Unis, un des pays les plus touchés par l’obésité, ce coût est estimé entre 147 et 210 milliards 
de dollars par an (Cawley and Meyerhoefer, 2012). Cependant, ce chiffre date de 2012 et 
correspond à une proportion d’obèses de 33.8%. En 2016, cette proportion est passée à 39.6% 
suggérant un coût augmentant d’années en années. 

 
- Physiopathologie 

On a vu précédemment que les systèmes de maintien de l’homéostasie énergétique 
étaient très performants. Cependant, ils ont évolué principalement d’une part, pour faire 
face à des périodes de famine et d’autre part, pour induire une préférence envers une 
nourriture riche en sucres et en calories. Dès que la nourriture est accessible, la prise 
alimentaire est stimulée ainsi que la mise en réserves sous forme de graisse de l’énergie 
excédantaire. Or, dans nos sociétés occidentales, l’accès facile et rapide à une nourriture 
riche associé à un mode de vie sédentaire favorise l’hyperphagie. En outre, les publicités de 
nourriture rappellent contamment aux passants le plaisir que peuvent procurer des produits 
sucrés ou gras stimulant l’appétit même lorsque l’organisme n’a plus besoin d’apport 
énergétique. La première cause de l’épidémie mondiale d’obésité concerne donc 
essentiellement des facteurs environnementaux. Néanmoins, une cause génétique n’est pas 
à négliger. Responsable de 2% à 6% des cas d’obésité, la principale cause d’obésité 
génétique provient du MC4R avec près de 160 mutations majoritairement dominantes 
(Farooqi et al., 2003) (Figure 11). Elles entrainent une hyperphagie parfois à l’origine d’une 
obésité morbide (IMC>40kg/m2). L’obésité peut également s’intégrer dans un syndrome 
comme celui de Prader-Willi en étant associée à d’autres signes cliniques comme des 
difficultés d’apprentissage et des troubles du comportement. Ce syndrome est lié à une 
anomalie du chromosome 15 causant un dysfonctionnement hypothalamohypohysaire à 
l’origine de l’hyperphagie dès l’enfance. Il représente la forme d’obésité syndromique la plus 
fréquente avec 1-9 enfants sur 100 000 (https://www.orpha.net). 

 
 
 
 
 
 

https://www.orpha.net/
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Figure 11. Variants 
perte de fonction ou 
gain de fonction du 
MC4R. La principale 
voie étudiée pour ces 
variants est celle de 
l’adénylate cyclase. 
(Adapté de Collet et al., 
2017; Lotta et al., 2019) 

- Traitements actuels 
La principale recommendation de l’OMS est un mode de vie sain en limitant les 

aliments gras et sucrés et en ayant une activité physique régulière (60 minutes par jour pour 
un enfant et 150 minutes par semaine pour un adulte). Ce type de régime n’a des effets que 
sur le long terme. Pour les personnes souhaitant perdre rapidement du poids, le régime peut 
être plus restrictif. Néanmoins, s’il n’est pas associé à une activité physique, ce genre de 
régime est souvent peu efficace dû à la valence négative portée par la faim et la sensation de 
plaisir de manger. Un régime trop restrictif entrainera certes dans un premier temps une 
perte de poids rapide et importante. Cependant, la sensation désagréable de privation 
constante sera un facteur majeur d’arrêt du régime. L’individu reprendra alors ses anciennes 
habitudes. Or, son organisme se sera adapté pour favoriser une hyperphagie et le stockage 
des graisses entrainant une forte prise de poids par la suite. Pour des personnes en obésité 
morbide, l’association avec une activité physique peut être limitée à cause d’une mobilité 
réduite. Dans ce cas, la première solution est souvent la chirurgie bariatrique. Le but est de 
diminuer le calibre de l’estomac. L’opération la plus courante est le bypass. L’estomac est 
séparé en deux. Sa partie supérieure est directement reliée à l’intestin grêle évitant ainsi aux 
aliments de passer par l’estomac. Cela induit un ralentissement et une malabsorption du bol 
alimentaire ainsi qu’une diminution des taux de ghréline. La perte de poids est significative : 
plus de 50% de l’excès de poids à 12 mois chez les patients opérés (Puzziferri et al., 2014). 
Une autre méthode basée sur le même principe est la pose d’un anneau gastrique 
comprimant l’estomac. Contrairement au bypass, cette solution est ajustable et réversible 
d’où sa popularité depuis son autorisation en 2015 (Gautron et al., 2015). 

Bien que très efficace, la chirurgie bariatrique reste une opération lourde et coûteuse 
nécessitant une anesthésie générale et plusieurs jours de rétablissement. Ces conditions 
peuvent ne pas être adaptées à des patients souffrant d’une hypertension sévère souvent 
liée à leur obésité. La solution résiderait alors dans un traitement pharmacologique. 
Plusieurs médicaments sont autorisés sur le marché aux États-Unis. Ils concernent 
principalement des petites molécules administrées par voie orale et ciblant le système 
sérotoninergique ou dopaminergique. En Europe, ces molécules font débat à cause de 
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risques cardiovasculaires et des problèmes de tolérance selon l’agence européenne du 
médicament. C’est le cas de Lorcaserin (Belviq®, Arena Pharmaceuticals) un agoniste du 
récepteur à la sérotonine 5HT2c ou de la combinaison entre le topiramate un anti-convulsif 
et la phentermine, un dérivé de l’amphétamine (Qsymia®, laboratoires Vivus). Des 
antidiabétiques peuvent également être prescrits pour traiter l’obésité. C’est le cas du 
liraglutide (Victoza®, Novo Nordisk) un agoniste de GLP-1R. Bien que cette indication soit 
autorisée aux États-Unis, elle ne l’est pas en France. Au final, un seul médicament contre 
l’obésité est réellement sur le marché et peut être pris de façon chronique. Il s’agit de 
l’orlistat (Xenical®, Roche ; Alli®, GlaxoSmithKline), une statine inhibitrice de la lipase 
gastrique et pancréatique limitant l’absorption des graisses. Ce tableau ne dépeint ainsi 
aucun agoniste du MC4R sur le marché. Néanmoins, une molécule est actuellement en 
phase clinique et son histoire révèle la complexité de développer un agoniste MC4R dans le 
traitement de l’obésité. 

 
- Traitements en développement  

Plusieurs molécules sont actuellement en essais cliniques comme des polyagonistes 
GLP-1, GIP, Glucagon. Mais une seule, le Setmélanotide®, un agoniste du MC4R, développée 
par Rythm Pharmaceuticals, est à un stade particulièrement avancé. 
 Le Setmélanotide® est issu comme tous les agonistes peptidiques artificiels du MC4R 
de l’ingénierie des ligands endogènes α- ou β-MSH (Figure 12) dans lesquels est toujours 
retrouvé le tétrapeptide HFRW essentiel pour l’activité agoniste. La première modification 
majeure a été la substitution de la phénylalanine du tétrapeptide par une D-Phe donnant la 
[NLe4,D-Phe7]α-MSH (NDP-α-MSH). Cette modification augmente l’effet agoniste sur la voie 
GS et la stabilité du ligand. Ensuite pour améliorer la pénétration de la molécule dans le 
cerveau, le peptide a été cyclisé via les chaines latérales d’Asp et de Lys pour former le 
mélanotan II. Bien que ces deux molécules donnent des affinités sub-nanomolaires sur 
MC4R, elles restent peu sélectives du MC4R et entrainent des effets secondaires comme une 
aversion gustative (effet off-target), un brunissement de la peau et des cheveux (effet sur le 
MC1R), la stimulation de la fonction sexuelle (érection sponstanée du pénis) et une 
augmentation de la pression artérielle, toutes deux liées à une activité sur le système 
nerveux sympathique. Certains de ces effets sont intéressants d’un point de vue marché 
thérapeutique. Ainsi la NDP-α-MSH a été autorisée en 2014 en France et en 2019 aux États-
Unis sous le nom de Scenesse® pour le traitement prophylactique de la protophyrie 
érythropoïétique, une intolérance sévère de la peau à la lumière. Des études sont en cours 
pour traiter le vitiligo. Quant au mélanotan II, il est commercialisé depuis 2019 aux États-
Unis dans le traitement des troubles sexuels de la femme. À noter que ces deux peptides 
sont vendus sur Internet pour leur propriété auto-bronzante sans faire mention de risques 
cardiovasculaires. Les autres peptides issus de ces deux molécules, malgré une grande 
sélectivité pour le MC4R par rapport aux autres sous-types, présentent eux aussi les mêmes 
effets secondaires avec peu ou pas d’effet sur l’appétit (Fani et al., 2014). Du côté des 
molécules non peptidiques, il s’agit essentiellement de peptido-mimétiques tentant de 
représenter le pharmacophore avec une structure cyclique avec un noyau pyridine ou 
pyrrole. Malgré des formes actives par prise orale, aucune n’a franchi les phases cliniques à 
cause des effets cardiovasculaires. Pfizer a d’ailleurs complété deux phases II  
(NCT00862888, NCT00479570) avec sa molécule PF-00446687 pour le traitement des 
troubles de l’érection et des troubles de la sexualité chez les femmes ménopausées 
(données https://clinicaltrials.gov). Le Setmélanotide® se démarque ainsi de tous les ligands 

https://clinicaltrials.gov/show/NCT00862888
https://clinicaltrials.gov/show/NCT00862888
https://clinicaltrials.gov/show/NCT00479570
https://clinicaltrials.gov/
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MC4R disponibles. Il ne modifie pas la pression sanguine tout en ayant un effet significatif 
sur la diminution de l’appétit et du poids chez des patients obèses déficients en POMC, en 
récepteur à la leptine ou souffrant du syndrome de Prader-Willi (Clément et al., 2018; 
Kühnen et al., 2016). Il est actuellement en phase III (NCT03746522, NCT03287960, 
NCT03651765, NCT03013543, NCT02896192) pour évaluer l’efficacité et la toxicité de la 
molécule pour le traitement de ces pathologies (données https://clinicaltrials.gov). Au 
niveau structural, le Setmélanotide® se différencie du mélanotan II de par son cycle à 7 
résidus formé par un pont disulfure contre un cycle à 6 (une D-Alanine en moins) dans le 
mélanotan II formé par la liaison entre les chaines latérales d’Asp et de la Lys. En dehors du 
cycle, Arg remplace une Nle dans le Setmélanotide. À part ces petites diifférences, le 
tétrapeptide His-D-Phe-Arg-Trp est toujours présent. Des études in vitro ont alors tenté 
d’expliquer l’absence d’effets cardiovasculaires par une sélectivité fonctionnelle de la 
molécule en faveur de la voie Gq/11 responsable des effets sur l’appétit par rapport à la voie 
Gs impliqué dans le tonus sympatique (Li et al., 2016b; Lotta et al., 2019). Le Setmélanotide® 
s’avère plus efficace que α-MSH pour activer les deux voies de signalisation et pour contrer 
l’effet antagoniste d’AgRP en particulier pour la voie Gq/11 (Clément et al., 2018). Bien que 
cela explique la grande efficacité dans la suppression de l’appétit, l’absence d’effets 
cardiovasculaires reste encore mal comprise. 

 
 Ainsi, le marché de l’obésité est actuellement très peu couvert avec des traitements 
peu efficaces et sugés à débat. L’approche multimodale associant régime alimentaire sain, 
activité physique et traitement pharmacologique semble être la stratégie la plus efficace. 
Mais d’un point de vue pharmacologique, peu de molécules passent avec succès les 
différentes phases cliniques par manque d’efficacité ou à cause d’effets indésirables. Bien 
qu’au début prometteur, le développement d’agonistes MC4R, s’est heurté à des effets 
cardiovasculaires importants potentiellement directement liés au rôle du MC4R dans le 
tonus sympathique. Sans ces effets, seul le Setmélanotide® franchit les différentes étapes 
avec succès et devrait arriver sur le marché dans les prochaines années. Il sera le « first in 
class » pour traiter les cas d’obésité génétiques mais il est certain que si la phase IV sur le 
marché est concluante, les indications seront élargies à des cas d’obésité plus fréquents. 
 

L’obésité est ainsi le trouble de l’homéostasie énergétique le plus connu car le plus 
médiatisé. Mais un autre problème de santé publique moins connu touche également des 
millions de personnes dans le Monde, la cachexie, un bouleversement énergétique et 
métabolique lié au développement et l’aggravation d’une maladie chronique. 

https://clinicaltrials.gov/show/NCT03746522
https://clinicaltrials.gov/show/NCT03287960
https://clinicaltrials.gov/show/NCT03651765
https://clinicaltrials.gov/show/NCT03013543
https://clinicaltrials.gov/show/NCT02896192
https://clinicaltrials.gov/
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Figure 12. Développement à partir de l’hormone mélanotropes des principaux agonistes 
peptidiques MC4R sur le marché ou en phase clinique III. Seul le Setmélanotide® est en 
phase III pour le traitement de l’obésité. L’afamélanotide est indiqué pour le traitement de la 
protophyrie érythropoïétique. Le mélanotant II est autorisé aux États-Unis pour les troubles 
de la sexualité de la femme. Les positions modifiées par rapport à l’α-MSH sont indiqués en 
couleurs. Les noms commerciaux des différentes molécules ainsi que les laboratoires les 
développant sont spécifiés entre parenthèses. 
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5.2 Cachexie cancéreuse 
 

- Définition  
 Plusieurs définitions ont été proposées au cours de la dernière décennie. La plus 
générale définit la cachexie comme un syndrome métabolique complexe associé à une 
maladie et caractérisé par une perte de la masse musculaire avec ou sans perte de masse 
graisseuse.(Evans et al., 2008). Elle représente une conséquence clinique sévère de presque 
toutes les maladies chroniques dans un stade avancé en particulier le cancer. On parle alors 
de cachexie cancéreuse.  
 

- Un problème de santé publique 
En 2018, l’incidence du cancer, tous types confondus, a été estimée à 18.1 millions de 

nouveaux cas (Ferlay et al., 2019) dans le Monde dont 382 000 en France (Defossez et al., 
2019). La cachexie cancéreuse toucherait 50% à 80% des malades en fonction du type de 
tumeur (von Haehling et al., 2016) et serait responsable indirectement d’au moins 20% des 
décès (Argilés et al., 2014). Sa contribution dans la morbidité et la mortalité des cancers, 
l’altération de la qualité de vie des malades qu’elle induit et les importantes dépenses de 
santé associées font de la cachexie cancéreuse un problème de santé publique majeur 
(Farkas et al., 2013). 

 
- Un diagnostic difficile 

Le diagnostic est principalement basé sur une certaine perte de poids sur une période 
donnée : supérieure à 5% sur 6 mois sans volonté du malade de perdre du poids. Pour les 
personnes ayant un indice de masse corporelle déjà bas (inférieur à 20kg/m2) ou déjà 
atteints de sarcopénie4 comme les personnes âgées, le diagnostic se fait à partir d’une perte 
de poids de 2% (Fearon et al., 2011). Or, la perte de poids ne reflète pas à elle seule tous les 
changements pathophysiologiques liés à la cachexie cancéreuse. Plus que le poids, c’est la 
modification de la composition du corps qui compte avec notamment la perte de masse 
musculaire. Pour des malades recevant un traitement anti-cancéreux avec un poids stable ou 
augmenté, la sarcopénie peut être totalement occultée par l’accumulation de fluides (par 
exemple dans les ascites5). Le même problème est présent pour les patients obèses pour 
lesquels la sarcopénie est grandement négligée. Ainsi en 2011, un consensus a été pris sur 
les différents critères à évaluer. L’anorexie doit être évaluée fréquemment au minimum par 
le patient lui-même par rapport à sa prise alimentaire normale. Le métabolisme 
hypercatabolique lié à l’inflammation et à la tumeur peut être évalué par le dosage de la 
protéine C réactive. Les évaluations de la masse et de la force musculaire sont également 
majeures et peuvent être faites respectivement par imagerie à résonnance magnétique et 
par des tests d’efforts comme la dynamométrie de la poignée de main. Enfin, l’aspect 
psychologique ne doit pas être négligé. 

 
- Physiopathalogie 

La présence de la tumeur et la prise d’un traitement anti-cancéreux (chimiothérapie 
et radiothérapie) altère le bon fonctionnement métabolique de l’organisme avec une perte 
d’appétit associée à un métabolisme inefficace aboutissant à une balance énergétique 

                                                 
4 La sarcopénie est une perte progressive et élevée de la masse, de la force et de la fonction musculaires. 
5 Une ascite ou épanchement liquidien intra-abdominal est une accumulation de liquide dans l'abdomen. 
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négative et donc à une perte de la masse musculaire.  
Plusieurs mécanismes rentrent en jeux. Le premier est un gaspillage énergétique avec 

une augmentation des dépenses énergétiques de repos. D’une part, la tumeur consomme de 
grandes quantités de glucose et d’acides aminés pour se développer. D’autre part, la 
fonction des mitochondries du muscle squelettique de patients cachectiques est totalement 
altérée. Par exemple, la production d’ATP via la chaine respiratoire est dégradée avec une 
production accrue de protéines découplantes UCPs (Argilés et al., 2014). Associé à une 
augmentation de la protéolyse musculaire et de l’apoptose, tout ceci favorise une atrophie 
musculaire. Le deuxième mécanisme important est une inflammation systémique avec la 
production de cytokines pro-inflammatoires par la tumeur ou par les cellules immunitaires 
de l’hôte. L’interleukine 1 joue un rôle clé en diminuant l’activité des neurones ARCAgRP/NPY et 
en stimulant celle des neurones ARCPOMC. Ces derniers libèrent alors le peptide anorexigène 
α-MSH et inhibe celle du peptide orexigène NPY (Scarlett et al., 2007). La conséquence est 
une diminution drastique de l’appétit conduisant à une anorexie. En outre l’activation du 
système des mélanocortines participerait également à l’atrophie musculaire (Cheung and 
Mak, 2012; Joppa et al., 2007). En périphérie, paradoxalement, le taux de ghréline est 
particulièrement élevé dans des cas de cachexie cancéreuse. Il représenterait peut-être une 
façon qu’a l’organsime de contrer l’anorexie mais il semble plus probable que ce soit le signe 
d’une résistance à la ghréline. Les mécanismes sous-jacents ne sont pas encore bien 
identifiés. On pourrait imaginer que la stimulation des voies anorexigènes soit trop forte 
pour que la ghréline ait un effet sur l’appétit. Par contre, des études ont montré le rôle que 
pouvait jouer la ghréline dans l’inhibition de la protéolyse et de l’apoptose de cellules 
musculaires (Reano et al., 2014). Cet effet serait lié à l’activation de son récepteur GSHR-1a 
au niveau de l’hypophyse entrainant la libération d’hormone de croissance qui active à son 
tour une cascade de signalisation (Reano et al., 2014). Bien que ce ne soit pas systématique, 
le tissu adipeux blanc peut également être touché avec notamment une augmentation de la 
lipolyse sans doute en réponse à la balance énergétique négative. En outre, l’étude de 
modèles animaux cachectiques montrerait une transformation d’une partie du tissu adipeux 
blanc en tissu adipeux brun augmentant ainsi les dépenses énergétiques et renforçant le 
gaspillage énergétique (Petruzzelli et al., 2014). Les autres mécanismes sont une résistance à 
l’insuline et une diminution des niveaux d'hormones anabolisantes comme la testostérone 
favorisant la perte musculaire.  

Ce tableau clinique montre ainsi l’implication de différents organes dans une balance 
énergétique fortement négative. C’est pour cela que la cachexie cancéreuse peut être 
considérée comme un syndrome multi-organes et multi-factoriel (Figure 13). 

 
- Traitemenst actuels 

Les principales interventions ciblent une alimentation équilibrée associée à une 
activité physique. Cependant, ces approches doivent être adaptées à chaque patient et les 
bienfaits restent pour l’instant hypothétiques comme peu d’essais cliniques s’y intéressent 
vraiment. Concernant les traitements pharmacologiques, un seul est communément utilisé : 
l’acétate de mégestrol (MEGACE), un dérivé de la progestérone autorisé depuis 1993 par la 
FDA dans le traitement de l’anorexie, la cachexie et de la perte de poids inexpliquée chez des 
patients atteints du SIDA. Pris oralement, il augmente l’appétit. Le mécanisme précis 
d’action n’est pas connu mais il diminuerait la libération du neuropeptide Y (Aoyagi et al., 
2015). Malgré une action orexigène, les effets sur le poids et la qualité de vie du malade ne 
sont pas significatifs (Roeland et al., 2016). En outre si une prise de poids est observée, elle 
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est souvent de courte durée et représente en réalité une augmentation du tissu adipeux 
associé à une perte de masse musculaire (Loprinzi et al., 1993). Enfin, la prise d’acétate de 
mégestrol augmente les risques de développer une thrombose veineuse, un rash et des 
problèmes gastro-intestinaux (Anderson et al., 2017). Ces effets sont particulièrement 
indésirables dans un contexte cancéreux où le malade reçoit déjà des traitements qui 
accroissent ces risques. 

Les corticoïdes peuvent être également precrits mais leur utilisation est souvent 
limitée dans le temps pour prévenir les effets indésirables dermatologiques et gastro-
intestinaux. 

 
 Au final, il n’existe pour l’instant aucun traitement efficace pour soigner la cachexie 
cancéreuse. Néanmoins deux molécules à prise orale présentent des résultats prometteurs 
en essai clinique.  

 
 

 
Figure 13. La cachexie cancéreuse, un syndrome multi-organes. Le principal signe clinique, 
la fonte musculaire, résulte en réalité de la conjonction de l’altération du bon 
fonctionnement de différents organes. Le premier facteur important est la modification du 
métabolisme vers un gaspillage énergétique au niveau du muscle squelettique et renforcé 
par le tissu adipeux blanc. Le deuxième, une inflammation systémique, cause la libération de 
médiateurs pro-inflammatoires altérant notamment les systèmes de l’homéostasie 
énergétique. Cette inflammation associée à la tumeur augmente fortement les dépenses 
énergétiques. Ainsi, l’association d’une’anorexie et d’un métabolisme inefficace dans un 
contexte de forts besoins énergétiques est à l’origine de la perte de masse musculaire. 
(Adapté de Argilés et al., 2014) 
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- Traitements en développement : vers une approche multimodale 
Le premier traitement prometteur est l’Enobosarm (GTx-024; GTx, Memphis, TN, 

USA). C’est un modulateur non stéréoïdien sélectif du récepteur aux androgènes qui stimule 
l’activité anabolique et androgénique favorisant ainsi la fonction et la prise musculaire chez 
des patients atteints de cachexie cancéreuse tout en ayant des effets secondaires tolérables 
par les malades (Dobs et al., 2013). Néanmoins, des rapports préliminaires d’une phase III 
(NCT01355484) montrent qu’une dose de 3 mg n’a pas permis de montrer une amélioration 
significative de la masse musculaire (https://clinicaltrials.gov).  

Le deuxième et le plus prometteur est l’anamoréline (Helsinn Healthcare SA), un 
analogue de la ghréline sélectif du récepteur GSHR et actif par voie orale. Une phase II 
(NCT01505764 ) a montré un effet anabolisant avec une augmentation de la masse 
musculaire mais aussi un effet positif significatif sur le poids, le score de qualité de vie mais 
pas sur le score d’appétit ni sur sur la force de la poignée de main (Garcia et al., 2015). Deux 
phases III ont confirmé ces résultats même si l’effet orexigène n’a pas été évalué (Temel et 
al., 2016). Ces résultats ne sont pas tout à fait inattendus. Les malades inclus dans la phase III 
présentaient une cachexie réfractaire (perte de poids supérieure à 5% à 6 mois) donc une 
perte importante de la masse musculaire. Or l’ampleur de la force générée par unité de 
masse musculaire chez ces personnes est diminuée par rapport à des sujets en bonne santé. 
Ainsi il leur faudra développer une masse musculaire plus importante pour faire le même 
exercice. À cause de cette absence d’amélioration de la force musculaire, l’agence 
européenne du médicament a refusé la mise sur le marché de l’anamoréline en 2018, ce qui 
pose plusieurs questions relatives à la définition des essais cliniques dans le cas de la 
cachexie cancéreuse. Dans un article de 2015, Fearon et al. demandent aux autorités de 
santé une meilleure concordance entre la significativité de l’effet demandé et ce qui est 
possible de démontrer en essai clinique pour un syndrome aussi multifactoriel que la 
cachexie cancéreuse (Fearon et al., 2015). Cela éviterait d’abandonner des traitements 
prometteurs pour pouvoir les inclure ensuite dans une approche multimodale. En effet, il 
semble peu probable qu’un seul médicament traite tous les aspects de la cachexie 
cancéreuse. La meilleure stratégie serait de combiner un médicament orexigène comme 
l’anamoréline avec un traitement anabolisant comme l’Enobosarm. Mais cela ne sera 
possible que si les deux molécules ne sont pas bloquées en phase clinique. 

 
 
 En conlusion, que ce soit l’obésité ou la cachexie cancéreuse, aucun traitement 
pharmacologique efficace n’est pour l’instant sur le marché. Bien que plusieurs molécules 
soient en développement, peu ciblent le MC4R. Pourtant, les connaissances actuelles 
montrent que ce récepteur pourrait être une cible clée dans le traitement de ces troubles 
métaboliques. Depuis une vingtaine d’années, la principale stratégie a été l’ingénierie des 
ligands endogènes afin de mimer leur pharmacophore. Bien que beaucoup de travail ait été 
fait dans ce sens, les mêmes problèmes qu’avec les ligands endogènes ont été rencontrés 
avec les ligands artificiels. Dans le cas des agonistes, des effets cardio-vasculaires ont limité 
par exemple le développement de plusieurs molécules dans le traitement de l’obésité. 
Concernant les antagonistes, ce serait plutôt des problèmes de rendements de synthèse 
et/ou de manque d’efficacité in vivo. Ainsi dans le cas du MC4R, mimer les ligands 
endogènes du MC4R s’avère être une stratégie peu efficace. Une solution serait d’explorer 
une source connue pour sa diversité structuralet et son potentiel thérapeutique, à savoir les 
venins.  

https://clinicaltrials.gov/show/NCT01355484
https://clinicaltrials.gov/show/NCT01505764
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6.  Diversité et intérêt thérapeutique des 
toxines animales 

 

6.1 Venin versus Poison 
 

Les deux termes sont souvent utilisés comme synonymes. Pourtant ils correspondent 
à deux mélanges complexes totalement différents. 

 
« Le venin est une sécrétion, produite par un animal dans une glande spécialisée et 

administrée à un autre organisme via la génération d’une blessure (aussi petite qu’elle soit), 
contenant des molécules qui perturbent les processus physiologiques et biochimiques 
normaux de la victime de telle sorte à faciliter l’alimentation, la défense ou la compétition de 
l’animal producteur » (Fry et al., 2009).  

 
De cette définition, le venin diffère du poison principalement par son mode de 

production dans un organe dédié à sa synthèse. À l’opposé, les espèces animales sécrétant 
ou renfermant dans leur peau un poison accumulent des molécules produites par des 
mircoorganismes comme la tétrodotoxine retrouvée dans la chair du poisson-globe ou issues 
de leur alimentation comme l’épibatidine des petites grenouilles dendrobates. En outre, les 
espèces venimeuses injectent directement dans la circulation systémique leur cocktail de 
molécules via des systèmes d’inoculation variés, du cnidocyste microscopique des Cnidaires 
aux crochets de plusieurs centimètres de Bitis gabonica (Figure 14) (Lewis and Garcia, 2003). 
Récemment, un système d’inoculation surprenant a même été décrit chez deux espèces de 
grenouilles (Corythomantis greeningi et Aparasphenodon brunoi) (Jared et al., 2015). Ces 
amphibiens utilisent des épines osseuses de leur crâne pour administrer les sécrétions 
toxiques de leur peau chez un assaillant. Au contraire, un poison pénètre de façon passive 
dans l’organisme-cible par ingestion, inhalation ou absorption à travers la peau. 

D’une façon générale, les molécules contenues dans les deux types de sécrétions 
sont appelées des toxines. C’est un terme générique qui ne prend en compte ni l’origine 
phylogénétique ni la nature chimique des molécules. Dans les venins, les toxines se réfèrent 
à la partie peptidique du mélange qui contient en outre des protéines, des sels et des 
composés organiques comme des acides aminés et des neurotransmetteurs (Casewell et al., 
2013). Dans les poisons, elles sont représentées essentiellement par des alcaloïdes plus 
hydrophobes et plus à même de passer les barrières physiques de l’organisme (peau, 
muqueuses, …). Dans ce manuscrit, une toxine sera arbitrairement définie comme un 
peptide de moins de 120 résidus identifié dans le venin d’une espèce animale sans préjuger 
de son activité toxique.  

Dans la dernière partie de la définition, la fonction est déterminante pour la survie de 
l’organisme. Le venin peut être défensif comme un poison mais peut également jouer un 
rôle dans la prédation ou plus rarement dans la compétition pour la reproduction, par 
exemple dans les combats entre deux ornithorynques mâles. Dans tous les cas, au cours de 
l’évolution les pressions de sélection ont façonné cette arme chimique. Comprendre 
l’histoire évolutive, c’est appréhender la richesse moléculaire des venins et leur potentiel en 
développement thérapeutique. 
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Figure 14. Diversité des principaux systèmes d’injection des animaux venimeux : harpon 
chez les cônes, cnidocystes chez les Cnidaires (anémones et méduses), dents chez les 
serpents et les lézards, chélicères chez les araignées, aiguillon chez les scorpions. (Adapté de 
Lewis and Garcia, 2003) 

 

6.2 Histoire évolutive des venins 
 

- Une innovation apparue à plusieurs reprises 
L’innovation venimeuse est retrouvée dans un nombre impressionnant d’animaux 

parfois très éloignés d’un point de vue phylogénétique. L’essentiel des espèces venimeuses 
sur Terre est représenté par des arthropodes dont les Chélicérates (araignées, scorpions), les 
Chilopodes (myriapodes) et les Insectes. Ces derniers représentent à eux seuls 150 000 des 
170 000 espèce venimeuses estimées (von Reumont et al., 2017). Outre ces espèces, 
d’autres taxons ou clades peuvent aussi être considérées comme venimeux : les sangsues, 
les tiques et les chauves-souris vampires qui injectent un cocktail anticoagulant pour se 
nourrir du sang de leur proie. De plus, grâce à l’observation de l’effet d’une morsure, à 
l’exploration de nouveaux biotopes et l’étude fine de l’anatomie des espèces, de nouveaux 
animaux continuent de compléter la liste des espèces venimeuses comme le Loris Nycticebus 
sp., seul primate venimeux dont les glandes brachiales sécrètent des molécules allergisantes 
(Hagey et al., 2007) ou encore l’espèce de rémipède Xibalbanus tulumensis, seul crustacé 
venimeux découvert dans une doline du Yucatán au Mexique (von Reumont et al., 2017). Au 
total, la fonction venimeuse serait apparue de façon indépendante au moins à 20 reprises 
(Figure 15) (Casewell et al., 2013). Elle représente ainsi un parfait exemple d’évolution 
convergente donnant un avantage sélectif aux espèces venimeuses. Un tel succès évolutif 
est déterminé par des pressions de sélection fortes sur la composition du venin. 
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Figure 15. Arbre représentant les grands groupes d’animaux venimeux. Les branches 
colorées indiquent les lignées incluant des membres avec un système venimeux. (Adapté de 
Fry et al., 2015) 

 
- Pressions de sélection : moteur de la diversité moléculaire entre individus 

L’utilisation défensive ou prédatrice d’un venin détermine les pressions de sélection 
qui vont s’exercer sur l’espèce venimeuse. Un venin purement défensif comme chez les 
abeilles ou les poissons doit avoir une action immédiate causant une intense douleur 
localisée au point d’injection (Church and Hodgson, 2002; Peiren et al., 2005). Chez de 
nombreux groupes, la défense est une fonction secondaire du venin. Dans ce cas, aucune 
démonstration de l’effet de pressions de sélection sur la composition du venin n’a été faite à 
ce jour. Pour un venin à vocation prédatrice, c’est tout le contraire. Entre la proie et le 
prédateur venimeux s’exerce une réelle course à l’armement au cours de laquelle la 
résistance de la proie et l’arsenal de l’espèce venimeuse coévoluent par pression de 
sélection mutuelle selon l’hypothèse de la Reine Rouge (Van Valen, 1973). Cette hypothèse 
fait référence à un célèbre passage de « De l’autre côté du miroir », deuxième livre d’Alice 
au pays des merveilles de Lewis Carrol. Poursuivie par la Reine Rouge, Alice lui demande 
«Mais, Reine Rouge, c'est étrange, nous courons vite et le paysage autour de nous ne change 
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pas ?» La Reine répondit : «Ici il faut courir pour rester à la même place. Pour aller quelque 
part, il faudrait courir deux fois plus vite» (Carroll, 1871). La course à l’armement est 
continue jusqu’à l’extinction d’une des deux espèces : la proie (Alice) ou le prédateur 
venimeux (la Reine Rouge). La composition du venin est ainsi adaptative et peut dépendre 
des changements ontogéniques du régime alimentaire. Par exemple, le venin des juvéniles 
Bothrops jararaca, un crotale sud-américain, montre une toxicité plus accrue envers leurs 
proies de prédilection, les Amphibiens, que celui des adultes se nourrissant 
préférentiellement de Mammifères (Andrade and Abe, 1999). Des exemples similaires sont 
retrouvés chez les araignées mâles Atrax robustus qui produisent étant juvéniles un venin 
contre les Insectes mais qui une fois adultes, arrêtent de se nourrir pour se consacrer à la 
recherche d’une femelle et développent un venin défensif contre les vertébrés (Jelinek, 
2001). Il était communément supposé qu’un prédateur venimeux injecte le même cocktail 
de toxines à une proie et à un assaillant. Une étude publiée en 2014 montre que la 
composition du venin injecté par un cône piscivore Conus geographus est en réalité 
différente suivant le stimulus extérieur (Dutertre et al., 2014). Dans une situation de défense, 
l’animal administre des toxines paralysantes bloquant les récepteurs neuromusculaires, 
expliquant l’effet mortel chez l’Homme. Au contraire, pour capturer une proie, le venin ne 
contient pas ces toxines et sa composition est spécifique de la proie, un poisson en 
l’occurrence. Un cas similaire est observé avec le prévenin du scorpion Parabuthus 
transvaalicus. Ce prévenin cause une douleur aigüe à des fins défensives alors que le venin 
plus riche en toxines est réservé à de grosses proies (Inceoglu et al., 2003).  
 

Les pressions de sélection et notamment celles liées à la relation proie-prédateur 
conditionnent ainsi l’évolution du venin en maintenant ou pas dans les populations des 
évènements génétiques à l’origine de nouvelles toxines animales. 

 
- Quel est l’origine des gènes codant pour les toxines ? 

Dans ces évènements génétiques, la duplication génétique semble être un processus 
clé pour le recrutement de gènes dans la glande à venin. Cet évènement peut se produire à 
plusieurs reprises. Les mutations seront ensuite à l’origine de la néofonctionalistion du gène 
dans la glande à venin. Au cours de ce processus, certaines copies du gène peuvent 
dégénérer en pseudogènes ne conduisant plus à l’expression d’une protéine. Cependant la 
duplication est loin d’être le seul processus évolutif (Figure 16). Un gène physiologique peut 
accumuler suffisamment de mutations au cours du temps pour finir par coder pour une 
toxine, perdant ainsi sa fonction physiologique première. L’épissage alternatif est également 
un moteur clé d’évolution. C’est un mécanisme post-traductionnel impliquant la 
modification et le réarrangement d’exons. Cela a pour conséquence l’expression de 
différentes protéines (isoformes) à partir de la même séquence génétique réduisant ainsi le 
coût associé au maintien de familles multigéniques tout en augmentant la complexité du 
protéome. Ces isoformes peuvent agir sur différentes cibles et avoir des propriétés 
physicochimiques complètement différentes. En outre, des évènements plus complexes 
peuvent se produire comme la duplication ou la perte d’un ou plusieurs domaines d’un gène 
ancestral (Casewell et al., 2013). Tous ces évènements concourent à la diversité et la 
complexité moléculaire d’un venin. Si le gène code pour une toxine permettant une capture 
plus rapide de la proie, celui-ci sera sélectionné au cours des générations. On parle alors de 
pression de sélection positive.  
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Par ces différents mécanismes, les pressions évolutives ont façonné d’une part la 
biodiversité venimeuse et d’autre part la diversité moléculaire des venins. Un venin est 
efficace si les toxines atteignent rapidement leurs cibles pour permettre la capture de la 
proie ou la fuite de l’assaillant. Les venins ont ainsi évolué pour cibler des systèmes 
physiologiques atteignables par voie sanguine en particulier le système nerveux et le 
système cardiovasculaire. 

 
Figure 16. Mécanismes à l’origine de l’évolution des venins. A) Duplication d’un gène 
physiologique aboutissant à un gène codant pour une toxine. B) Modification d’un gène 
physiologique. C) Épissage alternatif d’un même gène donnant soit une toxine soit une 
autre protéine. D) Duplication d’un domaine ancestral issu d’un précurseur à plusieurs 
domaines. E) Perte de domaines d’un précurseur consécutive à la duplication d’un 
précurseur à plusieurs domaines donnant ainsi différentes possibilités de toxines. • : 
évènements de duplication de gène. (Adapté de Casewell et al., 2013) 
 

- Convergence des activités biologiques 
Comme le montre la Figure 17, il existe un incroyable degré de convergence évolutive 

entre les toxines de différentes espèces sur une même cible moléculaire. Par exemple, des 
toxines peuvent bloquer la transmission du signal nerveux et causer la paralysie ou la mort 
de la victime par asphyxie ou arrêt cardiaque. Cet effet peut être obtenu à différents niveaux 
de l’influx nerveux : avant les synapses en bloquant par exemple l’activité des canaux 
sodiques, au niveau de l’axone en agissant sur les canaux calciques ou en post-synaptique de 
la jonction neuromusculaire via les récepteurs à l’acétylcholine. Les effets cardiovasculaires 
sont quant à eux généralement liés à une perturbation à différentes étapes de l’hémostase 
conduisant à des hémorragies ou au contraire à la formation de caillots.  
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Figure 17. Convergence évolutive des activités des toxines animales. A) Sites de convergence 
des toxines hémotoxiques numérotés de 1 à 9. B) Sites de convergence des toxines 
neurotoxiques numérotés de 1 à 8. Les noms des toxines responsables de l’activité sur une 
cible sont listés sous chaque cible moléculaire et associés à une image de l’animal producteur. 
La signification des images est décrite dans l’encadré « légende ». (Adapté de Casewell et al., 
2013) 
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Au cours de l’évolution, les toxines animales se sont également caractérisées par leur 
richesse en ponts disulfure, ces derniers étant formés par l’oxydation des fonctions thiols de 
deux cystéines. Nous allons voir dans la prochaine partie le rôle que jouent ces ponts et 
l’importance de leur arrangement dans l’activité d’une toxine. 
 

6.3 Convergence et diversité des motifs de cystéines  
 

- Statistiques  
Les toxines animales sont connues pour leur forte réticulation. Le nombre de ponts 

disulfure peut grandement varier en fonction de la taille du peptide. Les contryphans (moins 
de 10 résidus) de cônes présentent par exemple un seul pont disulfure alors que les 
disintégrines (> 60 résidus) de serpents ou les Phospholipases A2 (PLA2) (>100 résidus) 
possèdent respectivement 12 et 14 cystéines. Les ponts disulfure impliquent le plus souvent 
deux cystéines d’une même séquence peptidique formant ainsi un pont intra-chaine 
structurant le peptide. Néanmoins, certaines toxines peuvent posséder un nombre impair de 
cystéines. Dans ce cas, la cystéine libre peut être impliquée dans un pont inter-chaine d’un 
peptide multimérique (Quinton et al., 2009) ou porter différentes modifications post-
traductionnelles (PTMs) comme une cystéinylation (Robinson and Norton, 2014), des 
lipidations (par exemples : S-acylation or S-prénylation) (Tate et al., 2015), une ADP 
ribosylation (McDonald and Moss, 1994) ou encore une nitrosylation (Qin et al., 2013). Bien 
que ces modifications modulent potentiellement l’activité de la protéine, elles restent peu 
caractérisées chez les toxines et ne seront pas présentées dans cette partie. En 
s’affranchissant de ces cas particuliers, Lavergnes et al. ont identifié dans les bases de 
données UniProtKB/Swiss-Prot et TrEMBL (2015) 2 022 toxines animales. Au total, les 
auteurs ont comptabilisé 44 motifs différents, 86 en tenant compte de l’arrangement des 
ponts (Lavergne et al., 2015a). Plus de la moitié sont retrouvés dans au moins deux clades 
venimeux différents et correspondent à seulement 14 familles de toxines (Fry et al., 2009). 
On peut ainsi différencier les motifs largement répandus au sein de différentes lignées 
venimeuses de ceux qui sont propres à certains clades. 

 
- Motifs de cytéines les plus répandues  

Ces motifs témoignent d’un formidable recrutement convergent au sein de 
différentes lignées venimeuses. Parmi eux, deux sont particulièrement abondants dans les 
venins et couvrent deux cas de lien structure-fonction. Le premier, le motif Inhibitor Cystine 
Knot (ICK), montre une flexibilité dans la longueur des boucles associée à une diversité 
d’activités. Au contraire, le motif Kunitz est caractérisé par une conservation de la longueur 
des boucles avec une diversité d’activité beaucoup plus restreinte. 
 

o Motif Inhibitor Cystine Knot (ICK)  
 Origine animale 

Historiquement, le motif ICK a été pour la première fois identifié dans l’inhibiteur PCI 
de la carboxypeptidase A de la pomme de terre (Rees and Lipscomb, 1982). Avec la 
découverte d’autres protéines possédant ce motif comme les inhibiteurs de la trypsine des 
Cucurbitaceae, le nom générique de « knottin » a fait son apparition (Le Nguyen et al., 1990). 
Par la suite, il a été retrouvé dans nombre de protéines et de clades différents : les cyclotides 
de plantes, les protéines Agouti-related peptide et Agouti-signaling peptide (ASIP) des 
mammifères et bien sûr dans les toxines animales (Postic et al., 2018). Ces dernières 
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représentent 15% des toxines identifiées dans UniProtKB/Swiss-Prot et TrEMBL en 2015 par 
Lavergnes et al. En 2019, la base de données KNOTTIN (Postic et al., 2018) comptabilise 
quant à elle 2 107 séquences ICK présentes dans les clades venimeux. Cependant, la base ne 
tient pas compte de la longueur des peptides et ne rassemble donc pas uniquement des 
toxines. Dans les deux cas, les toxines ICK sont retrouvées majoritairement dans les venins 
d’araignées mais aussi chez les cônes (Robinson and Norton, 2014) et les scorpions (Chen et 
al.; Gao et al., 2013).  

 
 Structure  

Les ICK sont définies par la séquence consensus 
suivante : 
 -C-x(3–7)-C-x(3–8)-C-x(0–7)-C-x(1–4)-C-x(4–13)-C- où x 
est n’importe quel acide aminé (Norton and Pallaghy, 
1998). La structure qui en découle est caractérisée par 
deux ou trois feuillets Bêta antiparallèles stabilisés par 
trois ponts disulfure avec un arrangement en C1-C4, C2-
C5 et C3-C6 (Figure 18). Les deux premiers ponts forment 
un anneau traversé par le troisième formant ainsi un 
nœud, d’où le nom de la famille. Cette structuration 
confère aux toxines ICK une forte stabilité chimique, 
thermique et biologique (Saez et al., 2010).  
 

 Activités pharmacologiques 
Les toxines ICK ont été décrites exclusivement 

pour leur activité sur les canaux ioniques (Zhu et al., 
2003). Celles issues d’araignées ou de cônes ciblent toute 
une diversité de canaux, incluant des canaux sodiques, 
potassiques, calciques, ... Celles de scorpions ne 
représentent qu’une faible part de la diversité 
moléculaire de leur venin avec une activité ciblée sur les 
canaux potassiques (Gao et al., 2013). 

 
Canaux Nav : 
Parmi les canaux ioniques, les cibles 

préférentielles des ICKs d’araignées sont les canaux 
sodiques dépendant du potentiel (Nav) suggérant une 
pression de sélection positive forte vers ces cibles pour 
capturer des insectes. Un pourcentage d’identité de 
séquences élevé entre les canaux sodiques Nav d’insectes et de vertébrés expliquerait 
l’activité de ces toxines sur les canaux humains. Les canaux Nav sont responsables de la 
dépolarisation rapide des cellules excitables nécessaire à l’initiation du potentiel d’action. Il 
existe différents sous-types de canaux Nav, le plus étudié étant le Nav1.7. Des données 
génétiques montrent son rôle crucial dans la nociception. En effet des mutations gain de 
fonction entrainent des neuropathies tandis que des pertes de fonctions sont responsables 
d’une insensibilité congénitale à toute forme de douleur (Cox et al., 2006; Fertleman et al., 
2006). Ainsi Nav1.7 est devenu depuis plusieurs années la cible thérapeutique de choix pour 
découvrir de nouveaux analgésiques, notamment à partir de venins. Sur les 12 familles de 

 

Figure 18. Représentation 
schématique de la structure 
canonique d’une toxine ICK. Les 
feuillets Bêta sont représentés 
en orange. Les chiffres 
correspondent à l’ordre de 
l’extrémité N-terminale (N) à 
l’extrémité C-terminale (C) des 
cystéines impliquées dans la 
formation des ponts disulfure. 
Le pont formant le nœud (knot) 
est représenté en rouge, les 
deux autres sont en vert. Le 
feuillet impliquant la seconde 
cystéine est souvent absent des 
toxines d’araignées. (Adapté de  
Saez et al., 2010) 
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toxines d’araignées actives sur les canaux Nav (NaSpTx) (Figure 19), 8 possèdent un motif ICK 
(Klint et al., 2012). Toutes les araignées produisant ces toxines appartiennent à la famille des 
Theraphosidae du sous-ordre des Mygalomorphes (mygales).  

 

 
Figure 19. Séquences consensus des familles de NaSpTx. La connectivité des ponts est 
indiquée en bleu. Les familles présentant un motif ICK sont soulignées. Les pointillés 
représentent la connectivité théorique qui n’a pas été validée expérimentalement. (Adapté 
de Klint et al., 2012) 
 

Canaux calciques Cav : 
Tout comme les canaux Nav, les canaux calciques dépendant du potentiel sont des 

cibles majeures des toxines d’araignées (King and Hardy, 2012). Sur le plan structural, elles 
sont très diversifiées. Comme exemple d’ICK, on peut citer l’ω-TRTX-Hh1a (Huwentoxine X) 
de Cyriopagopus schmidti (Liu et al., 2006). Cependant, l’essentiel des ICK caractérisées sur 
ces canaux proviennent des venins de cônes et plus particulièrement de la famille des ω-
conotoxines retrouvées essentiellement chez les espèces piscivores. Cette famille a sans 
doute évolué pour faciliter la capture d’une proie via l’induction d’une paralysie flasque en 
agissant sur les canaux calciques (Olivera et al., 1985). Les plus connues sont MVIIA de Conus 
magus et GVIA de Conus geographus(Favreau et al., 2001; Wang et al., 2016). Bien que 
partageant un faible pourcentage d’identité (45% avec les cystéines, 18% sans les cystéines), 
elles ciblent toutes les deux le sous-type Cav2.2 au niveau nanomolaire pour MVIIA ou 
picomolaire pour GVIA. Le canal Cav2.2 est retrouvé majoritairement au niveau des 
terminaisons nerveuses présynaptiques du système nerveux central (SNC) et périphérique 
(SNP) où il initie la libération de neurotransmetteur dans la fente synaptique (Sousa et al., 
2013). Il joue ainsi un rôle important dans la transmission ascendante du message 
douloureux. Le pharmacophore des ω-conotoxines sur Cav2.2 reposerait sur Tyr13 et Lys2, 
deux acides aminés hautement conservés. Néanmoins, ces résidus sont aussi présents dans 
les ω-conotoxines actives sur Cav2.1 (Sousa et al., 2013). Les déterminants de la sélectivité 
entre les deux sous-types n’ont pas encore été élucidés.  
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Canaux potassiques Kv: 
Les canaux potassiques rassemblent une grande famille de canaux ioniques qui 

transportent sélectivement les ions K+ à travers les membranes des cellules excitables 
(neurones ou cellules musculaires) et non excitables. Ce transport est crucial pour la 
génération du potentiel d’action et le maintien du potentiel membranaire de repos. 
L’inhibition des canaux potassiques dépendant du potentiel Kv par des toxines animales peut 
ainsi accroitre l’excitabilité des neurones, entrainant la mort rapide de la proie. L’avantage 
évolutif évident explique l’occurrence dans différents clades venimeux de toxines dirigées 
contre les canaux Kv comme les κ-conotoxines des cônes ou les κ-théraphotoxines 
d’araignées. Cependant, seule une partie d’entre elles possèdent un motif ICK à l’instar de 
PVIIA, une toxine de Conus purpurascens et de κ-theraphotoxin-Pg1a de Chilobrachys 
guangxiensis (Herrington et al., 2006; Shon et al., 1998). De façon plus anecdotique, des ICK 
de scorpions montrent une faible activité micromolaire sur ces canaux. ImKTx1 d’Isometrus 
maculatus a été le premier membre fondateur de la famille des toxines ICK de scorpion 
actives sur les canaux potassiques (λ-KTx) (Chen et al.). Un deuxième membre, MeuKTx, a 
par la suite été identifiée dans le venin de Mesobuthus eupeus (Gao et al., 2013).  
 

 Autres cibles 
Outre les cibles décrites précédemment, les toxines ICK ont été caractérisées sur 

d’autres cibles liées à la nociception. Par exemple, π-TRTX-Pc1a (Psalmotoxin-1) cible le canal 
ASIC1a (Acid sensing ion channel 1a) avec un IC50 de 0.9 nM (Escoubas et al., 2000). Ce canal 
est sensible aux variations de pH liées à l’acidose tissulaire causée par une inflammation ou 
une blessure (Gründer and Chen, 2010). D’après la base de données Arachnoserver, cinq ICK 
d’araignées sont actives à des concentrations nanomolaires sur le récepteur 1 vanilloïde à 
potentiel transitoire (TRPV1), un canal ionotropique exprimé à l’extrémité périphérique des 
neurones sensitifs. Elles proviennent du venin des Theraphosidae Grammmostola roseae et 
Psalmopeus cambridgei (Siemens et al., 2006). Une autre toxine de tarentule, GsMTx4 de 

Grammostola spatulata, agit quant à elle sur les canaux mécanosenseurs des neurones 
sensitifs réduisant la douleur mécanique et neuropathique chez des rats (Park et al., 2008). 
Les toxines ICK présentent d’autres activités comme l’induction de l’érection chez des rats 
par la toxine d’araignée Tx2-6. Cet effet serait sans doute médié par la relaxation du muscle 
lisse du corpus cavernosum du pénis induit par la libération de monoxyde d’azote (Nunes et 
al., 2008). Enfin, les toxines Psalmopetoxines I et II de Psalmopoeus cambridgei ont un effet 
antiplasmodique en inhibant le développement intra-érytrocytaire du parasite Plasmodium 
falciparum (Choi et al., 2004). 
 

o Motif Kunitz 
 Origine animale 

L’inhibiteur pancréatique bovin de la trypsine (BPTI ou aprotinine), membre 
fondateur de la famille des protéases du type Kunitz, a été décrit en 1936 (Kunitz and John, 
1936). Les peptides Kunitz découverts par la suite sont ubiquitaires et sont décrits dans de 
nombreux organismes que ce soient des animaux, des plantes ou des micro-organismes. En 
ce qui concerne les espèces venimeuses, la première toxine du type Kunitz (KTT) a été isolée 
du venin du mamba noir Dendroaspis polylepis polylepis en 1974. Après cette découverte, 
d’autres KTT ont été identifiées dans le venin de nombreux autres groupes incluant les 
serpents, les cônes, les araignées, les scorpions et les arthropodes hématophages comme les 
tiques (Mourão and Schwartz, 2013). À ce jour, 255 KTT sont répertoriées dans la base de 
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données UniProtKB/Swiss-Prot.  
 

 Structure  
Les KTT sont des peptides de 50-60 acides aminés stabilisés par trois ponts disulfure 

et contenant le motif -C-C-C-C-C-C- avec une connectivité en C1-C6, C2-C4 et C3-C5 (Figure 
20A). Les longueurs des boucles sont hautement conservées : x2-C-x2-C-#-x3-C-x3-C-x6-C-x4-
C-x2 où x est n’importe quel acide aminé et # le résidu du site actif responsable de 
l’inhibition des sérine protéases (généralement une lysine Lys) (Laskowski and Kato, 1980). 
Toutes les KTT adoptent une structure α/β appelé le domaine Kunitz. La structure est 
allongée avec une hélice alpha dans la région C-terminale connectée à un des deux/trois 
feuillets Bêta centraux ainsi qu’à l’extrémité N-terminale via les ponts disulfure C1-C6 et C3-
C5. Le pont restant stabilise la région flexible située à l’opposé des extrémités N et C-
terminales (Figure 20B). Ce dernier pont est parfois absent comme chez la Conkunitz de 
Conus consor sans affecter son activité (Bayrhuber et al., 2005). 

 

 
 

Figure 20. Caractéristiques structurales des 
toxines Kunitz. A) Motif de cystéines 
caractéristique avec 3 ponts disulfure. B) 
Structure RMN de la dendrotoxin I de 
Dendroaspis polylepis polylepis. Les 
extrémités N et C-terminales sont notées. 
Les ponts disulfure sont représentés en 
jaune. Numéro pdb : 1DEM (Lancelin et al., 
1994) 
 
 

 Activités pharmacologiques 
Inhibiteur de sérines protéases 
La boucle correspondant aux positions 13 à 18 du BPTI a été montrée comme 

importante dans l’activité inhibitrice de protéases. Selon la nomenclature des sites 
catalytiques peptidiques, ces positions sont notées P3-P2-P1-P’1-P’2-P’3 (Schechter and 
Berger, 1967), P1 étant la position la plus déterminante pour la reconnaissance de la 
protéase. Les inhibiteurs de la trypsine ont typiquement un résidu basique (arginine ou 
lysine) à cette position tandis que les inhibiteurs de la chymotrypsine ont une leucine ou une 
méthionine plus hydrophobe. Cette activité est souvent retrouvée dans les sécrétions 
salivaires des arthropodes hématophages comme les tiques, à l’exemple de l’espèce 
Amblyomma cajennens (Waxman et al., 1990). Dans son venin a été découvert par 
transcriptomique l’ambyomine X, un inhibiteur Kunitz du facteur Xa impliqué dans la 
coagulation mais qui montre également un effet cytotoxique sur plusieurs lignées tumorales 
(Chudzinski-Tavassi et al., 2010). 
 

Canaux potassiques 
Au cours de l’évolution, certains inhibiteurs de protéases ont pu acquérir une 

fonction neurotoxique en ciblant les canaux potassiques. C’est pourquoi on retrouve des KTT 



SYNTHÈSE BIBLIOGRAPHIQUE 

77 

 

avec une fonction duale dans les venins d’anémones de mer, de scorpions et d’araignées 
alors que celles ciblant spécifiquement les canaux potassiques, en particulier Kv1.1, sont 
présentes dans les venins de serpents. Découvertes d’abord dans les venins de mamba, elles 
portent le nom de dendrotoxines. La dendrotoxine K du mamba noir Dendroaspis polylepis 
polylepis bloquent par exemple le canal Kv1.1 à des concentrations picomolaires (Owen et al., 
1997). Le pharmacophore est situé à l’extrémité N-terminale dont les résidus les plus 
importants sont la Lys5 et la Leu9 (Gasparini et al., 1998; Harvey et al., 1997).  

 
Autres activités 
Certaines KTT peuvent porter des activités autres que les principales présentées 

précédemment. Elles concernent principalement d’autres canaux ioniques. La calicludine de 
Dendroaspis anguticeps inhibe les canaux calciques Cav1 avec un IC50 nanomolaire sans 
montrer d’activité contre les protéases ou les canaux potassiques (Schweitz et al., 2006). 
Une activité visant les canaux TRPV1 a également été mise en évidence chez deux KTTs de 
l’anémone de mer Heteractis crispa possédant une thréonine en P1 d’où une faible activité 
inhibitrice de la trypsine (Gladkikh et al., 2015). Enfin une toxine du scorpion Micrurus tener 
tener active les canaux ASIC à l’origine d’une intense douleur en cas d’envenimation (Bohlen 
et al., 2011). Cependant, le motif Kunitz pourrait avoir un spectre d’activité plus large. En 
effet, une toxine de Dendroaspis anguticeps, la mambaquarétine, inhibe le récepteur à la 
vasopressine de type 2 sans présenter les activités des autres KTTs (Ciolek et al., 2017).  

 
Contrairement aux toxines ICK et les KTTs, d’autres familles de toxines sont jusqu’à 

présent spécifiques d’un clade particulier. Certaines peuvent être associées à une grande 
diversité d’activité comme les toxines à trois doigts des serpents tandis que d’autres sont 
plus spécifiques d’une cible moléculaire comme les toxines Cysteine-stabilized-α-helix and β-
sheet (CSαβ) de scorpions ou certains motifs de toxines de cônes. 
 

- Familles spécifiques à certains groupes d’espèces  
o Toxines à trois doigts des serpents (3FTs) (clade : Serpentes) 

 Structure 
 Toutes les 3FTs décrites à ce jour ont été identifiées dans les venins de serpents et 
représentent l’une des familles de toxines les plus grandes de ce clade. Elles peuvent 
représenter jusqu’à 95% des toxines présentes dans le venin du serpent (Sanz et al., 2016). 
De 57 à 82 résidus, elles doivent leur nom à leur structure 3D particulière : trois boucles ou 
doigts issues d’un cœur globulaire hydrophobe, le tout stabilisé principalement par 4 ponts 
disulfure (Figure 21). Certaines ont un pont supplémentaire au niveau du doigt I ou II, la 
position affectant l’activité de la toxine. D’autres sont capables de former des homodimères 
liés de manière non covalente comme l’haditoxin ou covalente comme l’α-cobratoxine. 
Cette dernière est également capable de former un hétérodimère avec différentes 
cytotoxines modifiant son activité (Utkin, 2018). D’une manière générale, la dimérisation des 
3FTs est requise pour la liaison sur le récepteur à l’acétycholine α3β2. 
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Figure 21. Caractéristiques structurales 
des toxines à 3 doigts de serpent. A) 
Motif de cystéines caractéristique avec 
4 ponts disulfure. Un cinquième pont 
représenté en vert est parfois présent. 
L’arrangement des ponts est décrit. B) 
Structure RMN d’une toxine à trois 
doigts de serpent : ρDa1a de 
Dendroaspis anguticeps. Les trois doigts 
et les extrémités N et C-terminales sont 
indiquées. Les ponts disulfure sont 
représentés en jaune. Numéro pdb : 
4IYE (Maïga et al., 2013) 
 

 Activités pharmacologiques 
Les toxines 3FTs représentent la famille de toxines avec le plus large spectre d’activité. 

Elles ciblent des récepteurs canaux, des canaux ioniques dépendant du potentiel, des RCPGs 
et des enzymes impliquées dans différentes fonctions physiologiques. 

 
Signal cholinergique 
Les 3FTs ont d’abord été décrites pour leur activité neurotoxique en ciblant la 

transmission cholinergique à différents sites post-synaptiques du SNC et SNP. L’α-
bungarotoxine, première 3FT découverte en 1963 dans le venin de Bungarus multicinctus, 
montre une activité sur les récepteurs nicotiniques à l’acétylcholine. Ces neurotoxines 
peuvent être classées en trois groupes suivant la sélectivité pour un récepteur donné. Les α-
neurotoxines se lient au récepteur nicotinique musculaire α1 nAChR, empêchant ainsi 
l’acétylcholine de se lier à son récepteur. Elles préviennent par conséquent la transmission 
neuromusculaire (Kini and Doley, 2010). Parmi les neurotoxines, on distingue les 
neurotoxines courtes (60-62 résidus et 4 ponts disulfure) des longues (66-74 résidus et 5 
ponts disulfure) (Kini and Doley, 2010). Les deux lient le même site du récepteur mais le 
cinquième pont sur le doigt II et les différences au niveau de l’extrémité C-terminale 
pourraient expliquer des activités non partagées (Kini and Doley, 2010). Par exemple, les 
neurotoxines longues peuvent lier avec une haute affinité le récepteur neuronal α7 nAChR, 
ce qui n’est pas le cas pour les courtes. Le deuxième groupe, les κ-neurotoxines, 
reconnaissent les récepteurs neuronaux nAChR α3β4, α3β2 et α4β2 (Chiappinelli and Wolf, 
1989; Grant and Chiappinelli, 1985). Elles sont proches structurellement des α-neurotoxines 
longues avec un cinquième pont disulfure dans le doigt II mais sont présentes sous forme de 
dimère. Le dernier groupe concerne les toxines muscariniques ciblant les récepteurs 
muscariniques à l’acétylcholine (mAChR). Certaines sont agonistes, d’autres antagonistes. 
MT7 issue de la même espèce de serpent est quant à elle active uniquement sur le récepteur 
M1 (Mourier et al., 2003). Bien que ne partageant pas le même profil pharmacologique, les 
toxines muscariniques sont proches structurellement des α-neurotoxines courtes.  

Une autre classe de 3FT interfère également avec la transmission neuromusculaire en 
inhibant l’acétylcholine estérase entrainant une accumulation du neurotransmetteur dans la 
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synapse causant une fasciculation6 du muscle (Bourne et al., 1995). Elles sont proches 
structurellement des α-neurotoxines courtes.  

Les 3FTs peuvent aussi agir sur la transmission du signal nociceptif. La mambalgine, 
identifiée dans le venin du mamba noir, cible spécifiquement le canal ASIC1a. Elle montre un 
puissant effet analgésique chez les souris sans entrainer les effets secondaires observés avec 
des opioïdes comme une détresse respiratoire (Diochot et al., 2012).  

D’autres activités liées à la transmission du signal nerveux ont été démontrées. Par 
exemple, l’α-bungaroxine ou l’α-cobratoxine agissent également sur les récepteurs 
ionotropiques à l’acide γ-aminobutyrique (GABA) (McCann et al., 2006). La calciseptine de 
Dendroaspis polylepis, proche des α-neurotoxines, bloquent les canaux calciques. Alors 
qu’on pensait les récepteurs muscariniques à l’acétylcholine, les seuls cibles RCPG des 3FTs, 
certaines toxines ciblent les récepteurs adrénergiques à l’instar de ρ-Da1a et ρ-Da1b 
respectivement sur les récepteur α1A et α2A (Maïga et al., 2012; Quinton et al., 2010; 
Rouget et al., 2010). 

 
Effet cardiotoxique/cytotoxique 
Les cardiotoxines sont retrouvées uniquement dans les venins de cobra et 

représentent le second plus grand groupe de 3FTs après les α-neurotoxines. 
Structurellement, elles ressemblent aux α-neurotoxines courtes (59-62 résidus, 4 ponts 
disulfure) (Kini and Doley, 2010). Injectées, elles tuent l’animal en induisant un arrêt 
cardiaque (Dufton and Hider, 1988). La plupart montrent également un effet cytolytique en 
formant des pores à travers la membrane (Dufton and Hider, 1988).  

 
Coagulation du sang  
Plusieurs 3FTs montrent un effet sur l’aggrégation plaquettaire (hémostase primaire) 

comme la Dendroaspine de Dendroaspis jamesoni (McDowell et al., 1992). Possédant le 
tripeptide RGD, elle inhibe l’interaction entre le fribirnogène et son récepteur.  

L’hémostase secondaire peut aussi être ciblée par les 3FTs. Deux toxines du cobra 
Hemachatus haemachatus inhibent l’activation du facteur X en facteur Xa.  

 
Inhibteurs de la Phospholipase A2 (PLA2) 
En inhibant la PLA2, des 3FTs neutraliseraient l’effet toxique de cette enzyme 

présente dans le venin de l’animal (So et al., 2008) et constitueraient donc un moyen de 
défense en cas de morsures d’autres serpents. 

 
De façon plus anecdotique, la cardiotoxine I du cobra Naja kaouthia, induit 

également la sécrétion d’insuline dans des cellules INS-1E sans affecter la viabilité et 
l‘intégrité des cellules (Utkin, 2018). Un autre exemple sortant des activités toxiques est 
l’actiflagéline isolée du venin deu cobra Walterinnesia aegyptia et activant in vitro la motilité 
des spermatozoïdes de souris (Abd El-Aziz et al., 2018). 

 
Contrairement à la famille précédente, d’autres groupes de toxines spécifiques d’un 

clade montrent une plus grande spécificité pour une cible moléculaire. 
 
 
 

                                                 
6 Contraction anormale du muscle. 
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o Toxines Cysteine-stabilized-α-helix and β-sheet (CSαβ) de scorpions 
 Structure 

Les toxines CSαβ de scorpions représentent la majorité des toxines actives sur les 
canaux potassiques de ce clade (KTx). Ce groupe est divisé en trois familles : les α-KTx de 20 
à 40 résidus, les β-KTx de 45 à 75 résidus et les γ-KTx de 35 à 45 résidus ayant une sélectivité 
différente des α-KTx. La famille alpha est la plus connue avec 280 des 295 KTx décrites dans 
UniProtKB/SwissProt en 2019. Elle rassemble environ 27 sous-familles classées d’après leur 
structure primaire et notées αKTx1-27 (Tytgat et al., 1999). Le motif consensus est le suivant : 
C-x(4,5)-C-x(3)-C-x(6,9)-[GAS]-K-C-[IMQT]-x(3)-C-x-C (Prosite PS01138) avec trois ponts 
stabilisant une hélice alpha et 2 ou 3 feuillets Bêta selon une connectivité en C1-C4, C2-C5, 
C3-C6 (Figure 22A). Un quatrième pont disulfure est parfois observé comme c’est le cas pour 
la Butantoxine (α-KTx12.1) et la Maurotoxine (α-KTx2.3). La structure en CSαβ est également 
retrouvée dans les défensines d’autres arthropodes, de nématodes, de plantes et de 
champignons (Zhu et al., 2005). Les α-Ktx dériveraient de ces peptides aux propriétés 
antimicrobiennes. En effet, il a été montré qu’un petit nombre de mutations étaient 
nécessaires pour convertir une défensine CSαβ en neurotoxine (Zhu et al., 2014). 

 
 Activités pharmacologiques 

Les α-KTx sont essentiellement connues pour leur activité sur les canaux Kv, 
notamment la famille Kv1, mais également sur les canaux potassiques activés par du calcium. 
Cette activité serait permise par une dyade fonctionnelle composée de la lysine K27 
(numérotation de la Charybdotoxin α-KTx1.1) et d’un aromatique (F ou Y) ou un aliphatique 
(L) séparés de 6.6 Å (Dauplais et al., 1997; Gasparini et al., 1998). Dans ce modèle, la chaine 
latérale de la lysine entrerait dans le pore du canal et interagirait avec les chaines de résidus 
acides (D, E) empêchant ainsi l’activation du canal par l’ion K+. L’importance de cette lysine a 
été confirmée à la fois par des études de Structure-Activity Relationship (SAR) dans 
lesquelles une inversion de charge entraine une baisse dramatique de l’affinité et par la 
résolution de la structure 3D du complexe entre la Charybdotoxine (α-KTx1.1) et un canal 
chimérique Kv1.2-Kv2.1 (Banerjee et al., 2013; Carlier et al., 2000). Dans la majorité des α-KTx, 
le rôle de l’aromatique serait joué par une tyrosine Y en extrémité C-terminale comme il a 
été démontré pour la Charybdotoxine (Figure 22B) ou par une phénylalanine comme c’est le 
cas pour la F25 de l’Agitoxine-2 (α-KTx3.2) (Dauplais et al., 1997; Mackinnon et al., 2011). 
Cependant, la découverte de nouvelles sous-familles de KTx montrent que la dyade n’est pas 
forcément requise pour une activité sur les canaux potassiques. Par exemple, la sous-famille 
α-KTx18 dont Tc32 est la représentante, possède une sérine à la place de la lysine et aucun 
aromatique tout en montrant une affinité nanomolaire sur Kv1.3 (Batista et al., 2002). Des 
expériences de docking montrent tout de même que K34 rentrerait dans le pore du canal 
(Stehling et al., 2012). Un autre exemple est donné par la toxine Pi1 (α-KTx6.1). Cette 
dernière inhibe avec un IC50 de 0.44 nM le canal Kv1.2. L’analogue de la toxine sans la dyade 
présente encore une haute affinité (30 nM) démontrant l’importance d’autres résidus qui 
formeraient un anneau basique (Mouhat et al., 2004). En effet, l’immense majorité des 
toxines de scorpions présentent un point isoélectrique basique (pI) de 8. L’importance de cet 
anneau basique est confirmée par l’étude des Parabutoxines 1,2 et 10 (respectivement α-
KTx11.1, α-KTx11.2, α-KTx11.3) caractérisés par un pI acide de 3.82 et 3.88. Aucune ne 
présente la dyade et l’introduction de celle-ci dans la séquence de la Parabutoxine-2 à des 
positions similaires à celles de l’Agitoxine-2 n’améliore que d’un facteur 10 l’affinité 
micromolaire sur les canaux Kv1 (Huys et al., 2004).  

https://prosite.expasy.org/cgi-bin/prosite/get-prosite-entry?PS01138
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Figure 22. Caractéristiques 
structurales des α-Ktx de 
scorpion. A) Motif de 
cystéines caractéristique 
avec 3 ponts disulfure. 
L’arrangement des ponts 
est décrit. B) Superposition 
des structures RMN de la 
Charybdotoxine (α-KTx1.1, 
en magenta, pdb2CRD) et 
de l’Agitoxine-2 (α-KTx3.2, 
en cyan, pdb1AGT). Les 
ponts disulfure sont 
représentés en jaune. Les 
chaines latérales de la 
lysine et de l’aromatique 
formant la dyade 
fonctionnelles sont 
développées et leur 
position au sein de la 
séquence est notée. 
(Bontems et al., 1992; 
Krezel et al., 1995) 

 
o Conotoxines 

Les toxines de cônes ou conotoxines montrent plusieurs motifs de cystéines qui leur 
sont propres. Avec 293 peptides décrits en 2013, le premier est -CC-C-C- relatif aux α-
conotoxines (Akondi et al., 2014). La majorité de ces peptides appartiennent à la 
superfamille A avec l’appariement globulaire en C1-C3, C2-C4. Un troisième pont peut 
également être présent à l’exemple de la toxine PIVA du cône piscivore Conus purpurascens. 
Comme pour la plupart des α-conotoxines, PIVA est un inhibiteur des récepteurs 
nicotiniques à l’acétylcholine post-synaptiques, en particulier le sous-type α1β1γδ (Teichert 
et al., 2006). Les ε-conotoxines représentent également une part importante avec 128 
séquences décrites. Appartenant à la superfamille T, elles partagent le motif –CC-x(4-7)-CC- 
où x correspond à n’importe quel acide aminé. Contrairement aux α-conotoxines, les ε-
conotoxines n’ont été que très peu étudiées (Walker et al., 1999). À l’heure actuelle, aucune 
cible ne leur a été attribuée. Seule une activité sur le récepteur à la somatostatine sst3 a été 
montrée pour la toxine de Conus consor τ-CnVA (Petrel et al., 2013). 
 
 

D’après les données présentées précédemment, il existe clairement une convergence 
structurale au sein des toxines animales. Cependant, il apparait extrêmement difficile de 
prédire avec certitude l’activité d’une toxine en se basant uniquement sur son motif de 
cystéine et sa structure tridimensionnelle. La formation des ponts disulfure suivant un motif 
particulier permet de donner une certaine architecture au peptide lui conférant une stabilité 
et permettant d’exposer les résidus clés pour l’activité biologique. La longueur des boucles 
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et la présence de certains résidus au sein d’entre elles sont ainsi cruciales pour expliquer la 
convergence d’activité entre des motifs très différents. Par exemple, le motif RGD est 
largement répandu dans les toxines inhibant l’agrégation plaquettaire : les 3FTs et les 
toxines d’arthropodes hématophages (Fry et al., 2015). En outre, seule une infime partie des 
motifs actifs sur les canaux potassiques a été présenté précédemment. En réalité, il en existe 
une plus grande diversité (Table 2). À cette complexité structurale et fonctionnelle 
s’ajoutent les PTMs, en particulier au niveau des conotoxines. À ce jour, 15 PTMs différentes 
ont été identifiées dans ce groupe avec une majorité de 4-Hydroxyproline et d’amidation C-
terminale et dans une moindre mesure la gamma-carboxylation du glutamate et le 
pyroglutamate (Conoserver database, 2019). Des PTMs plus rares incluent la sulfatation sur 
des tyrosines, la bromation de tryptophane, la glycosylation et la D-isomérisation d’acides 
aminés. 

Table 2. Motifs de cystéines des toxines actives sur les canaux potassiques Kv. (Adapté de 
Mouhat et al., 2008) 

 Toxine Structure 3D Clade 

Toxine à deux ponts disulfure    

 
Hefutoxine-1 αα Scorpiones 

Toxine à trois ponts disulfure    

 

BgK αα Cnidaires 
ShK 310αα Cnidaires 

Dendrotoxine-1 310ββα (3FT) Serpentes 

 
PVIIA βββ Conus 
HaTX1 310ββ Araneae 

Charybdotoxine αββ Scorpiones 

 

BDS-1 βββ Cnidaires 

Toxine à quatre ponts disulfure    

 

Pi1 αββ Scorpiones 

 
Maurautoxine αββ Scorpiones 

 
 
En résumé, au cours de l’Évolution, des pressions de sélection fortes ont permis à 

certaines espèces d’élaborer un arsenal chimique constitué de peptides que l’on appelle les 
toxines animales. Ces dernières se caractérisent d’abord par une forte réticulation via des 
ponts disulfure qui jouent le rôle de charpente conférant aux toxines animales une grande 
stabilité et déterminant l’orientation des boucles intercystéines. Les motifs de cystéines à 
l’origine de ces ponts sont très diversifiés traduisant une grande diversité structurale. Ils 
peuvent être répandus dans un grand nombre de clades ou être spécifiques de certains 
groupes venimeux. Les pressions de sélection exercées sur les boucles inter-cystéines sont à 
l’origine d’une grande efficacité et sélectivité d’action des toxines animales sur leur cible 
moléculaire. La richesse structurale et fonctionnelle qui résulte fait ainsi des venins un vrai 
réservoir de candidats médicaments. 
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6.4 Applications thérapeutiques  
 

- Des toxines-médicaments sur le marché 
Avec l’avènement de la médecine moderne au XXième siècle, la recherche de 

médicaments à partir de venins a été marquée par différents succès avec la mise sur le 
marché de nouveaux médicaments dérivés d’une toxine animale. Le premier date des 
années 1970. Le Captopril, un inhibiteur de l’enzyme de conversion de l’angiotensine (ACE) a 
été développé à partir d’un pentapeptide du venin du crotale sud-américain Bothrops 
jararaca. Ce peptide est capable à la fois de potentialiser l’effet hypotenseur des 
bradykinines endogènes et d’inhiber l’ACE (FERREIRA, 1965). Après identification du 
pharmacophore formé du motif FAP, le peptide a donné un analogue portant une D-2-
méthyl succinyl-L-proline, le Captopril pour le traitement de l’hypertension artérielle 
(Cushman et al., 1973). Depuis, il y a eu d’autres succès comme l’eptifibatide (Integrellin®) et 
le tirofiban (Aggrestat®). Ces deux molécules sont des dérivés de disintégrines des serpents, 
Sistrusus miliarius et Echis carinatus respectivement. Elles préviennent l’agrégation 
plaquettaire et sont ainsi utilisées pour diminuer le risque d’infarctus du myocarde chez des 
patients à risque (Koh and Kini, 2012). La bivalirudine (Hirulog®) a été développé à partir de 
l’hirudine de la sangsue médicinale Hirudo medicinalis. Il s’agit d’un inhibiteur de la 
thrombine approuvé en 2000, mais également d’un anticoagulant pour traiter des patients à 
risque élevé de développer une thrombocytopénie induite par l’héparine lors d’interventions 
chirurgicales (Warkentin et al., 2008). Le ziconotide ou Prialt® dérivé de la ω-conotoxine 
MVIIA a quant à lui été approuvé en 2004 par la FDA pour le traitement de la douleur. Sa 
fenêtre thérapeutique très étroite nécessite une injection intrathécale et une utilisation en 
dernière intention chez des patients résistants à la morphine (Miljanich, 2004). Enfin, l’étude 
du venin du monstre de Gila, Heloderma horridum, a permis la découverte des exendines 
(Eng et al., 1992). L’exendine-4 a donné le Byetta® approuvé en 2005 pour le traitement du 
diabète de type 2 (Furman, 2012). En outre, deux molécules issues de toxines sont 
actuellement en essais cliniques. La chlorotoxine, issue du scorpion Leiurus quinquestriatus 
hebraeus, a la particularité de bloquer les canaux chlore d’insecte mais surtout de se lier 
avec une forte affinité aux cellules gliales via la MMP-2, une métalloprotéase de la matrice 
extracellulaire surexprimée à la surface de cellules cancéreuses (Deshane et al., 2003). Cette 
particularité a été utilisée pour faire de la chlorotoxine, un outil d’imagerie des tumeurs. Le 
tozuleristide, une version fluorescente de la toxine, a complété une phase I (NCT02462629) 
pour les cancers du SNC chez l’adulte et l’enfant. Actuellement, une phase II/III 
(NCT03579602) est en cours de recrutement pour les mêmes indications 
(https://clinicaltrials.gov). La deuxième toxine est la ShK de l’anémone de mer Stichodactyla 
helianthus ciblant les canaux Kv. Une version améliorée, ShK-186 (dalazatide) est sélective du 
sous-type Kv1.3. Ce sous-type est impliqué dans l’activation des lymphocytes T mémoires 
connus pour leur rôle dans le développement de maladies auto-immunes (Chandy et al., 
2004). Le dalazatide a passé avec succès une phase I (NCT02446340) et Ib (NCT02435342) 
chez des patients atteints de psoriasis et montre une bonne tolérance (Tarcha et al., 2017). 
Selon KPI Therapeutics, la société qui développe le médicament, une phase II serait bientôt 
prévue. 

 Au final, en près de 50 ans, cinq médicaments dérivés de toxines sont actuellement 
sur le marché. Bien que ce nombre paraisse prometteur, l’étude actuelle des toxines 
animales présente plusieurs limites ayant des conséquences sur l’exploration et 
l’exploitation de la richesse pharmacologique contenue dans les venins. 

https://clinicaltrials.gov/show/NCT02462629
https://clinicaltrials.gov/show/NCT03579602
https://clinicaltrials.gov/
https://clinicaltrials.gov/show/NCT02446340
https://clinicaltrials.gov/show/NCT02435342
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- Limites de l’exploration actuelle des venins 
o Diversité venimeuse 

La principale limite concerne la diversité venimeuse étudiée. Depuis le début du 
XXième siècle, les efforts de recherche se sont concentrés principalement sur les grandes 
espèces venimeuses pour deux raisons principales. La première est liée au problème de 
santé publique qu’elles représentent. Selon l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), les 
serpents seraient à eux seuls responsables de 1.8 à 2.7 millions d’envenimations entrainant 
entre 81 410 et 137 880 décès par an. Ainsi les venins des espèces les plus dangereuses pour 
l’Homme ont été les plus étudiés. La deuxième raison concerne les méthodes d’analyse 
biochimique d’un venin. L’approche classique, le bioguidage, consiste à faire des cycles de 
fractionnement du venin et de tests d’activités, jusqu’à l’identification de la molécule 
responsable de l’activité étudiée. Cette stratégie nécessite cependant de grandes quantités 
de venins au départ (plusieurs mg) et est limitée aux espèces produisant une grande 
quantité de venins comme les serpents ou les araignées. Si la quantité de venin de départ 
n’est pas suffisante, l’activité recherchée peut être perdue car la concentration de la 
molécule testée sera devenue trop faible.  

 L’avènement des méthodes omiques dans les années 2000 a ouvert la voie à l’étude 
de petites quantités de venins (µg). Mais cette exploration reste encore focalisée sur les 
clades venimeux déjà les plus connus, notamment les Theraphosidae (mygales) et les 
Conidae. Cela s’explique sans doute par leur potentiel thérapeutique déjà démontré avec 
différentes toxines anti-douleurs. Ainsi, certains groupes restent largement négligés. C’est le 
cas des Terebridae, Mitridae (des mollusques apparentés aux cônes marins) mais également 
d’araignées avec la famille des Salticidae. Ces araignées « sauteuses » minuscules avec des 
tailles de 1 à 25 mm représentent la plus grande famille d’araignées avec 5 000 espèces 
décrites soit 13% des Araneae (Peng et al., 2002). 

 
o Cibles moléculaires étudiées 

Les méthodes omiques ont également montré qu’un venin d’un seul individu pouvait 
renfermer de plusieurs centaines à plusieurs milliers de toxines différentes (Lavergne et al., 
2015b). Aujourd’hui, on estime à 40 000 000 le nombre de toxines produites par les 170 000 
espèces venimeuses sur Terre. La corne d’abondance de molécules actives que représentent 
les venins est cependant encore largement méconnue. Les méthodes omiques renseignent 
sur la diversité moléculaire mais pas sur la diversité d’activités biologiques. Ainsi seules 5 000 
toxines ont été caractérisées pharmacologiquement et principalement sur les canaux 
ioniques, délaissant de potentielles cibles thérapeutiques importantes comme les RCPGs. Au 
total, Muratspahić et al. ont répertorié seulement 40 peptides issus de venins ciblant 
différents RCPGs, le dernier en date étant la mambaquarétine sur le V2R (Ciolek et al., 2017; 
Muratspahić et al., 2019). La moitié de ces peptides proviennent de serpents. Afin d’explorer 
et d’exploiter au mieux le potentiel des venins, il était donc nécessaire de totalement 
changer de paradigme dans l’étude des venins. C’est ce à quoi a répondu le projet européen 
Venomics. 
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1.  Stratégie 
 

Le projet Venomics vise à reproduire in vitro la diversité des venins pour générer une 
banque de toxines synthétiques utilisable dans des programmes de découverte de 
médicaments. Pour ce faire, l’idée était de combiner la puissance des méthodes omiques 
pour l’analyse de la diversité moléculaire des venins avec une stratégie de production à haut 
débit des séquences les plus intéressantes. Pour chaque individu, le venin et la glande 
venimeuse ont été prélevés en respectant le bien-être de l’animal puis analysés 
respectivement en protéomique et en transcriptomique. Le recoupage des données permet 
de s’assurer de la présence de la séquence dans le venin de départ. Ensuite, les séquences 
les plus originales ont été sélectionnées pour être produites soit par voie chimique (synthèse 
peptidique sur support solide : SPPS) pour celles de moins de 35 résidus soit par voie 
recombinante pour les plus longues. L’ensemble des toxines produites forme ainsi la banque 
de peptides Venomics qui peut par la suite être criblée facilement sur des cibles 
thérapeutiques. 

Cette stratégie est compatible avec la majorité des animaux venimeux, même de 
toute petite taille. Elle permet donc d’explorer et d’exploiter la grande majorité de la 
ressource naturelle venimeuse (Figure 23). Le criblage est réalisé sur des toxines 
synthétiques n’induisant qu’un faible pourcentage de faux positif. Lors de celui-ci, les 
concentrations en peptides testés sont connues et peuvent être adaptées en fonction des 
objectifs. Par exemple, si l’on veut identifier toute la diversité de peptides actifs sur une cible, 
les concentrations testées seront les plus fortes possibles. Au contraire, dans un contexte 
thérapeutique, la banque sera criblée à de plus faibles concentrations pour ne prendre en 
compte que les hits de forte affinité. La stratégie Venomics permet également d’analyser 
pour la première fois un grand nombre de venins. 

La principale limite de ce genre d’étude est qu’elle ne se base que sur la structure 
primaire des peptides. Que ce soit pour des toxines proches de familles structurales bien 
connues comme les ICK ou possédant un motif totalement nouveau, on ne peut être certain 
de la correspondance de la connectivité des ponts entre le peptide naturel et le peptide 
synthétique d’autant plus que différents arrangements pourraient être présents dans le 
venin. C’est pour palier à cette limite que tous les peptides de la banque Venomics ont été 
oxydés de façon non dirigé. Ainsi après oxydation des ponts disulfure, le profil HPLC peut 
présenter différents pics associés à une seule masse. On peut en déduire que le produit final 
présentera différentes formes oxydées du même peptide, ces dernières pouvant être testées 
en même temps lors du criblage.  
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Figure 23. Comparaison de deux stratégies pour l’étude des venins : bioguidage (à gauche), 
Venomics (à droite). Concernant le bioguidage, le fractionnement du venin se fait par HPLC. 
Pour la stratégie Venomics, le venin et la glande venimeuse sont collectées puis analysés 
respectivement en protéomique et en transcriptomique. Pour les deux stratégies, la 
production des peptides peut se faire par voie chimique ou par expression recombinante. Le 
criblage est réalisé via un test de liaison. 
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2.  Partenaires 
 

Le projet Venomics s'inscrit dans le cadre du programme de biotechnologie 
"Recherche orientée PME pour le développement d'outils et de technologies pour la 
recherche à haut débit". Avec un budget total de 10 millions d'euros, Venomics est un 
consortium regroupant plusieurs partenaires, chacun ayant un rôle bien défini (Figure 24). Le 
CEA a coordonné l’ensemble du projet et a participé à la collecte des échantillons avec l’aide 
de la société AlphaBiotoxine en Belgique. Le laboratoire espagnol Sistemas Genomico s’est 
chargé ensuite des études transcriptomiques tandis que le laboratoire de spectrométrie de 
masse de l’université de Liège a conduit les études protéomiques. Le CEA a par la suite choisi 
les séquences à produire. La synthèse chimique a été prise en charge au CEA tandis que 
l’expression recombinante a été réalisée grâce à la collaboration de NZYTech au Portugal, 
fournissant les plasmides, et le laboratoire Architecture et Fonction des Macromolécules 
Biologiques de Marseille pour la partie production.  

 

 

Figure 24. Consortium Venomics. L’implication de chaque partenaire est notée pour chaque 
étape du projet. seq. : séquence 
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3.  Résultats 
 

Le projet Venomics comportait au total trois grandes étapes qui ont abouti à trois 
principaux résultats. La première, correspondant aux analyses omiques des venins, a mené à 
une première banque de séquences représentant une exceptionnelle diversité structurale 
(parties 3.1 et 3.2). Puis, la sélection des séquences les plus originales a conduit en la 
production de la première banque de toxines synthétiques au Monde dont l’analyse est 
décrite dans la partie 3.3. Enfin, la dernière étape, le criblage de cette banque sur des cibles 
thérapeutiques, a permis de démontrer son potentiel dans un contexte de développement 
thérapeutique (partie 3.4) et plus particulièrement sur le sous-type 4 des récepteurs aux 
mélanocortines (hMC4R) impliqué dans les troubles de l’homéostasie énergétique (partie 
3.5). 

Ces résultats ont été obtenus avant le début de ma thèse. Néanmoins, leur analyse 
statistique a été réalisée dans le cadre de mon doctorat et fait partie de l’article soumis au 
Journal of Medicinal Chemistry. Pour cette raison, ils sont ici présentés en anglais. La totalité 
de l’article est disponible en Annexe 1 et les informations supplémentaires en Annexe 2.  
 
 

3.1  A large venomous animal collection 
 

In total, 323 animal samples from 191 different species were gathered (Table 3). 
Almost every terrestrial and marine venomous clade was represented by at least one species 
such as ray (Potamotrygon motoro) or venomous lizard (Heloderma horridum exasperatum). 
Small terrestrial arthropods represented 95 species i.e. half of the sourcing. 55 species (29%) 
were studied for the first time, including 44 new species from the most infamous venomous 
clades (Araneae, Conus, Scorpiones and Serpentes). For instance, 12 previously-unexplored 
species of Neogastropods were sourced including Conus canonicus from the Conidae family, 
the most studied group of Neogastropoda. The Turridae and Terebridae groups also belong 
to the Neogastropoda order but have been largely neglected compared to their counterpart 
(Turner et al., 2018). For instance, among over 4,000 described species of Turridae, venom 
secretions of only twelve species have been studied so far. One of them, Unedogemmula 
bisaya was included in the sourcing. Concerning the Terebridae family, only seven of around 
350 described species has been subject of venom analysis. In Venomics sourcing, two of 
them, Terebra subulata and Terebra guttata, were chosen. A third species, Terebra maculata, 
never explored before, completed the Terebridae species of the sourcing. Sourcing also 
included totally unexplored groups such as Mitridae. Two species considered non-venomous, 
the Silurus glanis fish and the Trachycephalus resinifictrix frog, but known to produce toxic 
skin secretions, were also part of the collection. The diverse collection of source animals 
encompassed various habitats, morphologies and animal sizes ranging from millimeters 
(Manica rubida ant) to several meters (Ophiophagus hannah snake). 
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Table 3. Selected taxa for sourcing. 

Taxa 

Total 

N° of 

species 

Never 

studied 

species 

Main groups 

Neogastropoda    

Conus 38 10 Conidae 

Other Neogastropoda 5 2 Turridae, Terebridae & Mitridae 

Octopoda 3 0 Octopodidae 

Arthropoda    

Chilopoda  6 2 Scolopendridae 

Scorpiones 40 7 Buthidae, Scorpionidae, Vaejovidae, Scorpionidae, Hemiscorpiidae & 

Euscorpiidae 

Araneae 41 23 Theraphosidae, Ctenidae, Agelenidae, Araneidae, Diplurida,, 

Lycosidae, Nephilidae, Sparassidae & Theridiidae 

Hymenoptera 8 4 Apidae, Vespida, Formicidae & Myrmicinae 

Chondrichthyes  1 0 Potamotrygonidae 

Teleostei 8 2 Synanceiidae, Plotosidae & Siluridae 

Squamata    

Serpentes 39 4 Elapidae, Viperidae & Atractaspididae 

Anguimorpha 1 0 Helodermatidae 

Anura 1 1 Hylidae 

 

 

3.2 A huge sequence toxin diversity in animal venoms 
 

De novo transcriptomics opens the door to the study of Nature without any previous 
knowledge of it and with a very high resolution, allowing the unbiased identification and 
quantification of transcripts in a broad spectrum, even for those of low expression. Total 
RNA was extracted from venom glands. In order to include species diversity, sample 
requirements were decreased from 2 µg to 100 ng of RNA, being even as low as 60 ng in 
specific samples. Illumina specific 2x100 pair-end libraries were constructed from each RNA 
following manufacturer´s protocols. Over 60 million reads were obtained per sample using 
Hiseq 2000 sequencing platform with an average length of 500 nucleotides. 

Two proteomic strategies were used according to the size of the toxins (Morsa et al., 
2019). The first one, for venoms presenting most of toxins with less than 25 amino acid 
residues (like Neogastropoda, Hymenoptera, Anura), analyzed the peptides post-disulfide-
reduction by liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry. The second 
strategy, dedicated to the sequencing of the long venom toxins (> 25 amino acid residues 
(like Chilopoda, Scorpiones, Araneae, Squamata) required additional alkylation and trypsin 
digestion (short time and low enzyme concentration) steps after disulfide treatment leading 
to the generation of overlapping peptides (+/- 15 amino acids) (Morsa et al., 2019). These 
resulting peptides were then analyzed with the same mass spectrometry platform. The 
number of sequences varied between fifty to several hundred, depending on the venom. A 
high number of sequences are observed in Conidae venoms by proteomics. This diversity 
relies on the presence of post-translational modifications at different sites in a single toxin 
and has been discussed in previous publications (Degueldre et al., 2017; Dutertre et al., 
2013). A total of 21,300,000 sequence tags were obtained. 

Proteomic and transcriptomic data generated from the same animal were cross-
validated to extract only sequences present in both the venom and venom gland transcripts, 
resulting in 20,206 validated toxin sequences (defined here as peptide up to 110 residues 
with at least one disulfide bridge). Figure 25 describes these sequences in term of origins, 
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disulfide bridges (1 to 9), sizes (6 to 110) and PTMs. The quasi-totality of Conus sequences 
(98%) bears at least one PTM, in addition to disulfide bridges. Amidation is found in 2,889 
sequences (14%) from all groups studied except Terebridae, Turridae, Mitridae and Teleostei. 
Hydroxylation on Pro, Met, Lys or Val residues was found in 2,630 sequences (13%) from 
various groups with a great majority from Conus (70%). In our study, 4-carboxyglutamic acid, 
pyroglutamic acid and bromo-tryptophan appeared to be Conus specific. Strangely, we did 
not find pyroglutamic acid in Arachnid venoms (Scorpiones and Araneae), although its 
presence has been described previously in many other studies (Lucchesi et al., 1989; Rong et 
al., 2013). The 20,206 toxin sequences were divided into 137 different cysteine patterns. 
Among the 97 patterns having an even number of cysteines, 38 do not correspond to any 
known peptide frameworks in any venomous species. Regarding the 59 known patterns, C-C-
CC-C-C framework is the most represented comprising 19% of the bank (Table 4). It is related 
to Inhibitory Cystine Knot Toxins (ICK), which is known to be particularly abundant in spider, 
snail and scorpion venoms (Gao et al., 2013; Imperial et al., 2003; Robinson and Norton, 
2014; Saez et al., 2010). For the first time, ICK peptides were identified at protein level from 
Mitridae, Turridae, Manica rubida ant, Chilopoda and the octopus Hapalochlaena lunulata.  
 

 

Figure 25. Statistical representation of the sequence banks built from omics analysis 
(upper panel) and produced Venomics bank (lower panel). 

 

Table 4. Cysteine pattern diversity with an even number of cysteine identified in Omics 
bank. Newly described patterns are highlighted in grey. 

Cystein 

framework 

N° of 

Cys 

 

Seq. number in : Taxa in 

produced bank Data 

base 

Peptide 

bank 

C-C 2 637 142 Conus (108), Araneae (11), Serpentes (8), 

Chilopoda (6), Scorpiones (4), Undefined (4), 

Terebridae (1) 

CC-CC 4 247 61 Conus (51), Araneae(5), Serpentes (4), Undefined 

(1) 

CC-C-C 4 611 106 Conus (91), Araneae (11), Scorpiones (2), 
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Serpentes (1), Undefined (1) 

C-CCC 4 2 2 Conus (2) 

C-CC-C 4 9 1 Conus (1) 

C-C-CC 4 63 35 Conus (29), Araneae (5), Serpentes (1) 

C-C-C-C 4 764 182 Conus (81), Chilopoda (49), Scorpiones (25), 

Araneae (21), Terebridae (3), Serpentes (2), 

Hymenoptera (1) 

CCCC-CC 6 10 2 Conus (2) 

CCC-C-C-C 6 1 0  

CC-CC-C-C 6 3 0  

CC-C-CC-C 6 2 1 Araneae (1) 

CC-C-C-CC 6 450 99 Conus (68), Araneae (26), Serpentes (3), Undefined 

(2) 

CC-C-C-C-C 6 10 1 Serpentes (1) 

C-CC-CCC 6 1 0  

C-CC-C-C-C 6 20 5 Araneae (4), Conus (1) 

C-C-CCC-C 6 1 0  

C-C-CC-CC 6 5 1 Serpentes (1) 

C-C-CC-C-C 6 3,739 1,047 Araneae (887), Conus (77), Scorpiones (25), 

Serpentes (20), Chilopoda (14), Terebridae (12), 

Hymenoptera (7), Undefined (5) 

C-C-C-CC-C 6 244 78 Chilopoda (67), Scorpiones (7), Araneae (3), Conus 

(1) 

C-C-C-C-CC 6 83 20 Chilopoda (11), Conus (5), Scorpiones (4) 

C-C-C-C-C-C 6 2,199 539 Scorpiones (367), Araneae (76), Conus (32), 

Serpentes (26), Chilopoda (20), Terebridae (15), 

Hymenoptera (2), Undefined (1) 

CC-C-C-C-C-C-C 8 10 2 Conus (1), Scorpiones (1) 

C-CCC-C-C-C-C 8 1 0  

C-CC-CC-C-C-C 8 3 0  

C-CC-C-CC-C-C 8 15 7 Araneae (7) 

C-CC-C-C-C-C-C 8 11 3 Scorpiones (2), Araneae (1) 

C-C-CCCC-C-C 8 1 0  

C-C-CCC-CC-C 8 1 0  

C-C-CC-CC-C-C 8 94 28 Conus (17), Araneae (8), Terebridae (2), Serpentes 

(1) 

C-C-CC-C-CC-C 8 12 3 Araneae (2), Conus (1) 

C-C-CC-C-C-CC 8 1 0  

C-C-CC-C-C-C-C 8 438 112 Araneae (68), Terebridae (13), Conus (11), 

Scorpiones (8), Serpentes (6), Hymenoptera (3), 

Chilopoda (3) 

C-C-C-CCC-C-C 8 29 4 Conus (2), Serpentes (1), Araneae (1) 

C-C-C-CC-C-CC 8 2 0  

C-C-C-CC-C-C-C 8 1,544 257 Araneae (190), Scorpiones ( 27), Chilopoda (17), 

Conus (10), Hymenoptera (6), Serpentes (5), 

Terebridae (2) 

C-C-C-C-CC-CC 8 4 1 Chilopoda (1) 

C-C-C-C-CC-C-C 8 101 43 Scorpiones (23), Serpentes (8), Conus (5), Araneae 

(4), Chilopoda (2), Terebridae (1) 

C-C-C-C-C-CC-C 8 2,128 161 Serpentes (70), Chilopoda (44), Scorpiones (33), 

Araneae (12),Conus (1), Hymenoptera (1) 

C-C-C-C-C-C-CC 8 1 0  

C-C-C-C-C-C-C-C 8 2,560 213 Scorpiones (171), Terebridae (23), Chilopoda 

(11),Conus (4), Serpentes (2), Araneae (2) 

CC-C-C-CC-C-C-C-C 10 338 0  

CC-C-C-C-CC-C-C-C 10 2 0  

CC-C-C-C-C-CC-C-C 10 1 1 Scorpiones (1) 

CC-C-C-C-C-C-C-C-

C 

10 1 1 Scorpiones (1) 

C-CC-C-CC-C-C-C-C 10 54 7 Conus (4), Araneae (3) 
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C-CC-C-C-C-C-C-C-

C 

10 482 0  

C-C-CC-CC-CC-C-C 10 2 1 Scorpiones (1) 

C-C-CC-CC-C-C-CC 10 1 0  

C-C-CC-CC-C-C-C-C 10 13 6 Conus (3), Araneae (1), Serpentes (1), Terebridae 

(1) 

C-C-CC-C-CC-C-C-C 10 57 22 Araneae (20), Serpentes (2) 

C-C-CC-C-C-C-CC-C 10 4 0  

C-C-CC-C-C-C-C-C-

C 

10 224 87 Araneae (46), Scorpiones (26), Chilopoda (8), 

Serpentes (4), Terebridae (2), Hymenoptera (1) 

C-C-C-CCC-C-C-C-C 10 12 4 Araneae (2), Conus (1), Serpentes (1) 

C-C-C-CC-C-C-CC-C 10 1 0  

C-C-C-CC-C-C-C-C-

C 

10 86 17 Araneae (14), Scorpiones (2), Terebridae (1) 

C-C-C-C-CCCCC-C 10 1 0  

C-C-C-C-CCC-CC-C 10 1 0  

C-C-C-C-CC-C-C-C-

C 

10 3 1 Araneae (1) 

C-C-C-C-C-CC-C-C-

C 

10 5 0  

C-C-C-C-C-C-CCC-C 10 1 0  

C-C-C-C-C-C-CC-C-

C 

10 1 1 Serpentes (1) 

C-C-C-C-C-C-C-CC-

C 

10 605 9 Serpentes (7), Scorpiones (2) 

C-C-C-C-C-C-C-C-C-

C 

10 253 107 Scorpiones (51), Araneae (41), Conus (7), 

Serpentes (4), Terebridae (4) 

CC-C-C-C-CC-C-C-

C-C-C 

12 5 1 Conus (1) 

CC-C-C-C-C-C-CC-

C-C-C 

12 2 1 Serpentes (1) 

CC-C-C-C-C-C-C-C-

C-C-C 

12 1 1 Serpentes (1) 

C-CC-C-C-C-C-CC-

C-C-C 

12 1 0  

C-CC-C-C-C-C-C-C-

C-C-C 

12 4 0  

C-C-CC-CC-CC-CC-

C-C 

12 2 1 Scorpiones (1) 

C-C-CC-CC-C-C-C-

C-C-C 

12 2 0  

C-C-CC-C-C-CC-C-

C-C-C 

12 5 0  

C-C-CC-C-C-C-C-

CC-C-C 

12 15 4 Araneae (4) 

C-C-CC-C-C-C-C-C-

C-C-C 

12 3 0  

C-C-C-CC-C-C-C-C-

C-C-C 

12 144 7 Araneae (7) 

C-C-C-C-CCC-C-C-

C-C-C 

12 3 0  

C-C-C-C-CC-CC-CC-

CC 

12 1 1 Scorpiones (1) 

C-C-C-C-CC-C-C-C-

C-CC 

12 1 1 Scorpiones (1) 

C-C-C-C-CC-C-C-C-

C-C-C 

12 33 1 Hymenoptera (1) 

C-C-C-C-C-CC-C-C-

C-C-C 

12 245 99 Scorpiones (90), Araneae (7), Chilopoda (2) 

C-C-C-C-C-C-C-C-C- 12 1 0  
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CC-C 

C-C-C-C-C-C-C-C-C-

C-CC 

12 1 0  

C-C-C-C-C-C-C-C-C-

C-C-C 

12 22 3 Conus (2), Scorpiones (1) 

CC-C-C-C-C-C-CC-

C-C-C-C-C 

14 3 0  

C-CC-C-C-C-C-C-

CC-C-C-C-C 

14 1 0  

C-CC-C-C-C-C-C-C-

CC-C-C-C 

14 2 1 Conus (1) 

C-C-CC-CC-C-C-C-

C-C-C-C-C 

14 11 0  

C-C-C-CC-C-C-C-C-

C-CC-C-C 

14 13 3 Conus (2), Araneae (1) 

C-C-C-CC-C-C-C-C-

C-C-C-C-C 

14 574 7 Araneae (6), Terebridae (1) 

C-C-C-C-CC-C-C-

CC-C-C-C-C 

14 1 1 Araneae (1) 

C-C-C-C-C-CC-C-

CC-C-C-C-C 

14 3 0  

C-C-C-C-C-CC-C-C-

C-C-C-C-C 

14 2 0  

C-C-C-C-C-C-CC-C-

C-C-C-C-C 

14 4 0  

C-C-C-C-C-C-C-C-C-

C-C-C-C-C 

14 14 1 Scorpiones (1) 

C-CC-C-C-C-C-C-

CC-C-C-C-C-C-C 

16 1 0  

C-C-C-C-CC-C-C-C-

C-C-C-CC-C-C 

16 2 0  

C-C-C-C-C-C-C-C-C-

C-C-C-C-C-C-C 

16 4 2 Scorpiones (1) , Terebridae (1) 

C-C-C-C-C-C-C-C-C-

C-C-C-C-C-C-C-C-C 

18 1 1 Scorpiones (1) 

 
Interestingly, 874 sequences covering 40 cysteine patterns display an odd number of 

cysteine residues (Table 5). Only thirteen were previously described. Two patterns (both 
lacking vicinal cysteine residues) are particularly abundant: C-C-C-C-C-C-C with 130 
sequences (Scorpiones, Serpentes, Octopoda, Conus) and C-C-C-C-C specific to the Araneae 
taxon with 179 sequences. We did not identify any sequences from Conus sharing the latter 
pattern, despite it having been previously described (Lavergne et al., 2015b).  
 
Table 5. Cysteine pattern diversity with an odd number of cysteine identified in Omics 
bank. Newly described patterns are highlighted in grey. 

Cystein framework 
N° of 

Cys 

Seq. Number in : 

Taxa in produced bank Data 

base 

Peptide 

bank 

CC-C 3 27 3 Araneae (3) 

C-CC 3 3 0 
 

C-C-C 3 37 3 
Scorpiones (1), Conus (1), Serpentes 

(1) 

CC-CCC 5 2 0 
 

CC-C-CC 5 4 1 Conus (1) 

CC-C-C-C 5 11 0 
 

C-CC-C-C 5 17 0 
 

C-C-CC-C 5 42 1 Araneae (1) 
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C-C-C-CC 5 3 0 
 

C-C-C-C-C 5 179 3 Araneae (3) 

CC-C-C-CC-C 7 1 0 
 

C-CC-C-C-C-C 7 3 2 Araneae (2) 

C-C-CC-CC-C 7 10 2 Araneae (2) 

C-C-CC-C-C-C 7 97 20 Araneae (20) 

C-C-C-CC-C-C 7 15 3 Araneae (3) 

C-C-C-C-CC-C 7 55 0 
 

C-C-C-C-C-CC 7 3 0 
 

C-C-C-C-C-C-C 7 130 2 Chilopoda (1), Scorpiones (1) 

CC-C-CC-C-C-C-C 9 2 0 
 

CC-C-C-CC-C-C-C 9 12 0 
 

CC-C-C-C-C-CC-C 9 2 0 
 

C-CC-C-C-C-CC-C 9 9 1 Serpentes (1) 

C-CC-C-C-C-C-C-C 9 5 0 
 

C-C-CC-CCC-C-C 9 1 0 
 

C-C-CC-CC-C-C-C 9 1 0 
 

C-C-CC-C-C-C-C-C 9 23 0 
 

C-C-C-CC-C-C-C-C 9 3 0 
 

C-C-C-C-CC-C-C-C 9 12 0 
 

C-C-C-C-C-C-CC-C 9 5 0 
 

C-C-C-C-C-C-C-CC 9 1 0 
 

C-C-C-C-C-C-C-C-C 9 14 0 
 

C-CC-C-C-C-C-CC-C-C 11 1 0 
 

C-CC-C-C-C-C-C-C-C-C 11 8 0 
 

C-C-CC-C-C-C-C-C-C-C 11 1 0 
 

C-C-C-CC-C-C-C-C-C-C 11 1 0 
 

C-C-C-C-C-C-C-C-CC-C 11 3 0 
 

C-C-C-C-C-C-C-C-C-CC 11 1 0 
 

C-C-C-CC-C-C-C-C-C-C-C-C 13 121 0 
 

C-C-C-C-C-C-C-C-C-C-CC-C 13 6 0 
 

C-C-C-CC-C-C-C-CC-C-C-C-C-C 15 3 0 
 

 
Among these 20,206 sequences, 782 (4%) display a new cysteine pattern and 4,393 

(22%) share less than 50% sequence identity with any described peptide or protein in the 
UniprotKB/SwissProt database using default settings (e-value max =1). It must be noted that 
the cysteine connectivity of the native toxins can not be explicitly determined using this 
pipeline. 
 

3.3 From sequences to a high throughput screening 
compatible toxin bank 

 
In order to allow screening and characterization of peptide activity, we developed 

two high-throughput production protocols. 5,923 sequences representing the broad 
diversity of the sequence database were selected and produced in the dedicated time of 18 
months. Coming from 64 different species, they cover 91 different cysteine patterns, 
including 14 with an odd number of cysteine residues (Tables 4 and 5). 

We selected 931 peptides shorter than 35 residues, with or without PTMs, to be 
produced by solid phase chemical synthesis (Upert et al., 2014). The crude synthetic product 
was cleaved from the resin, desalted and subjected to an optimized oxidation process, 
whatever the number or pattern of cysteines (Upert et al., 2014). After a final desalting step, 
liquid chromatography and mass analysis were performed to validate the presence of the 
expected oxidized mass (Figure S1). 893 toxins from 9 to 34 residues with 1 to 3 disulfide 
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bridges were successfully produced, representing a success rate of 96%. 
The remaining 4,992 sequences containing more than 34 residues were selected for 

heterologous expression in E. coli (Duhoo et al., 2019; Sequeira et al., 2017; Turchetto et al., 
2017). All synthetic genes encoding toxin sequences were subcloned into an optimized 
periplasmic expression plasmid containing an N-terminal E. coli Disulfide bond Isomerase C 
(DsbC) chaperone fusion tag, a 6xHIS tag for purification and a tobacco etch virus (TEV) 
protease cleavage site to release the native peptide from the fusion protein. Expressed 
fusion proteins are purified on a Nickel resin, subjected to overnight TEV cleavage and finally 
desalted. The correct mass was confirmed by mass analysis (Figure S2). 2,704 toxins, from 35 
to 110 residues with 1 to 9 disulfide bridges were successfully produced representing a 
success rate of 54%. 

Determining disulfide connectivity in native toxins is a challenge and the Venomics 
project did not have the resources to carry out this task. In the absence of this information, 
cysteine residues were randomly oxidized and the vast majority of toxins presented a unique 
peak in LC, suggesting that they adopted only one conformation, hopefully the natural one. 
In the case where LC profiles presented two or three peaks with the good expected oxidized 
mass, we assumed that it could be due to the generation of peptide isomers (Massonnet et 
al., 2018) (Figures S1 and S2).  

Together, these two strategies resulted in a bank of 3,597 peptides composed of 71 
different cysteine frameworks (Tables 4 and 5). In addition, 158 toxins (4%) display a novel 
cysteine pattern and 1,026 (29%) share less than 50% sequence identity with any previously 
described peptide or protein in the UniprotKB/SwissProt database. All together, we have 
successfully translated the high complexity of the omics bank into a physical toxin bank via 
high throughput methods. 

 

3.4 A rich source of GPCR ligands 
 

Animal toxins are mostly known for their bioactivity on ion channels. Few but very 
interesting toxins active on GPCRs have also been identified (Muratspahić et al., 2019). For 
example, the commercially available type 2 diabetes treatment, Byetta (derived from a 
venomous lizard) targets a class A GPCR. We selected four GPCRs linked to unmet medical 
needs in therapeutic areas such as diabetes, obesity, inflammation and allergy. A 
competitive binding strategy against a radio-labelled ligand was used for screening. For each 
receptor, binding conditions were optimized to obtain a Z’-factor above 0.5. The Venomics 
bank was tested once and 468 hits were obtained. The two first targets provided an amazing 
high hit rate of 4 and 9%. At the opposite, the two others gave very poor results (Table 6). 
 

Table 6. Hit rate following the Venomics bank screening on different GPCRs. 

 Hit rate Global (%) Origin of hits (%) 

Targets global chemical synthesis recombinant expression 

GPCR1 9 57 43 

GPCR2 4 11 89 

GPCR3 0.3 64 36 

GPCR4 0 0 0 
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3.5 First animal toxins on melanocortin receptors 
 

We concentrated our study on the best-hit receptor, the human melanocortin 4 
receptor (hMC4R). This receptor regulates food intake and its genetic invalidation is 
responsible of morbid obesity. Hit diversity is extraordinarily high in terms of toxin origin, 
number of disulfide bridges, length (Figure 26) and cysteine pattern (Table 7). Of the 286 
hMC4R hits, 80 representative sequences were tested by dose-response characterization 
(data not shown), displaying affinities from nM to low µM range (Figure 2). Activity of eight 
hits could not be confirmed, giving a success rate of 90%. Half of the hMC4R-active peptides 
have an unknown cysteine pattern (Table 7) or share less than 50% sequence identity with 
toxins in other databases. The ICK-related and the CSαβ-related cysteine patterns are 
particularly well represented. Toxins with these patterns are renowned for their activities on 
ion channels. We selected one member of each of these structural families to perform a 
detailed structural and pharmacological characterization. 

 
 

 

  

Figure 26. Statistical representation of the hits following Venomics bank screening on 
hMC4R. Affinities of 80 toxins representative of cysteine pattern diversity were measured by 
binding inhibition of 125I-NDP-α-MSH on CHO cells stably expressing hMC4R. 
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Table 7. Cystein pattern diversity of MC4R hits. Newly described patterns are highlighted in 
grey. 

Cystein frameworks 
Nb of 

Cys 

Nb of 

seq 

% of 

total hit 
Taxa (number of sequences) 

C-C 2 8 3% Conus (5), Araneae (1), Scorpiones (1), Serpentes (1) 

CC-CC 4 16 6% Conus (13), Araneae (1), Serpentes (1), Undefined (1) 

CC-C-C 4 4 1% Conus (3), Araneae (1) 

C-C-CC 4 4 1% Conus (4) 

C-C-C-C 4 25 9% Conus (14), Chilopoda (5), Scorpiones (5), Araneae (1) 

CC-C-C-CC 6 7 2% Araneae (4), Conus (3) 

C-C-CC-C-C 6 97 34% 
Araneae (86), Conus (6), Scorpiones (3), Hymenoptera (1), 

Serpentes (1) 

C-C-C-C-CC 6 4 1% Chilopoda (3), Conus (1) 

C-C-C-C-C-C 6 71 25% 
Scorpiones (62), Araneae (5), Chilopoda (2), Conus (1), 

Serpentes (1) 

C-C-CC-CC-C 7 1 <1% Araneae (1) 

C-C-CC-C-C-C 7 1 <1% Araneae (1) 

C-C-C-CC-C-C 7 1 <1% Araneae (1) 

C-C-CC-C-C-C-C 8 5 2% Scorpiones (4), Araneae (1) 

C-C-C-CCC-C-C 8 1 <1% Serpentes (1) 

C-C-C-CC-C-C-C 8 9 3% Scorpiones (5), Chilopda (3), Serpentes (1) 

C-C-C-C-C-CC-C 8 10 3% Serpentes (5), Chilopoda (3), Scorpiones (2) 

C-C-C-C-C-C-C-C 8 10 3% Scorpiones (9), Terebridae (1) 

C-C-CC-C-C-C-C-C-C 10 2 1% Araneae (2) 

C-C-C-C-C-C-C-C-C-

C 
10 4 1% Scorpiones (2), Araneae (1), Serpentes (1) 

CC-C-C-C-C-C-C-C-

C-C-C 
12 1 <1% Serpentes (1) 

C-C-C-C-C-CC-C-C-

C-C-C 
12 4 1% Scorpiones (3), Chilopoda (1) 

C-C-C-CC-C-C-C-C-

C-C-C-C-C 
14 1 <1% Araneae (1) 
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4.  Discussion  
 

To our knowledge, this is the first time that a thorough ‘-omic’ analysis of venoms has 
been carried out on such a wide number and diversity of venomous species from various 
habitats (128 terrestrial, 55 aquatic and 8 aerial) including two European species (Manica 
rubida ant and Buthus occitanus scorpion). The Manica rubida ant was the smallest species 
of the project, studied for the first time and 35 sequences were validated. The numbers of 
validated sequences ranges from 0, due to experimental failures (some collecting conditions 
were not compatible with proper mRNA extraction), to 1,163, in the venom of the 
Mediterranean scorpion Buthus occitanus. Finally, no validated toxin sequences could be 
detected in the skin secretions of Silurus glanis fish and the Trachycephalus resinifictrix frog. 
An average of 106 toxin sequences per venom were validated, much less than what could be 
expected according to the assumed richness of venoms. This difference highlights the 
difficulties in obtaining full and unambiguous toxin sequences. The gotten sequence diversity 
also highlights our very limited state of knowledge of the toxin world. Indeed, almost one 
quarter of the toxins share less than 50% sequence identity with known toxin sequences, 
suggesting unpredictable and original biological activities. Furthermore, 65 new naturally 
occurring cysteine patterns have been found, suggesting 65 new structural organizations. 
This is an opportunity to discover peptides with attractive biophysical properties in terms of 
engineering and thermodynamic stability for optimal drugability. Another level of complexity, 
not investigated here, is the dimerization (homo- and/or hetero-) of toxins containing an odd 
number of cysteines. A specific proteomic analysis should be designed to address this point. 

Converting a sequence database into physical peptides is challenging, in particular for 
the oxidation of disulfide bridges. Our recombinant expression strategy was able to directly 
produce oxidized peptide and has proven to be effective in terms of high throughput 
production. The two-step chemical synthesis strategy was also extremely efficient. This is 
mainly thanks to the use of a universal folding strategy applied on all toxins regardless of size 
or number of cysteines. These production strategies provided peptides with impurities, as no 
high-efficiency purification step was performed. While the presence of these contaminations 
could have caused numerous false positive results during the screening tests (Feng and 
Shoichet, 2006) we shown this was not the case as 90% of the tested hits were confirmed. 

GPCRs constitute one of the largest and most versatile families of receptors. They are 
involved in a wide spectrum of physiological functions. Since the late 20th century, 
pharmaceutical companies have significantly diminished their natural product programs, 
partly because of the advances in both HTS and combinatorial synthesis, thereby the 
creation of large synthetic libraries of small but artificial molecules. Natural product libraries 
consist of extracts and partially purified fractions and are perceived to be incompatible with 
HTS. Unfortunately, this loss of interest in natural products correlated with the overall 
reduction in new leads in the drug development pipeline and the substantial decline in new 
drug approval (Li and Vederas, 2009). The Venomics bank reconciles venoms, a particularly 
difficult exploitable resource of natural peptides, with HTS. The screening of the Venomics 
bank provided an extraordinary hit rate of 3%, much higher than the one reported in 
literature concerning artificial molecules and estimated at around 0.05% (Bender et al., 2008; 
Oprea, 2002). To our knowledge, this is the first large-scale demonstration of the power of 
natural peptide toxins to provide GPCR ligands. This strategy opens up an unexplored 
avenue for the discovery of new ligands on receptors linked to diseases with unmet medical 
needs. 
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5.  Conclusion 
 

Depuis quelques années, les analyses transcriptomiques et protéomiques sont 
devenues de puissants outils d’étude de la diversité des toxines animales. Elles requièrent de 
faibles quantités d’échantillon (respectivement, glande à venin et venin) et peuvent ainsi 
être adaptées aux plus petites espèces venimeuses. Dans le cadre du projet Venomics, cette 
puissance a été appliquée pour la première fois à près de 200 espèces différentes issues non 
seulement des principaux clades venimeux, de la fourmi au cobra mais également à des 
groupes jusqu’à présent largement négligés comme les Terebridae. Le recoupement des 
données des deux méthodes a abouti à l’identification d’une fabuleuse diversité structurale 
dont certains motifs de cystéines n’étaient jusqu’alors pas encore décrits. Cette diversité 
pourrait être en réalité encore plus importante au vu du faible nombre de séquences 
identifiées par espèce. Cela montre donc que la diversité moléculaire des venins est encore 
largement sous-estimée. Pour l’instant, aucune commercialisation de la banque des 20 206 
séquences n’est prévue. Néanmoins, elle pourrait renfermer de précieuses informations 
quant à l’histoire évolutive des toxines et pourrait prochainement être exploitée dans ce 
sens via des accords de collaboration. 

À partir des 20 206 séquences identifiées, une banque de 3 597 toxines synthétiques 
a été produite et respecte scrupuleusement l’immense diversité structurale observée dans 
l’analyse omique, y compris une certaine partie jamais décrite. Elle se présente sous forme 
de plaques de 96 puits, chaque puits contenant une toxine synthétique sous une ou 
plusieurs formes oxydées. Elle est ainsi parfaitement adaptée à un criblage à haut débit. 
Dans un contexte où les banques de petites molécules chimiques ont montré leurs limites, 
ces deux propriétés font de la banque Venomics une nouvelle source précieuse de nouvelles 
molécules pour des programmes de découvertes de nouveaux médicaments. Pouvant 
intéresser les industries pharmaceutiques, elle doit être commercialisée prochainement par 
la société grenobloise SmarTox avec un accord de licence. Néanmoins, elle reste la propriété 
exclusive des différents partenaires du projet et les séquences la consituant sont 
entièrement confidentielles.  

Parmi le consortium Venomics, l’industrie pharmaceutique danoise ZealandPharma 
et le CEA, se sont réservés le droit de cribler la banque sur certaines cibles thérapeutiques. 
La protection d’une toxine de la banque ou d’une molécule dérivée pourra faire l’objet d’un 
brevet dont le seul inventeur sera celui ayant conduit le criblage primaire. Le taux de hits 
élevé obtenu par le CEA sur quatre RCPGs considérés comme des cibles thérapeutiques et le 
taux de succès supérieur à 90% sur l’un d’entre eux, le hMC4R, démontrent l’intérêt que 
représentent les toxines animales pour cibler d’autres cibles que les canaux ioniques. Cette 
stratégie permettrait non seulement de découvrir de nouvelles molécules thérapeutiques 
mais également de définir de nouvelles familles pharmacologiques de toxines animales.  
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1.  Choix des toxines à étudier 
 

Le présent projet de thèse a débuté à partir des résultats décrits précédemment. Il 
concerne ainsi la sélection des toxines et les études pharmacologiques d’abord conduites 
dans le cadre d’un stage d’ingénieur de 6 mois puis poursuivies dans le cadre de la thèse. Au 
vu du grand nombre de hits identifiés lors du criblage de la banque Venomics sur hMC4R 
(286), nous avons sélectionné cinq toxines pour une caractérisation pharmacologique plus 
poussée selon deux principaux critères (Table 8). 

Le premier critère est lié à la commodité de production. Seules des séquences de 
moins de 35 résidus ont été sélectionnées pour être produites en interne en synthèse 
chimique en phase solide. Contrairement à une expression recombinante dans E. coli, ce 
mode de production permet, si nécessaire, de contrôler facilement l’arrangement des ponts 
disulfure. Le second critère a été l’originalité de séquence et sera discuté plus en détail pour 
chacune des toxines étudiées. Par exemple, les séquences des toxines de cônes N-CTX-
Can1a 7  et N-CTX-Ltg1a proviennent d’espèces jamais étudiées auparavant et ne se 
rapprochent d’aucun peptide connu dans la base de données UniprotKB/SwissProt en 2019. 
N-CTX-Mil1a, présente le motif CC-CC caractéristique de la superfamille T des conotoxines 
dont on connait peu d’activités pharmacologiques. Enfin, parmi les 286 hits identifiés sur 
hMC4R, deux motifs de cystéines sont particulièrement abondants : le motif Inhibitory 
Cystine Knot (ICK, C-C-CC-C-C) et le motif des toxines de scorpions en CSαβ (C-C-C-C-C-C), 
connus pour leur activité sur les canaux ioniques. Nous avons ainsi choisi un représentant de 
chacune de ces grandes familles de toxines pour les caractériser d’un pont de vue structural 
et pharmacologique. 

 
Table 8. Toxines animales sélectionnées. Les cystéines sont représentées en gras et en 
orange dans la séquence. ? : famille structurale inconnue ; # : -CONH2 

Nom Longueur 
Nb de 
ponts 

disulfure 

Famille 
structurale 
supposée 

Séquence Animal 

N-TRTX-Preg1a 28 3 ICK RCLHAGAACSGPIQKIPCCGTCSRRKCT Araignée 

N-BUTX-Ptr1a 34 3 Short KCh QMDMRCSASVECKQKCLKAIGSIFGKCMNKKCKC Scorpion 

N-CTX-Can1a 16 3 ? GCRCPPCTGACKYLCC# Cône  

Cône  

Cône  

N-CTX-Mil1a 19 2 Superfamille T LQTHWNKRCCPRRPVCCFP 

N-CTX-Ltg1a 25 2 ? LFHYCQCQCPPGFKGKFCQFKLRPP 

  

Parmi les cinq toxines sélectionnées, N-TRTX-Preg1a et N-BUTX-Ptr1a ont fait l’objet 
d’un article scientifique soumis dans Journal of Medicinal Chemistry et seront d’abord 
présentées. Pour les toxines, N-CTX-Can1a et N-CTX-Mil1a, leur caractérisation a dû être 
stoppée. Enfin, nous verrons en quoi N-CTX-Ltg1a représente la toxine la plus prometteuse 
d’un point de vue thérapeutique. 

                                                 
7 Les noms des toxines étudiées ont été donnés selon la nomenclature proposée par King et al., 2008. La 
première lettre correspond à l’activité biologique de la toxine suivie du nom générique indiquant de quelle 
toxine, la nouvelle molécule est dérivée, et enfin, de l’espèce représentée par une lettre majuscule pour le 
genre et une minuscule pour l’adjectif déterminant l’espèce. Dans le cas du présent projet, la lettre grecque nu 
majuscule (N) a été choisie comme descripteur de l’activité sur les récepteurs aux mélanocortines. 
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2.  Les deux premières toxines actives sur les 
récepteurs aux mélanocortines  

 

2.1 Contexte 
 

Le travail de thèse devait être valorisé par une publication traitant de la découverte 
des premières toxines animales actives sur les récepteurs aux mélanocortines. Il devait ainsi 
intégrer une première partie sur le projet Venomics avec la description de la banque 
obtenue de toxines synthétiques et la démonstration de son potentiel via son criblage sur 
des cibles thérapeutiques. Une deuxième partie décrivant la caractérisation de plusieurs 
toxines sélectionnées sur une des cibles étudiées servirait à exemplifier l’originalité des 
ligands qui pouvaient être découverts. La totalité de l’article est mis en Annexe 1 et les 
informations supplémentaires en Annexe 2. 

Au départ, trois toxines issues des hits sur hMC4R avaient été sélectionnées. Elles 
présentaient toutes trois ponts disulfure avec des motifs de cystéines différents et 
provenaient de trois animaux différents : N-TRTX-Preg1a de l’araignée Poecilotheria regalis, 
N-BUTX-Ptr1a du scorpion Parabuthus transvaalicus et enfin la toxine N-CTX-Can1a du cône 
Conus canonicus. Les deux premières montrent des motifs de cystéines bien connus des 
toxines : motif ICK (-C-C-CC-C-C-) et motif des toxines courtes de scorpion en CSαβ (-C-C-C-C-
C-x-C-) où x est n’importe quel acide aminé. N-CTX-Can1a devait être un exemple de toxine 
avec un motif beaucoup moins décrit dans la littérature (-C-C-C-C-CC-). Du fait de la 
complexité de sa synthèse et de sa faible affinité, cette dernière n’a finalement pas été 
incluse dans l’article. Les raisons seront développées en détail dans une prochaine partie. 
Concernant les deux toxines restantes, l’objectif était d’obtenir le plus d’informations 
possible à leur sujet sur le plan pharmacologique et structural. Le CEA ne pouvant pas 
couvrir l’ensemble de ces études, des collaborations ont été mises en place. L’étude de la 
fonction a été conduite par Karin Mörl de l’équipe d’Annette Beck-Sickinger de l’université 
de Leipzig. Steve Peigneur de l’université catholique de Louvain s’est occupé des tests de 
sélectivité sur les canaux ioniques. Ricardo Rodríguez de la Vega de l’université Paris-Sud a 
réalisé les études phylogénétiques des deux toxines. Enfin, les analyses structurales ont été 
faites par Hervé Meudal et Céline Landon du Centre de Biophysique Moléculaire d’Orléans. 
Au CEA, nous avons réalisé les alignements de séquences les plus proches des deux toxines 
et étudié leur affinité en test de liaison. La gestion des différentes collaborations a, en outre, 
fait partie intégrante du travail de thèse. 

 

2.2 Résultats8 
 

- Caractérisation pharmacologique 
The ICK-related N-TRTX-Preg1a comes from the spider Poecilotheria regalis while the 

CSαβ-related N-BUTX-Ptr1a from the scorpion Parabuthus transvaalicus. N letter (uppercase 
nu greek letter) has been chosen as the activity descriptor for modulators of hMCRs. All the 
following work was done with synthetically produced toxins of > 95% purity (Figure 27 and 
S3). N-TRTX-Preg1a and N-BUTX-Ptr1a display low micromolar affinities on every studied 

                                                 
8 Les résultats présentés ici sont la suite de l’article soumis dans Journal of Medicinal Chemistry. Ils seront ainsi 
présentés en anglais. 
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subtype of melanocortin receptors stably expressed in CHO-K1 cells for hMC1R, hMC4R, 
hMC5R and HEK293 cells for hMC3R (Table 9, Figure 28). Agonistic and antagonistic 
functions on the signaling pathways hMC1R/Gs and hMC4R/Gs were assessed on HEK293 
cells. To control the experiments, it was demonstrated that neither toxin induced any effect 
on control hMCR-free HEK293. Both toxins tested at 100 µM induced cAMP production on 
hMC1R, similar to 1 nM of α-MSH, while no effect was observed on hMC4R (Figure 28B). In 
the presence of 1 nM of α-MSH, the toxins slightly enhance hMC1R related cAMP production 
but did not reduce the cAMP production related to hMC4R (Figure 28B). Both toxins were 
tested at 100 µM on several sodium channels (NaV1.1, NaV1.2, NaV1.3, NaV1.4, NaV1.5, 
NaV1.6, NaV1.7 and NaV1.8), potassium channels (KV1.1, KV1.2, KV1.3, KV1.4, KV1.5, KV1.6, 
KV2.1, KV3.1, KV4.3, KV7.1, KV7.3, KV10.1, KV11.1(hERG), GIRK1), a voltage-gated calcium 
channel (CaV3.3) and ligand-gated ion channels nAChR α12β1γδ and nAChR α7). No activity 
could be detected (Figure S4 and S5).  
 

Table 9. Inhibition constant values of N-TRTX-Preg1a, N-BUTX-Ptr1a on melanocortin 
receptors. mean (µM) ± SEM (n=3-10). 

 hMC1R hMC3R hMC4R hMC5R 

N-TRTX-Preg1a 1.8 ± 0.3 19.8 ± 3.5 7.1 ± 1.5 10.0 ± 4.4 

N-BUTX-Ptr1a 2.9 ± 0.6 3.9 ± 0.7 2.6 ± 0.4 2.2 ± 0.8 

     

                          N-TRTX-Preg1a                                                   N-BUTX-Ptr1a 
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Figure 27. Analytical HPLC chromatogram of the final purified products of N-TRTX-Preg1a and 
N-BUTX-Ptr1a. Between 10 and 15 µg of each toxin were analyzed on a X Bridge BEH 300Å 5 µm 
4.6 x 250 mm with a gradient of 10-50% CH3CN/TFA 0.1% in 40 min at a flow rate of 1 mL/min. A 
spontaneous transformation of the N-terminal glutamine (Q form) residue of the peptide N-
BUTX-Ptr1a into a pyroglutamic acid (Z form) can be detected after crude peptide deprotection. 
According to LC-MS analysis performed on Elute Sp Pump HPG 700 (Brucker) coupled with 
AmaZon SL LC/MS (Bruker),  the peak at 18.077 min corresponds to the Q form (average mass of 
3795.70 m/z) and represents 96.5% of the total area. The peak at 18.802 min with an average 
mass of 3778.70 m/z seems to correspond to the  Z form of the peptide and represent 3.5% of 
the total area. 

https://lite.qwant.com/redirect/CAkfVtqf4EXe%2F9swzz8oybH%2B5Y5a%2B%2FiJEiiVlIpneDs%3D/https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FIon_channel_linked_receptors?position=10&query=channel%20receptor&t=web&l=fr
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Figure 28. Pharmacological characterization of N-TRTX-Preg1a and N-BUTX-Ptr1a. (A) 
Representative curves of binding of 125I-NDP-α-MSH on hMC1R, hMC4R and hMC5R (stably 
expressed in CHO cells) and on hMC3R (stably expressing in HEK293) in the presence of N-
TRTX-Preg1a (left panel) or N-BUTX-Ptr1a (right panel). Mean (%) ± SD (n=2-3). (B) Functional 
assays on HEK293 (grey), HEK293 stably expressing hMC1R (blue) or HEK293 transitory 
expressing hMC4R (red). cAMP production expressed as % of the positive control (1 µM 
forskolin). Preg1a: N-TRTX-Preg1a. Ptr1a: N-BUTX-Ptr1a. Mean (%) ± SEM (n = 3), ***: 
p<0.001; one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnett's multiple comparison 
test. 

 
- N-TRTX-Preg1a et N-BUTX-Ptr1a présentent-elles réellement les structures ICK et 

CSαβ ? 
The two N-TRTX-Preg1a and N-BUTX-Ptr1a toxins have a cysteine pattern 

corresponding to the ICK-related and the CSαβ-related structure with the following pairing 
C1-C4, C2-C5, C3-C6. As both toxins display original pharmacological activities, we 
characterized both structures by NMR and determined experimentally their cysteine 
connectivity. Both peptides are well-folded, illustrated by their good dispersion of 
resonances. All the 1H (except for the methyl groups of Met2 and Met28 of N-BUTX-Ptr1a), 
the 15N chemical shifts and the 13C resonances of Cα and Cβ were assigned. Depositions in 
the BioMagResBank were done with the entry code 34117 for N-TRTX-Preg1a and 34118 for 
N-BUTX-Ptr1a. 

A set of 546 NOEs for N-TRTX-Preg1a were used in the final ARIA run, which includes 
454 unambiguous restraints (Table S1). Additional constraints were introduced during the 
iterative ARIA procedure: 38 dihedral angle restraints, 10 H-bond constraints observed 
within the β-strands and 3 covalent bonds between sulphur atoms (C2-C19, C9-C22, C18-
C27). Indeed, when enough experimental data had been introduced into the first runs of the 
iterative ARIA process, the C18-C27 disulfide bond is formed in two-thirds of the N-TRTX-
Preg1a structures. The fine analysis of NOE constraints and the evaluation of distance 
between sulfur atoms allowed discrimination between the two remaining possibilities: C2-
C19, C9-C22, C18-C27 (favorable) or C2-C22, C9-C19, C18-C27 (excluded). Therefore, the 
corresponding covalent bonds were added between sulfur atoms to refine the N-TRTX-
Preg1a structure in the last runs of the calculations. The 10 models representative of the 
solution structure (Figure 29A) display a very low RMSD, small potential energy values, 
respect all the experimental data and are in perfect agreement with standard covalent 
geometry with 64.8% of the residues in the most favored regions of the Ramachandran plot, 
and 35.2% in additional allowed regions (Table S1). The N-TRTX-Preg1a structure is very well 
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defined, organized into the ICK motif without ambiguities regarding cysteine pairing. It is 
composed of a short antiparallel β-sheet made up of two short strands (22–23 and 26–27). 
The very short turn between these two strands, containing two arginine residues (R24 and 
R25), is highly constrained. Note the presence of an extended region (7–9), which faces the 
two-stranded β-sheet, resembling a third quasi-β-strand. Proline residue 12 is in a majority 
trans configuration (about 80%). N-TRTX-Preg1a sequence produced only a handful of 
significant hits in public databases and shares only 61% identity with the closest toxin with a 
known activity, Hs1a from Cyriopagopus schmidti (Figure 29C), a calcium channel blocker 
(Liu et al., 2006). 

Regarding structural determination of N-BUTX-Ptr1a, 839 NOEs (including 558 
unambiguous distance restraints) and 4 hydrogen bonds present within the β-sheet were 
used in the final ARIA run (Table S2). 92% of the 250 final structures display a C1-C4, C2-C5, 
C3-C6 disulfide bridge array, without adding any constraint on the bonds. The 10 models 
representative of the solution structure (Figure 29B) display low root mean square 
deviations (RMSD), small potential energy values, and respect all the experimental data, as 
attested by the absence of residual violations (Table S2). The Ramachandran plot exhibits 53% 

of the (,) angles in the most favored regions, and 40% in the additional allowed regions. 
The N-BUTX-Ptr1a structure scaffold is a well-known motif within scorpion toxins 
(Kuzmenkov et al., 2016), plant defensins (Carvalho and Gomes, 2009) and insect defensins 
(Koehbach, 2017), and was designated as a cysteine-stabilized α-helix β-sheet motif (CSαβ 
motif) (Cornet et al., 1995). The structure is composed of an α-helix (11–19) and a 2-
stranded short β-sheet (26–28; 31–33), stabilized by three disulfide bridges (C6-C27, C12-
C32, C16-C34) unambiguously assigned. N-BUTX-Ptr1a shares the same sequence pattern as 
the majority of α-KTx toxins known to block potassium channels: C-x(4,5)-C-x(3)-C-x(6,9)-
[GAS]-K-C-[IMQT]-x(3)-C-x-C (Prosite PS01138). Yet, N-BUTX-Ptr1a shares only 59% identity 
with the closest toxin with a known activity, Parabutoxin-3 from the same species 
Parabuthus transvaalicus (Figure 29D), a potassium channel blocker (Huys et al., 2002). The 
coordinates of structures have been deposited in the Protein Data Bank (http://www.pdb.org) 
with the entry codes 6SAA and 6SAB for N-TRTX-Preg1a and N-BUTX-Ptr1a, respectively. 

While N-TRTX-Preg1a and N-BUTX-Ptr1a display the canonical ICK and CSαβ structure, 
respectively, their sequences diverged so much from most described toxins that homology 
searches or phylogenetic reconstruction failed to assign them into known toxin groups. On 
one hand, N-TRTX-Preg1a matched only a handful of spider toxins that could not be linked to 
the main group of spider ICK toxins.  On the other hand, phylogenetic reconstruction with all 
known alpha-KTx (UniProt) placed N-BUTX-Ptr1a as sister to a clade consisting of several 
monophyletic alpha-KTx subfamilies (alpha-KTx 2, 4 and 12).  
  

https://prosite.expasy.org/cgi-bin/prosite/get-prosite-entry?PS01138
http://www.pdb.org/
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A 

 
 

 

B 

 

C 
   

Name Sequence %Id Targets 

N-TRTX-Preg1a        RCLHAGAACSGPIQKIPCCG-TCSRRK--CT  MCRs 

ω-TRTX-Hs1a        KCLPPGKPCYGATQKIPCCG-VCSHNK--CT 61% Cav2.2 (Liu et al., 2006) 

U2-TRTX-Pc1a        RCLPAGKTCVRGPMRVPCCG-SCSQNK--CT 54% Unknown 

U6-TRTX-Cg1a         CEPSGKPC-RPLMRIPCCG-SCVRGK--CA 46% Unknown 
    

ω-CTX-GVIA         CKSPGSSCSP--TSYNCCR-SCNPYTKRCY 29% Cav2.2 (Favreau et al., 2001) 

ω-CTX-MVIIA         CKGKGAKCSR--LMYDCCTGSCRSGK--C- 29% Cav2.2 (Wang et al., 2016) 

 

D 

   

Name Sequence %Id Targets 

N-BUTX-Ptr1a     QMDMRCSASVECKQKCLKAIGSIFGKCMNKKCKC  MCRs 

Parabutoxin-3      EVDMRCKSSKECLVKCKQATGRPNGKCMNRKCKCYPR 59% Kv1.1, Kv1.2, Kv1.3 (Huys et al., 

2002) 

Hongotoxin-2    HFIDVKCTTSKECWPPCKAATGKAAGKCMNKKCKCQ 53% Unknown 

Rj1m1    IVIDVPCTVSKECWSACKKAVGTDRGKCMGKKCKCYP 53% Unknown 

Tst26    VFINAKCRGSPECLPKCKQAIGKAAGKCMNGKCKCYP 53% Kv1.2, Kv1.3 (Papp et al., 2009) 

Ts7    VFINAKCRGSPECLPKCKEAIGKAAGKCMNGKCKCYP 53% Kv1.1, Kv1.2, Kv1.3, Kv1.6, 

Shaker Kv (Cerni et al., 2014; 

Rodrigues et al., 2003; Rogowski 

et al., 1994) 

Tco30 WCSTCLDLECGASRECYDPCFKAFGRAHGKCMNNKCRCYT 50% Shaker B KCh (Diego-García et 

al., 2005) 

TtBut WCSTCLDLACGASRECYDPCFKAFGRAHGKCMNNKCRCYT 50% Unknown 
    

Charybdotoxin    ZFTNVSCTTSKECWSVCQRLHNTSRGKCMNKKCRCYS 41% Kv1.2, Kv1.3, Kv1.5, Kv1.6, 

KCa1.1, Shaker Kv (Garcia et al., 

1994; Lucchesi et al., 1989) 

Agitoxin-2   GVPINVSCTGSPQCIKPCKDA-GMRFGKCMNRKCHCTPK 38% Kv1.1, Kv1.2, Kv1.3, Kv1.6 

(Garcia et al., 1994; Takacs et al., 

2009) 

Figure 29. Structural characterization of N-TRTX-Preg1a and N-BUTX-Ptr1a. Primary and 
overlay of the 10 NMR models representative of the solution structure of N-TRTX-Preg1a (A) 
and N-BUTX-Ptr1a (B). Disulfide bridges are represented in yellow. N: N-terminal extremity; 
C: C-terminal extremity. Comparison of amino acid sequences between N-TRTX-Preg1a (C) or 
N-BUTX-Ptr1a (D) and the most similar toxins obtained with NCBI blast program (default 
settings). Cystein residues are in bold and orange, conserved residues from N-TRTX-Preg1a 
or N-BUTX-Ptr1a are in green. Sequence alignment was performed with Clustal Omega 
(version 1.2.4 from Emboss programs, EBlosum62 matrix for two pair alignment).  
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2.3 Discussion 
 

MC4R is mainly expressed in the paraventricular nucleus of the hypothalamus. Its 
activity is finely regulated by both anorexigenic agonists, the melanocyte stimulating 
hormones (MSH), and the orexigenic antagonist, Agouti-related protein (AgRP) (Andermann 
and Lowell, 2017). Loss-of-function mutations on hMC4R are the primary cause of 
monogenic obesity (http://www.orpha.net/) making it a therapeutic target in eating disorders. 
Currently, only one MC4R ligand is in clinical trials (Setmelanotide, https://clinicaltrials.gov/). 
Subtype 1 (MC1R) is also of therapeutic interest with its protective role against melanoma. It 
elicits eumelanin production, a dark, UV radiation-absorbing, photoprotective pigment 
(Kobayashi et al., 1998) and promotes nucleotide excision repair of DNA damaged by UV 
radiation (Kadekaro et al., 2010). There is an urgent need for development of innovative 
ligands to better understand MCR functions and to generate new medicines. N-TRTX-Preg1a 
and N-BUTX-Ptr1a are the first MCR venom-peptide ligands, structurally unrelated to natural 
endogenous MCR agonists. Very interestingly, despite having two different structures, they 
both activate hMC1R without exhibiting the HFRW pharmacophore, previously described in 
endogenous agonists as the minimal active sequence (Hruby et al., 1987; Singh et al., 2010). 
In addition, they promote a synergistic effect with endogenous agonist α-MSH. This activity 
deserves to be finely studied as both ligands may activate hMC1R by a new molecular 
mechanism. N-TRTX-Preg1a and N-BUTX-Ptr1a inhibit 125I-NDP-α-MSH binding on hMC4R but 
are not able to modulate activate or antagonize the hMC4R/Gs pathway, under our 
experimental conditions. This discrepancy can comes from our experimental procedure or 
from a biased function of the two toxins.  A deeper exploration of the functions of the two 
toxins on various MC4R signaling pathways (Gq, β-arrestin, Kinases, etc.) will be performed 
to better understand their modes of action. 

N-TRTX-Preg1a exhibits a common ICK fold only described so far for activity on ion 
channels. Its sequence is close to calcium channel toxins but does not possess the tyrosine 
residue in position 16 (N-TRTX-Preg1a numbering), described to be essential for blocking 
CaV2.2 channel conductivity (Sousa et al., 2013). N-BUTX-Ptr1a, close in sequence to 
potassium channel toxins, possesses a dyad composed of a basic and an aromatic residue 
(Dauplais et al., 1997; Gasparini et al., 1998) (F24 and K26, N-BUTX-Ptr1a numbering). This 
dyad, stated as essential for potassium activity (Dauplais et al., 1997; Gasparini et al., 1998) 
but we shown that is clearly not sufficient for N-BUTX-Ptr1a to bind potassium channels. N-
TRTX-Preg1a and N-BUTX-Ptr1a sequences diverge so much within their own group that it 
was even impossible to phylogenetically anchor them into known toxin families. Thus, they 
constitute new clades for ICK and CSαβ families. Several other toxins of the produced bank 
sharing more than 80% of sequence identity with these two toxins are present in the 
Venomics database, suggesting that N-TRTX-Preg1a and N-BUTX-Ptr1a are not the only 
members of these new families. Production and pharmacological characterization of these 
natural variants should provide interesting insights with regard to the mode of action of 
these toxins on hMCRs. This may aid the generation of ligands with improved affinity and 
selectivity for development of new hMC1R agonists with applications in the treatment 
and/or prevention of melanoma. 
  

http://www.orpha.net/
https://clinicaltrials.gov/
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2.4 Conclusion et précisions 
 

Les résultats obtenus permettent de bien exemplifier dans l’article soumis dans 
Journal of Medicinal Chemistry l’originalité pharmacologique des toxines contenues dans la 
banque Venomics. Les premières toxines animales décrites sur les récepteurs aux 
mélanocortines sont ainsi deux toxines à trois ponts disulfure provenant de deux animaux et 
ayant des structures totalement différentes. N-TRTX-Preg1a produite par l’araignée 
Poecilotheria regalis possède un motif ICK. N-BUTX-Ptr1a du scorpion Parabuthus 
transvaalicus présente le motif des toxines courtes de scorpion en CSαβ. Chacune forme un 
nouveau groupe au sein de sa famille structurale respective. Malgré ces différences, elles 
partagent un même profil pharmacologique avec des affinités micromolaires sur les MCRs. 
Elles ne sont actives sur aucuns canaux ioniques testés, pourtant connus pour être des cibles 
des familles structurales des deux toxines. À noter que le canal Cav2.2, cible de la toxine 
connue Hs1a la plus proche de N-TRTX-Preg1a, n’a pas pu être testé car extrêmement 
difficile à exprimer dans les ovocytes de Xénope. 

En outre, la grande majorité des toxines caractérisées à ce jour sont des inhibiteurs 
de l’activité de leur cible moléculaire. Dans le cas des deux présentes toxines, elles sont 
agonistes du récepteur MC1R. Plus intéressant encore, elles sont les premiers ligands 
peptidiques qui n’ont pas été développés à partir du pharmacophore HFRW de l’agoniste 
endogène α-MSH. Néanmoins, leur faible affinité et efficacité sur hMC1R a limité certaines 
études. Pour les tests de fonction, aucune courbe dose-réponse n’a été présentée car aucun 
effet n’a été observé à des concentrations inférieures ou égales à 10 µM. L’activation de la 
voie Gs du hMC1R avec 100 µM de toxine ne correspond sans doute pas à un effet maximal. 
Tester de plus fortes concentrations n’a pas été entrepris principalement à cause des 
quantités importantes de toxines nécessaires. Par contre, si les deux toxines avaient 
présenté de meilleures affinités sur MC1R, elles auraient fait l’objet d’un article à part 
entière. Cet article aurait intégré l’étude de stimulation de la pigmentation in vitro (Wen et 
al., 2013) ou in vivo chez les rongeurs (D’Orazio et al., 2006).  
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3.  Deux conotoxines difficiles à caractériser 
 

La caractérisation pharmacologique d’une toxine animale synthétique nécessite 
d’une part des arguments en faveur de l’équivalence avec la forme naturelle au niveau 
structural et pharmacologique et d’autre part une production permettant l’obtention de 
quantités suffisantes pour les différentes études. Ces deux exigences peuvent être 
particulièrement difficiles à respecter pour des toxines dont il n’existe aucune indication 
quant à l’arrangement des ponts disulfure de la toxine naturelle. C’est le cas de trois des cinq 
toxines sélectionnées, toutes des conotoxines. Parmis ces toxines, deux d’entre elles ont 
finalement été mises de côté principalement du fait de l’impossibilité de déterminer la ou les 
forme(s) succeptible(s) d’être dans le venin. 

  

3.1 N-CTX-Can1a 
 

- Originalité de séquence 
La conotoxine N-CTX-Can1a (GCRCPPCTGACKYLCC#) a été identifiée dans le venin du 

cône Conus canonicus. Elle comporte 6 cystéines sur 16 résidus, ce qui en fait un peptide 
exceptionnellement réticulé même au sein des toxines animales. Ces cystéines forment le 
motif XXV (C-C-C-C-C-CC) des conotoxines partagé uniquement avec une autre toxine, as25a 
de Conus cancellatus (CKCPSCNFNDVTENCKCCIFRQP) (Aguilar et al., 2013) dont l’activité 
pharmacologique n’est pour l’instant pas connue. L’analyse du blast de N-CTX-Can1a ne 
donne aucun alignement satisfaisant avec les séquences connues de la base de données 
UniProtKB/SwissProt. Dans la banque des 20 206 séquences du projet Venomics, la toxine ne 
partage aucune identité de séquence avec les 82 autres séquences présentant le même 
motif de cystéine. Par contre, elle est proche de toxines au motif -CC-C-C-CC caractéristique 
de la superfamille M des conotoxines (Sato et al., 1983). La plus proche, P014846 (identifiant 
dans la banque Venomics), ne diffère de N-CTX-Can1a que par l’inversion de C et R en 
position 2 et 3 (Table 10).  

 
Table 10. Comparaison de N-CTX-Can1a avec les séquences les plus proches de la banque 
Venomics. Les cystéines sont représentées en gras et en orange. Les résidus différents de N-
CTX-Can1a dans les autres séquences sont en noir et en gras. Les séquences ont été 
obtenues avec le programme Blastp du site NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) en 
interrogeant la base UniProtKB/SwissProt (paramètres par défaut, matrice Blosum62). # : -
CONH2 

 
Nom Séquence %Id Criblage primaire sur hMC4R Espèce 

N-CTX-Can1a GCRCPPCTGACKYLCC# 100% Active Conus canonicus 
P014846 GCCRPPCTGACKYLCC# 88% Pas active C. canonicus 
P014850 GCCRPPCTGACKYLCCG 88% Pas active C. canonicus 
P014842 GCCRTPCTGACKYLCC# 81% Pas active C. canonicus 
P010959 GCCRPPCSSVCQYLCC# 63% Pas active C. canonicus 

 
- Production et caractérisation 

L’étape clé de la production d’un peptide réticulé est l’oxydation des ponts disulfure. 
En ce qui concerne N-CTX-Can1a, l’arrangement des ponts disulfure de la toxine naturelle 
n’est pas connu. La méthode d’oxydation aléatoire apparait ainsi la plus simple au départ en 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi


RÉSULTATS et DISCUSSION 
 

111 

 

permettant à la toxine d’atteindre une ou plusieurs formes énergétiquement stables et 
succeptibles de correspondre aux formes naturelles.  

 
o Méthode d’oxydation aléatoire en présence d’un couple oxydo réducteur  

Le peptide a d’abord été oxydé suivant les conditions du projet Venomics : HEPES 100 
mM, ACN 20%, couple oxydo-réducteur cystéine/cystine (ratio molaire 1 :50 :5 peptide/ 
cystéine/cystine). Lorsque ces conditions sont utilisées, trois pics (T1, T2 et T3) sont observés 
en HPLC (Figure 30A) et présentent tous la masse monoisotopique du peptide oxydé ainsi 
que celle d’un dimère minoritaire (Figure 30B). Ce dernier correspondrait à deux toxines à 
deux ponts disulfure et un pont interchaine. Les trois pics correspondraient donc à trois 
arrangements de ponts disulfure différents sur les 15 possibles. En outre, l’oxydation est 
rapide puisqu’en moins de 4h, le profil HPLC n’évolue plus. Ces résultats compliquent 
grandement la caractérisation pharmacologique de la toxine. En effet, l’obtention de 
différentes formes diminue d’une part les quantités finales obtenues mais augmente d’autre 
part, le nombre de tests à faire pour leur caractérisation. La première solution à ce problème 
est de favoriser préférentiellement une forme par rapport aux autres en modifiant les 
conditions d’oxydation (Annexe 3). Plusieurs paramètres ont ainsi été modifiés : couple 
oxydo-réducteur, température, agents chaotropiques, pH. Toutes ces conditions aboutissent 
à un résultat similaire aux conditions Venomics avec trois formes oxydées. Ces derniers ont 
été purifiés mais seuls T2 et T3 ont été obtenus en quantité suffisante pour évaluer leur 
affinité sur hMC4R via un test de liaison.  

Les deux pics T2 et T3 présentent de faibles affinités de l’ordre du micromolaire, 
respectivement 4.86 µM (n=1) et 1.12 µM (n=1) tandis que le peptide réduit alkylé n’est pas 
actif à 100 µM (n=2). La formation des ponts semble donc importante pour la liaison de la 
toxine sur le récepteur. Or l’arrangement des ponts disulfure n’est pas connu. En outre, il est 
probable que d’autres formes oxydées de la toxine avec des pontages différents présentent 
de meilleures affinités. Pour obtenir ces deux informations, une stratégie de pontage dirigé a 
été appliquée.  

 
o 1 pont en pontage dirigé (entre la dernière cystéine C6 et C1/2/3/4)  

 Stratégie  
Un peptide à trois ponts disulfure peut donner 15 arrangements différents. Or, la 

production en pontage dirigé d’un peptide à trois ponts disulfure requiert l’emploi de trois 
groupements protecteurs différents multipliant ainsi les étapes de déprotection, d’oxydation 
et de purification. Pour simplifier, nous avons appliqué une approche en deux temps grâce à 
l’utilisation de deux groupements protecteurs des fonctions thiols des cystéines. Le 
groupement trityl (Trt) est labile en milieu acide mais pas le groupement acétadométhyle 
(Acm). Après déprotection acide au TFA, seuls les groupements Acm seront donc toujours 
présents. Lors d’une première étape d’oxydation, les deux premiers ponts sont ainsi formés 
de manière aléatoire par les cystéines non protégées donnant trois possibilités 
d’arrangements de ponts disulfure (Figure 31). Dans un second temps, le dernier pont est 
formé en présence d’iode qui permet successivement le clivage des Acm et l’oxydation des 
fonctions thiols des deux cystéines restantes. On connait ainsi l’arrangement d’un pont sur 
les trois pour chacune des formes obtenues. Cette méthode requiert en premier lieu de 
choisir le pont qui sera dirigé. De façon arbitraire, c’est celui impliquant la dernière cystéine 
qui a été choisi. Au total, quatre formes de la toxine sont ainsi produites. Seule la forme pour 
laquelle le pont dirigé supposé le plus difficile à se former entre les deux dernières cystéines 
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adjacentes n’est pas produite. 
 

 Biochimie  
De façon intéressante, la première étape d’oxydation donne un seul pic majoritaire 

quelle que soit la position des cystéines protégées par des Acm. Sur les 12 formes oxydées 
possibles, seules 4 sont finalement obtenues. 

Bien que les rendements globaux soient faibles (Annexe 4), les produits finaux 
présentent plus de 90% de pureté et des temps de rétention différents (Figure 32). Les 
spectres de masses sont présentés en Annexe 5. 

 

A) 

. 

 

 

 

 

       B)  
 

Figure 30. Oxydation aléatoire de N-CTX-Can1a. A) Profils HPLC de N-CTX-Can1a réduit (en 
noir) et après 4h d’oxydation (en bleu). Colonne : XBridge® BEH 300Å 5 µm, 4.6 x 250 mm ; 
Gradient : 10% d’ACN puis 1% ACN/min ; débit : 1 mL/min. B) Spectre de masse MALDI-TOF 
identique des pics purifiés T1, T2 et T3. La masse notée correspond à la masse 
monoisotopique du peptide. L’encadré est un agrandissement du massif isotopique de la 
masse majoritaire. 
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Figure 31. Stratégie de pontage dirigé partiel de N-CTX-Can1a (exemple de la forme Can1a-
2). Dans une première étape, les deux premiers ponts sont formés de manière aléatoire par 
les cystéines non protégées (en bleu) par un groupement acétadométhyle (Acm) donnant 
trois possibilités d’arrangements des ponts disulfure. Une deuxième étape de pontage dirigé 
permet la fomation du dernier pont disulfure. # : -CONH2 

 

 

Figure 32. Profil en HPLC analytique des différents produits de N-CTX-Can1a à deux ponts 
disulfure obtenus après 3 jours d’oxydation aléatoire. Colonne : XBridge® BEH 300Å 5 µm, 
4.6 x 250 mm ; Gradient : 20% d’ACN puis 0.75% ACN/min ; débit : 1 mL/min. 
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La différence de temps de rétention permet d’identifier à quelle forme en pontage 
dirigé correspond chacun des trois pics purifiés en oxydation aléatoire (Figure 33). Le 
premier pic T1 de l’oxydation aléatoire correspond à une forme oxydée avec un pont C2-C6, 
le deuxième pic T2 à une forme avec un pont C4-C6 et le dernier T3 à une forme avec un 
pont C1-C6. Seule la forme Can1a-4 (C3-C6) n’est pas observée avec la stratégie aléatoire 
d’oxydation. 

 
Figure 33. Attribution des pics obtenus en oxydation aléatoire à l’aide des formes oxydées 
après pontage dirigé de N-CTX-Can1a. Colonne : XBridge® BEH 300Å 5 µm, 4.6 x 250 mm ; 
Gradient : 10% d’ACN puis 1%/min ; débit : 1 mL/min. 
 

 Activité sur hMC4R 
Pour chacune des formes à produire, la première étape d’oxydation aboutit à un 

peptide à deux ponts disulfure dont l’arrangement n’est pas connu. Parmi ces peptides, seul 
celui de Can1a-2 (C1-C6 fixé) permet d’obtenir une affinité de 35.7 µM (n=1). Pour les autres, 
le Ki est supérieur à 70 µM (n=1). 

Des peptides 3 ponts, tous ont des affinités de l’ordre de 10 µM sauf N-CTX-Can1a-5 
dont le Ki est de 30 µM (Table 11). La formation du troisième pont est donc importante pour 
les formes -3/-4 et -5. Pour N-CTX-Can1a-2, la formation du 3ème pont permettrait 
d’améliorer l’affinité d’un facteur 3. 
 
Table 11. Constantes d’inhibition (Ki) moyennes des différentes formes oxydées de N-CTX-
Can1a sur hMC4R. Le peptide linéaire correspond au peptide ayant les cystéines alkylées à la 
suite d’un traitement à l’iodoacétamide. Moyenne (µM) ± SD (n=2-3) ; en italique : n=1. 

 Pont dirigé Ki sur hMC4R (µM) 

N-CTX-Can 1a réduit - >100 

N-CTX-Can1a T1 - 4.86 
N-CTX-Can1a T2 - 1.12 

N-CTX-Can1a-2 C1-C6 11.7 ± 0.5  
N-CTX- Can1a -3 C2-C6 13.4 ± 0.2  
N-CTX- Can1a -4 C3-C6 10.6 ± 3.4  
N-CTX- Can1a -5 C4-C6 28.5 ± 4.6  
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- Discussion 
o Une toxine dérivée de la superfamille M des conotoxines ? 

P014846 présente le motif de cystéine –CC-C-C-CC- de la superfamille M des 
conotoxines (Sato et al., 1983). Or, N-CTX-Can1a ne diffère de P014846 que par la simple 
inversion de Cys2 et Arg3. Une erreur lors de l’analyse du séquençage reste peu probable 
puisque la séquence a été retrouvée à la fois en transcriptomique et en protéomique. De 
plus, le changement de Cys en Arg peut être engendré par une simple mutation au niveau 
d’un nuclétotide. Dans l’ARNm, l’arginine est codée par CGN (N=A/C/G/U) et la cystéine par 
UGY (Y=C/U). Or dans l’ADN, la base méthylée 5-méthyl-cytosine peut subir une 
désamination donnant la thymine puis l’uracile (U) dans l’ARNm (Figure 34A) (Gehring and 
Henikoff, 2008). Il s’agit de la mutation d’un nucléotide simple la plus commune. La même 
réaction peut se faire directement au niveau de l’ARNm pour donner l’uracile (U) (Figure 
34A). Ainsi le passage de Cys2-Arg3 en Arg2-Cys3 peut se faire en deux étapes selon deux 
possibilités (Figure 34B) en supposant que la séquence nucléotidique de départ soit TGYCGY. 
À noter que l’intermédiaire CGYCGY donnant Arg-Arg sans réaction de désamination n’a pas 
été détecté lors des analyses du projet Venomics. Comme les deux toxines ont été observées 
dans le même individu, cela suggère qu’il y ait également eu un évènement de duplication 
du gène. Bien que complexes, il est ainsi probable que certains processus évolutifs aient 
abouti à la toxine N-CTX-Can1a à partir du gène codant pour P014846.  

 

A)   B)  
 

1)  Deux étapes au niveau de l’ADN 
Cys-Arg TGYmCGY --> CGYmCGY --> CGYTGY Arg-
Cys 
 
2) Une étape au niveau de l’ADN et une étape au 
niveau de l’ARN 
Cys-Arg TGYCGY  -->  CGYCGY --> CGYUGY Arg-Cys 
 
--> absence d’amination de la cytosine ne 
donnant pas la thymine au niveau de l’ADN 
--> désamination  

 

Figure 34. Mécanisme d’inversion de Cys et Arg dans la séquence de N-CTX-Can1a. A) 
Conversion de la cystosine en uracile ou de la méthyl-cytosine en thymine par désamination. 
B) Deux hypothèses expliquant l’inversion de Cys-Arg en Arg-Cys. S’il y a réaction de 
désamination, l’intermédiaire CGYCGY peut donner soit Arg-Cys ou redonner Cys-Arg. Sinon, 
il donnera Arg-Arg. 
 

o Une oxydation versatile 
La formation d’un pont disulfure dépend directement de trois facteurs : la proximité 

ou l’accessibilité spatiale entre les cystéines formant le pont, la différence de pKa entre les 
fonctions thiol impliquées et le pH de l’environnement, et enfin l’environnement oxydo-
réducteur (Mamathambika and Bardwell, 2008). En jouant sur ces facteurs en oxydation 
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aléatoire, on peut potentiellement modifier l’appariement des cystéines formant les ponts 
disulfure, ce qui ne semble pas être le cas de N-CTX-Can1a. Trois pics correspondant au 
peptide totalement oxydé sont toujours obtenues quelle que soit la condition testée. La 
faible longueur de la chaine peptidique associée à des éléments structuraux forts comme les 
deux prolines adjacentes orienteraient ainsi préférentiellement la formation de trois formes 
thermodynamiquement plus stables sur les 15 possibles. Cependant, chaque pic observé 
pourrait aussi être un mélange de différents arrangements comme on ne connait pas les 
temps de rétention de toutes les formes oxydées possibles.  

 
o Différents appariements pour une même activité 

Une absence d’activité MC4R du peptide réduit, montre que la liaison de la toxine sur 
hMC4R nécessite une structuration via les ponts disulfure. L’étude des formes issues du 
pontage dirigé montre quant à elle que la façon dont ces ponts sont arrangés n’est pas 
importante. Une forme n’est pas plus active que les autres.  

 
- Conclusion et perspectives 

Au final, N-CTX-Can1a cumule de nombreux défauts. Bien qu’intéressante, son 
histoire évolutive à partir de P014846 est complexe et difficile à prouver. Pour l’instant 
aucun protocole de production n’est au point. Or, au vue des faibles affinités sur hMC4R, 
plusieurs milligrammes seraient nécessaires pour réaliser toute la caractérisation 
pharmacologique et structurale. Mais la principale limite est qu’il n’y a aucun moyen à notre 
disposition pour nous assurer de la correspondance des formes produites avec la ou les 
formes naturelles. En effet, lors du projet Venomics, le venin a été analysé après réduction 
des ponts disulfure. Pour cette raison, la caractérisation de la toxine a été stoppée. Par 
contre, la toxine P014846 pourrait être une alternative pour une future publication. Dans la 
superfamille M, on distingue les mini-conotoxines M (moins de 20 résidus) des maxi-
conotoxines M (plus de 20 résidus). P014846 appartiendrait donc aux mini-conotoxines M. 
Cependant, elle diffère des autres membres de par la faible longueur de ces boucles : -CC-
x(3)-Cx(3)-Cx(3)-CC- contre -CC-x(4-6)-Cx(4-5)-Cx(1-5)-CC- (Jacob and McDougal, 2010). En 
outre, sa séquence ne se rapproche d’aucune autre conotoxine décrite dans la base de 
données UniProtKB/SwissProt faisant de P014846 potentiellement un membre fondateur 
d’une nouvelle branche des mini-contoxines M. De plus, P014846 testée à une concentration 
similaire à N-CTX-Can1a s’avère être un faux négatif du criblage primaire. En effet, le peptide 
purifié se révèle actif sur hMC4R (5.4 ± 1.6 µM). Ce résultat a un double intérêt. D’une part, 
elle ajoute un nouveau motif de cystéines actif sur ce récepteur. D’autre part, ce serait la 
première mini-conotoxine M avec une cible moléculaire connue. L’autre avantage de cette 
toxine est sa facilité de production. En oxydation aléatoire dans les conditions Venomics, 
P014846 ne donne qu’une seule forme oxydée (Annexe 6). 
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3.2 N-CTX-Mil1a 
 

- Originalité de séquence 
Provenant du cône Conus miliaris, la toxine N-CTX-Mil1a présente le motif de 

cystéine CC-CC de la superfamille T des conotoxines (Walker et al., 1999) : 
LQTHWNKRCCPRRPVCCFP. (Table 12A). Les conotoxines T sont couramment présentes dans 
les venins de cônes mais très peu d’informations fonctionnelles existent à leur sujet.  
 

Table 12. Comparaison de N-CTX-Mil1a avec les séquences les plus proches de la base 
UniProtKB/SwissProt (A) et de la banque Venomics (B). Les cystéines sont représentées en 
gras et en orange. Les résidus différents de N-CTX-Can1a dans les autres séquences sont 
représentés en noir et en gras. La séquence du peptide maturé est soulignée en trait plein 
lorsque la présence du peptide mature a été prouvée au niveau protéique, en pointillé, par 
similarité. Les séquences ont été obtenues avec le programme Blastp du site NCBI 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) en interrogeant la base UniProtKB/SwissProt ou la 
base de données Venomics (paramètres par défaut, matrice Blosum62). * : issue d’analyses 
transcriptionnelles ; 1(Liu et al., 2007) 
 

A) 
Nom Séquence %Id Fonction Affinité Espèce  

N-CTX-Mil1a LQTHWNKR-CCPRRPVCCFP 100% MCRs 1 µM Conus miliaris 
Ca5.3*  

LQEHWNKR-CCPRRLACCIIGRK 64%     C. caracteristicus 
Pu5.6* 

LQQHWNKR-CCPRKIWCCMIPR 57%     C. pulicarius 
Lt5d  

LQMFWNKRDCCPAKLLCCNP 55% Nav TTX-sensibles1 0.2 µM C. litteratus 
Leo-T2* LQELWNKRPCCPLIPGCCR 52%     C. leopardus 
mr5.1a* LQIHRNKR-CCPGWELCCEWDEW 50%     C. marmoreus 

 

B)  

Nom Séquence %Id 
Criblage 

primaire sur 
hMC4R 

Espèce 

N-CTX-Mil1a               LQTHWNKRCCPRRPVCCFP 100% Active C. miliaris 
P010344             STLQTHWNKRCCPRRPVCCFP   100% Active C. miliaris 
P010346 DVPLASLLDNAKSTLQTHWNKRCCPRRPVCCFP 100% Active C. miliaris 
P010345       LLDNAKSTLQTHWNKRCCPRRPVCCFP 100% Active C. miliaris 
P010342                       CCPRRPVCCFP   58% Pas active C. miliaris 
P010341                       CCPRRPVCCF 53% Active C. miliaris 

 
 

- Production et caractérisation 
Comme pour la toxine précédente N-CTX-Can1a, la stratégie d’oxydation « aléatoire » 

des ponts disulfure a d’abord testée. 
 

o Méthode d’oxydation aléatoire en présence d’un couple oxydo réducteur  
Les conditions Venomics ont d’abord été utilisées : HEPES 100 mM, ACN 20%, couple 

oxydo-réducteur cystéine/cystine (ratio molaire 1 :50 :5 peptide/ cystéine/cystine). En HPLC, 
deux pics T1 et T2 correspondant au peptide totalement oxydé sont observées (Figure 35). 
Les deux pics purifiés ont été ensuite testés sur les récepteurs aux mélanocortines et 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.uniprot.org/uniprot/P0C668
http://www.uniprot.org/uniprot/P0C641
http://www.uniprot.org/uniprot/Q1A3R1
http://www.uniprot.org/uniprot/P0C907
http://www.uniprot.org/uniprot/Q6PN86
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présentent des affinités similaires de l’ordre du micromolaire sur l’ensemble des sous-types 
(Table 13). Un peptide possédant 4 cystéines peut former trois arrangements de ponts 
disulfure différents nommés « Bead » (C1-C2, C3-C4), « Globular » (C1-C3, C2-C4) et 
« Ribbon » (C1-C4, C2-C3). Cela signifie soit que T1 ou T2 comporte en réalité deux de ces 
formes oxydées soit que la troisième possibilité de pontage n’est pas produite en oxydation 
aléatoire. Pour répondre à cette question et vérifier que la troisième forme partage des 
affinités similaires aux deux autres, les trois formes possibles du peptide oxydé sont 
produites en pontage dirigé. 
 

 

 

Figure 35. Oxydation aléatoire de N-CTX-Mil1a. A) Profils HPLC de N-CTX-Mil1a après 72h 
d’oxydation à 4°C. Colonne : Xbridge® peptide BEH C18 300 Å 3.5 µm, 4.6 x 150 mm ; 
Gradient : 10% d’ACN puis 1% ACN/min ; débit : 1 mL/min. B) Spectre de masse MALDI-TOF 
identique des pics purifiés T1 et T2. L’encadré est un agrandissement du massif isotopique 
de la masse majoritaire. Les masses notées correspondent aux masses monoisotopiques. 
 
Table 13. Constantes d’inhibition (Ki) moyennes des différentes formes oxydées produites 
de N-CTX-Mil1a sur les récepteurs aux mélanocortines. Le peptide linéaire correspond au 
peptide ayant les cystéines alkylées à la suite d’un traitement à l’iodoacétamide. Moyenne 
(µM) ± SD (n=2-3) ; NT : non testé. 

 Ki (µM) 
 hMC1R hMC3R hMC4R hMC5R 

N-CTX-Mil1a réduit  5.78 ± 1.10 3.36 ± 1.34 4.24 ± 0.58 9.07 ± 4.63 

N-CTX-Mil1a T1 0.89 ± 0.08 2.39 ± 0.16 4.54 ± 4.35 0.90 ± 0.05 
N-CTX-Mil1a T2 0.48 ± 0.02 2.96 ± 0.40 0.92 ± 0.39 1.00 ± 0.40 

Bead 0.64 ± 0.21 1.52 ± 0.07 0.86 ± 0.19 0.63 ± 0.34 
Globular NT NT 2.81 NT 
Ribbon 0.87 ± 0.51 1.22 ± 0.43 0.74 ± 0.30 2.04 ± 1.36 
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o Pontage dirigé 
Pour chacune des trois formes oxydées produites, le choix du premier pont, c’est-à-

dire impliquant les deux cystéines ne portant pas le groupement protecteur Acm, a été fait 
de façon arbitraire : C3-C4 pour la forme « Bead », C1-C4 pour la forme « Ribbon » et C1-C3 
pour la forme « Globular » (Figure 36). Les rendements des différentes étapes sont 
présentés en Annexe 4. Les formes « Ribbon » et « Bead » présentent, en HPLC analytique, 
un pic majoritaire correspondant à la masse du peptide oxydé et précédé d’un épaulement 
contenant la masse du peptide avec un incrément de +16 m/z (Annexe 7). Le profil HPLC de 
la forme « Globular » est un pic large dont la partie ascendante correspond à des incréments 
de +16, +32, +48 et +64 et la partie supérieure à un incrément de +32. Le peptide non 
modifié y est donc très minoritaire (Annexe 7). Dans tous les cas, la comparaison des temps 
de rétention des trois formes avec ceux de T1 et T2 dans les mêmes conditions ne permet de 
faire la correspondance qu’avec un seul pic en oxydation aléatoire (Figure 37). T1 
correspondrait ainsi à la forme « Bead » tandis que T2 ne ferait référence à aucun des 
produits obtenus en pontage dirigé.  

Testées sur les différents sous-types de récepteurs aux mélanocortines (à part la 
forme « Globular »), les trois formes issues du pontage dirigé présentent des affinités 
similaires entre elles sur l’ensemble des sous-types de récepteurs et restent toujours de 
l’ordre du micromolaire. En outre, la forme Bead et le pic T1 partagent bien les mêmes 
affinités sur les récepteurs au mélanocortines. La différence observée pour hMC4R est 
uniquement dû au faible nombre de réplicat de T1 sur ce sous-type. Par rapport au peptide 
réduit, le gain d’affinité engendré par l’oxydation des ponts disulfure des formes « Ribbon » 
et « Bead » est soit inférieur à un facteur 10 sur hMC5R soit inférieur à un facteur 5 sur les 
autres sous-types. 

 

 

Figure 36. Stratégie de pontage dirigé de N-CTX-Mil1a. Dans une première étape, le premier 
pont est formé de manière aléatoire par les cystéines non protégées par un groupement 
acétadométhyle (Acm). Une deuxième étape de pontage dirigé permet la fomation du 
dernier pont disulfure. 
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Figure 37. Attribution des pics obtenus en oxydation aléatoire à l’aide des formes oxydées 
après pontage dirigé de N-CTX-Mil1a. Colonne : XBridge® BEH 300Å 5 µm, 4.6 x 250 mm ; 
Gradient : 10% d’ACN puis 1%/min ; débit : 1 mL/min. 

 
- Discussion 

o Une maturation incomplète du propeptide  
Une conotoxine est produite sous forme de précurseur appelé prépropeptide 

composé de trois parties : une séquence signal « pré » en extrémité N-terminale suivie par 
une région « pro », et enfin le peptide mature (Terlau and Olivera, 2004). La séquence signal 
est extrêmement bien conservée et est généralement associée à un motif de cystéine 
particulier. Pour cette raison, elle est utilisée pour définir les grandes superfamilles de 
conotoxines dont la superfamille T à laquelle appartiendrait N-CTX-Mil1a (Biggs et al., 2010). 
La séquence « pro » jouerait quant à elle un rôle non seulement dans le passage de la 
membrane plasmique pour l’excrétion du peptide mature (Luo et al., 2006) mais également 
dans la modification post-traductionnelle (PTM) de celui-ci. Elle possèderait des signaux 
servant de point d’ancrage aux enzymes responsables des PTMs (Hooper et al., 2002). Le 
clivage du propeptide en peptide mature se fait, en règle générale, au niveau du motif KR. Or, 
ce dernier est retrouvé juste en amont de la première cystéine de N-CTX-Mil1a. En outre, la 
séquence située avant ce motif correspond à la région la mieux conservée parmi les 
séquences proches de N-CTX-Mil1a dans UniProtKB/SwissProt. Tout ceci est en faveur de 
l’hypothèse que N-CTX-Mil1a ne correpondrait pas au peptide mature. Cette hypothèse est 
renforcée par l’analyse des séquences similaires dans la banque Venomics (Table 12B). Elles 
proviennent toutes de la même espèce de cône C. miliaris et correspondent à un 
allongement en N-terminal ou un raccourcissement en C-terminal de la séquence de N-CTX-
Mil1a. Théoriquement, l’analyse transcriptomique de la glande à venin fournit la séquence 
du prépropeptide tandis que l’analyse protéomique du venin devrait donner les séquences 
du propeptide et du peptide mature. Ainsi les différentes séquences proches de N-CTX-Mil1a 
seraient issues du même gène dont la région « pro » a été plus ou moins maturée et 
dégradée par des aminopeptidases, le peptide mature pouvant être P010341 ou P010342. 

 
o Production 

Les incréments (+16, +32, +48 et +64) observées en pontage dirigé apparaissent 
uniquement après la formation du 2ème pont disulfure en présence d’I2. Elles 
correspondraient à des hydroxylations. I2 est connu pour son fort pouvoir oxydant. Des 
réactions secondaires peuvent ainsi se produire comme l’oxydation trop forte de la fonction 
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thiol engendrant un acide sulfonique ou des oxydations des résidus Tyr, Trp et Met (Laps et 
al., 2019). Or N-CTX-Mil1a présente un seul de ces résidus. L’oxydation de W5 en oxindole 
expliquerait la présence de l’incrément +16 pour les formes « Ribbon » et « Bead ». 
Cependant, cela n’explique toujours pas la présence des incréments +32, +48 et +64 
retrouvées dans la forme « Globular ». D’autres réactions secondaires non décrites dans la 
littérature doivent donc se produire entrainant l’hydroxylation de plusieurs résidus. 

Un peptide hydroxylé est moins hydrophobe que le même peptide non modifié. Son 
temps de rétention en HPLC en phase inverse est donc diminué. La forme « Globular » de N-
CTX-Mil1a produite présenterait plusieurs hydoxylations. Sachant que le pic majoritaire T2 
ne correspond ni à un dimère, ni aux formes « Ribbon » ou « Bead », il est donc fort 
probable qu’il représente en réalité la forme « Globular » non hydroxylée. L’arrangement 
des ponts en C1-C3, C2-C4 est d’ailleurs caractéristique des conotoxines T (Walker et al., 
1999). Il est tout de même important de noter que pour beaucoup de ces toxines, 
l’attributation des ponts disulfure se fait par similarité par rapport aux premières 
conotoxines T décrites en 1999 et dont seule la forme « Globular » coélue avec la toxine 
naturelle. Pour confirmer la correspondance de T2 avec la forme « Globular », il est 
nécessaire d’utiliser une méthode sans I2 afin d’éviter les réactions secondaires. Par exemple, 
Laps et al. ont développé récemment un protocole de pontage dirigé sans I2 et plus rapide 
(20 min vs 1h30) en utilisant du PdCl2 (10 eq.,10 min) pour la déprotection des groupements 
Acm puis du diethyldithiocarbamate (25 eq., 5 min) et enfin du disulfirame (2 eq., 5 min) 
pour favoriser la formation des ponts disulfure (Laps et al., 2019). Si la correspondance est 
confirmée, la forme « Globular » pourrait ensuite être facilement produite en oxydation 
aléatoire par purification du pic majoritaire.  
 

o Des ponts disulfure dispensables 
La perte d’affinité par réduction et alkylation du peptide est seulement d’un facteur 

5-10. En outre, l’affinité du peptide oxydé est la même que ce soit pour la forme « Ribbon » 
ou « Bead ». Cela suggère donc que, quel que soit la structure tridimentionnelle du peptide, 
des interactions toxine-récepteur similaires sont toujours présentes.  
 

- Conclusion et perspectives 
Par rapport aux objectifs du projet de thèse, N-CTX-Mil 1a, avec des faibles affinités 

sur les récepteurs étudiés, n’est pas intéressante d’un point de vue thérapeutique. 
Cependant, elle pourrait être intéressante d’un point de vue fondamental. D’une part, sa 
caractérisation sur les récepteurs aux mélanocortines montre que la présence des ponts 
disulfure n’est pas requise pour lier une cible. D’autre part, elle ajouterait une activité à une 
famille de conotoxines décrite pour la première fois 20 ans auparavant mais très peu décrite 
au niveau pharmacologique depuis. Néanmoins, la présence de modifications des formes 
obtenues en pontage dirigé limitent l’exploitation des résultats dans un article scientifique. 
En outre, au vu des faibles affinités sur les récepteurs aux mélanocortines, l’exploitation 
dans un article de N-CTX-Mil1a nécessite plusieurs milligrammes de toxine oxydée. Pour cela, 
la solution la plus simple serait d’identifier la forme majoritaire en oxydation aléatoire. 
L’hypothèse la plus probable étant la forme « Globular », la production de celle-ci doit être 
entreprise en testant de nouvelles conditions de pontage dirigé limitant la modification du 
peptide. Mais, au vu des faibles affinités sur hMC4R, il a été décidé d’arrêter pour l’instant 
son étude pour se focaliser sur une autre toxine à deux ponts présentant de meilleures 
affinités.  
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4.  D’une conotoxine à un potentiel lead sur 
hMC4R 

 

4.1 Originalité de séquence 
 

La toxine N-CTX-Ltg1a du cône Conus lithoglyphus présente le motif de cystéine -C-C-
C-C-. Ce dernier a déjà été décrit chez les cônes pour la première fois en 2005 dans le venin 
de deux autres espèces vermivores Conus floridanus floridensis et Conus villepinii (Möller et 
al., 2005). 

Néanmoins, la séquence de N-CTX-Ltg1a diffère fortement des toxines de ces cônes 
avec des motifs répétitifs « CQ », « PP », « GFK ». L’autre différence concerne la taille des 
boucles intercystéines selon le motif -C-x-C-x-C-x(8)-C- versus –C-x(3)-C-x(11)-C-x(3)-C- (où x 
est n’importe quel acide aminé) des toxines de Conus floridanus floridensis et Conus villepinii. 
Ce motif particulier est assimilé au domaine EGF-like (Figure 38) observé dans la région 
extracellulaire de protéines membranaires ou de protéines sécrétées dont les fonctions sont 
très diverses (immunité, apoptose, …). N-CTX-Ltg1a respecte bien celui-ci mais uniquement 
dans sa dernière partie. En effet, le domaine EGF-like contient normalement six cystéines 
dont l’arrangement des ponts disulfure formés est conservé parmi les protéines présentant 
ce domaine et ne peut être présent dans N-CTX-Ltg1a. Cette dernière ferait ainsi parti d’une 
nouvelle famille de toxines dont d’autres représentants sont présents dans la banque 
Venomics (Table 14). Ils représentent essentiellement une variation de la partie N-terminale 
en amont de la première cystéine et de la modification en position 8 de N-CTX-Ltg1a de Q en 
E. Dans l’ARNm, la glutamine (Q) est codée par CAN et l’acide glutamique par GAN avec N=A 
ou G. Une simple mutation pourrait ainsi expliquer cette variation. Néanmoins, il apparait 
peu probable qu’une base purique G mute en une base pyrimidique C ou inversement. Il 
s’agit donc sûrement d’une désamidation spontanée de la glutamine bien que le motif CQC 
ne soit pas connu pour favoriser cette réaction (Wright, 1991). 

 

 

Figure 38. Domaine EGF-like (Prosite PDOC00021). L’encadrée en vert correspond à la partie 
du domaine respectée par la séquence de N-CTX-Ltg1a.  
 
 
 
 
 
 
 

https://prosite.expasy.org/PDOC00021
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Table 14. Comparaison de N-CTX-Ltg1a avec les séquences les plus proches de la banque 
Venomics. Les cystéines sont représentées en gras et en orange. Les résidus différents de N-
CTX-Ltg1a dans les autres séquences sont en noir et en gras. 

  

 

4.2 D’un peptide réticulé à un peptide linéaire 
 

- D’un peptide à 2 ponts disulfure … 
Ne sachant pas quelle(s) forme(s) oxydée(s) est/sont naturellement présente(s) dans 

le venin, nous avons réalisé une oxydation aléatoire (Figure 39). Seuls les deux premiers pics 
présentent la masse du monomère oxydé, le pic T3 correspondant à un dimère (Figure 39).  

Les différentes formes ont été testées sur l’ensemble des sous-types de récepteurs 
aux mélanocortines (Table 15). Le nombre de réplicat étant trop faible (n=1 ou 2), il n’est pas 
possible de faire une analyse statistique rigoureuse. Néanmoins, que ce soit pour la forme 
réduite, les monomères oxydés T1 et T2 ou le dimère T3, les affinités sont similaires sur 
chacun des sous-types de récepteur étudiés sauf hMC5R. Ainsi, les différentes formes 
oxydées et réduite présentent toutes des affinités de l’ordre de 1 µM sur hMC1R et de 200 
nM sur hMC3R et hMC4R. Par contre, l’oxydation des ponts disulfure semble plus 
importante pour la liaison sur hMC5R que sur les autres sous-types. En effet, les formes 
oxydées montrent une amélioration de l’affinité sur ce sous-type d’un facteur 5 par rapport 
à la forme réduite. Sachant que la toxine présente deux ponts disulfure, trois formes 
oxydées peuvent se former lors de leur oxydation : « Globular », « Bead » et « Ribbon ». Les 
trois formes ont été produites en pontage dirigé selon la même stratégie que la toxine N-
CTX-Mil1a. Cette technique a permis notamment d’identifier les pics T1 et T2, 
respectivement comme étant les formes « Bead » et « Ribbon ». D’autre part, cela a permis 
également d’observer que la forme « Globular » est très peu produite lors de l’oxydation 
aléatoire (Figure 40). Toutes les formes oxydées présentent des affinités de l’ordre de 50 nM 
sur les sous-types hMC4R et hMC5R, 100 nM sur hMC3R et 500 nM sur hMC1R (Table 16). 
Des formes tronquées aux extrémités ont été testées pour la forme Ribbon. La perte de 
l’extrémité N-terminale fait perdre un facteur 6 d’affinité sur hMC1R et hMC3R, un facteur 
28 sur hMC4R et un facteur 61 sur hMC5R. À l’opposé, lorsque l’extrémité C-terminale est 
tronquée, aucun effet sur l’affinité n’est observé quel que soit le récepteur considéré. Par 
contre, la perte simultanée des deux extrémités fait perdre un facteur 60 sur hMC1R et 
supérieur à 100 sur les autres sous-types. La partie N-terminale de la toxine est donc plus 

Nom Séquence %Id 
Criblage primaire 

sur hMC4R 
Espèce 

N-CTX-Ltg1a      LFHYCQCQCPPGFKGKFCQFKLRPP 100% Active C. lithoglyphus 
P014791    THLFHYCQCQCPPGFKGKFCQFKLRPP 100% Active C. lithoglyphus 
P014788     HLFHYCQCQCPPGFKGKFCQFKLRPP 100% Active C. lithoglyphus 
P014790    THLFHYCQCECPPGFKGKFCQFKLRPP 96% Active C. lithoglyphus 
P014787    LH-FHYCQCQCPPGFKGKFCQFKLRPP 96% Active C. lithoglyphus 
P014780       FHYCQCQCPPGFKGKFCQFKLRPP 96% Active C. lithoglyphus 
P014781       FHYCQCECPPGFKGKFCQFKLRPP 92% Active C. lithoglyphus 
P014778        HYCQCQCPPGFKGKFCQFKLRPP 92% Active C. lithoglyphus 
P014777        HYCQCECPPGFKGKFCQFKLRPP 88% Active C. lithoglyphus 
P014773         YCQCQCPPGFKGKFCQFKLRPP 88% Active C. lithoglyphus 
P014774         QCYCQCPPGFKGKFCQFKLRPP 80% Active C. lithoglyphus 
P014775         CYQCQCPPGFKGKFCQFKLRPP 80% Active C. lithoglyphus 
P014710         QCCYQCPPGFKGKFCQFKLRPP 76% Active C. lithoglyphus 
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importante que la partie C-terminale pour la liaison sur les MCRs. Par rapport au peptide 
réduit, le gain d’affinité du peptide à deux ponts disulfure est relativement faible : facteur 2 
sur hMC1R, facteur 4-5 sur hMC3R et hMC4R et facteur 30 sur hMC5R. L’arrangement des 
ponts n’est donc pas primordial pour la liaison de la toxine sur les hMCRs. Partant de ce 
constat et des faibles rendements de production en pontage dirigé (Annexe 4), il a été 
décidé de ne garder que le pont formant la grande boucle pour chacune des trois formes 
oxydées possibles, c’est-à-dire celle supposée la plus structurante. Ceci a pour but de 
pouvoir produire facilement et rapidement un peptide tout en gardant des affinités 
similaires au peptide 2 ponts. Pour ce faire, les cystéines impliquées dans les petites boucles 
sont remplacées par des alanines (Figure 41). 

 

 
Figure 39. Analyse LC-MS (ESI-IT) du produit obtenu après oxydation aléatoire de la toxine 
N-CTX-Ltg1a. La masse majoritaire de chacun des spectres est signalée en gras. La masse de 
la toxine N-CTX-Ltg1a est soulignée lorsqu’elle est détectée. Colonne : XBridge® Peptide BEH 
C18 300Å 3.5 µm, 4.6 x 150 mm ; Gradient : 0% ACN/TFA0.1% puis 1% ACN/TFA0.1% /min ; 
débit : 1 mL/min. 
 

 

Figure 40. Attribution des pics obtenus en oxydation aléatoire (en bleu) de N-CTX-Ltg1a à 
l’aide des formes oxydées après pontage dirigé. Colonne : XBridge® BEH 300Å 5 µm, 4.6 x 
250 mm ; Gradient : 5% ACN puis 1% d’ACN/min ; débit : 1 mL/min. 
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Table 15. Constantes d’inhibition (Ki) moyennes des différentes formes produites de N-
CTX-Ltg1a et de ses variants sur les récepteurs aux mélanocortines aboutissant à la Hunger 
Toxin (HT1-0). Les variations de la séquence d’origine sont représentées en gras. 1 : 
alkylation des cystéines à la suite d’un traitement à l’iodoacétamide ; # : -CONH2. N-CTX-
Ltg1a T3 correspond à un dimère de la toxine. Moyenne (nM) ± SD (n=2-13) ; en italique : 
n=1 ; NT : non testé.  

  Ki (nM) 
 Séquence hMC1R hMC3R hMC4R hMC5R 

 1   5    10   15   20   25     

N-CTX-Ltg1a 
réduit 

LFHY1Q1Q1PPGFKGKF1QFKLRPP 
1020 ± 

485 
586 ± 
146 

202 ± 
60 

1083 ± 
165 

N-CTX-Ltg1a T1 LFHYCQCQCPPGFKGKFCQFKLRPP 1096 241 ± 50 
187 ± 

81 
178 

N-CTX-Ltg1a T2 LFHYCQCQCPPGFKGKFCQFKLRPP 942 187 ± 38 
197 ± 

14 
2151 

N-CTX-Ltg1a T3  LFHYCQCQCPPGFKGKFCQFKLRPP 856 134 ± 63 83 ± 9 225 

« Bead » LFHYCQCQCPPGFKGKFCQFKLRPP 530 ± 128 83 ± 49 45 ± 16 30 ± 8 
« Globular » LFHYCQCQCPPGFKGKFCQFKLRPP 649 ± 220 90 ± 15 49 ± 20 53 ± 60 
« Ribbon » LFHYCQCQCPPGFKGKFCQFKLRPP 554 ± 113 110 ± 56 48 ± 21 30 ± 15 

« Ribbon » ΔNter  ----CQCQCPPGFKGKFCQFKLRPP 3377 724 
1332 ± 

163 
1827 

« Ribbon » ΔCter LFHYCQCQCPPGFKGKFC#------ 663 ± 26 74 ± 17 46 ± 9 46 ± 21 
« Ribbon » 

Δ(Nter+Cter) 
----CQCQCPPGFKGKFC#------ 

32814 ± 
5788 

17217 ± 
4148 

24540 ± 
8249 

3008 ± 
2317 

Ltg1a-1SS-1 LFHYCQAQAPPGFKGKFCQFKLRPP 
1060 ± 

450 
172 ± 40 

130 ± 
60 

229 ± 169 

Ltg1a-1SS-2 LFHYAQCQAPPGFKGKFCQFKLRPP 
1669 ± 

597 
NT 

251 ± 
57 

NT 

Ltg1a-1SS-3 LFHYAQAQCPPGFKGKFCQFKLRPP 
2856 ± 

530 
NT 

259 ± 
88 

NT 

Ltg1a-1SS-4 LFHYCQSQSPPGFKGKFCQFKLRPP 779 ± 79 229 ± 45 81 ± 47 235 ± 67 
Ltg1a-1SS-5 LFHYCQVQVPPGFKGKFCQFKLRPP 732 ± 148 286 ± 63 68 ± 37 227 ± 51 

Ltg1a-1SS-6 LFHYCQLQLPPGFKGKFCQFKLRPP 402 ± 87 281 ± 52 
110 ± 

60 
122 ± 34 

Ltg1a-1SS-7 LFHYCQKQKPPGFKGKFCQFKLRPP 89 ± 27 33 ± 12 9 ± 6 26 ± 8 

Ltg1a-0SS-1 LFHY1QKQKPPGFKGKF1QFKLRPP 115 ± 38 38 ± 9 13 ± 5 139 ± 40 
Ltg1a-0SS-2 LFHYKQKQKPPGFKGKFKQFKLRPP 13 ± 2 21 ± 10 5 ± 3 26 ± 4 
Ltg1a-0SS-3 

 (HT1-0) 
LFHYQQKQKPPGFKGKFQQFKLRPP 197 ± 104 41 ± 14 15 ± 9 195 ± 90 

 

 
Figure 41. Séquences des trois formes à un pont disulfure issues de N-CTX-Ltg1a. Les acides 
aminés en vert représentent les anciennes positions des cystéines formant le deuxième pont 
disulfure dans la séquence de N-CTX-Ltg1a. 
 

- … à un peptide à 1 pont …  
Une perte d’affinité significative est observée entre le peptide à 1 pont et le peptide à 

2 ponts disulfure correspondant sur hMC1R et hMC4R (Table 15). Néanmoins, la forme 
Ltg1a-1SS-1 avec un pont entre Cys5 et Cys18 est celle qui présente la perte d’affinité la plus 
faible sur hMC4R (facteur 2-3). Afin de revenir à des affinités inférieures à 100 nM, les 
alanines en positions 7 et 9 sont substituées par des acides aminés ayant des propriétés 
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physico-chimiques différentes : un résidu polaire non chargé, la sérine, un résidu 
hydrophobe, valine ou leucine ou un résidu basique chargé, la lysine. 

Sur hMC1R et hMC4R, la substitution des alanines par des résidus hydrophobes ou 
polaires ne modifie pas l’affinité du peptide 1 pont. Par contre, l’affinité est significativement 
améliorée si des lysines sont ajoutées à la séquence (peptide Ltg1a-1SS-7) (Table 15).  

 
- … à un peptide linéaire nanomolaire 

La forme linéaire alkylée du peptide Ltg1a-1SS-7 (Ltg1a-0SS-1) a également été testée 
sur les hMCRs avec des affinités similaires à la forme 1 pont. En comparaison du peptide 
linéaire N-CTX-Ltg1a avec les quatre cystéines alkylées, la forme Ltg1a-0SS-1 présente des 
affinités 5 à 15 fois meilleures. Les lysines en position 7 et/ou 9 jouent donc un rôle majeur 
pour la liaison de ce peptide. Sachant cela, les autres cystéines en position 5 et 18 ont aussi 
été remplacées par des lysines (Ltg1a-0SS-2). Le profil du peptide est néanmoins moins 
intéressant que celui avec les cystéines alkylées. Bien que l’affinité sur hMC4R soit améliorée 
d’un facteur 2 sur hMC4R, les facteurs de sélectivité par rapport aux autres sous-types sont 
diminués. Cependant, Ltg1a-0SS-1 requiert une étape de traitement à l’iodoacétamide 
entrainant l’alkylation des fonctions thiols des cystéines. Afin d’éliminer cette étape, Cys5 et 
Cys18 sont remplacées par des glutamines dont la structure est proche de celle d’une 
cystéine alkylée (Figure 42). Le peptide qui en résulte, Ltg1a-0SS-3, conserve exactement le 
même profil que le peptide Ltg1a-0SS-1. Le remplacement des cystéines alkylées par des 
glutamines n’a donc aucun effet. Au niveau structural, l’analyse en dichroïsme circulaire 
révèle que l’alkylation des quatre cystéines entraine une augmentation de l’intensité des 
deux maximums (négatif à 200 nm et positif à 220 nm) (Figure 43A). Cette augmentation est 
encore plus importante lorsque les cystéines sont remplacées par deux glutamines et deux 
lysines (Ltg1a-0SS-1). Selon le logiciel BeStSel, cette variation serait associée à une 
disparition d’hélice et une diminution de turn tandis que les proportions des autres 
structures augmentent (Figure 43B). Néanmoins, l’analyse des spectres par un autre logiciel 
(Spectra Manager™ II (JASCO)) ne prédit aucune structure secondaire. 

On obtient ainsi un peptide linéaire facile à produire (rendement de synthèse >60%) 
et présentant un meilleur profil d’affinité et de sélectivité que la toxine N-CTX-Ltg1a de 
départ. Ltg1a-0SS-3 a également été testé sur d’autres RCPGs. À 50 µM, le peptide inhibe 50% 
de la liaison du traceur sur le récepteur 1 à l’angiotensine mais n’est actif ni sur le récepteur 
2 à l’angiotensine ni sur le récepteur 2 à la vasopressine. 

 
Figure 42. Comparaison des structures de la L-glutamine (A) et d’une cystéine alkylée à 
l’iodoacétamide (B) dans une chaine peptidique. AA : acide aminé. 
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A)  B)  

Figure 43. Analyse en dichroisme circulaire de la toxine N-CTX-Ltg1a et de son dérivé, la 
Hunger-Toxin (HT1-0). A) Spectre de dichroïsme circulaire. B) Prédiction des structures 
secondaires à l’aide du logiciel BeStSel. 

 
Pour la suite de l’étude, Ltg1a-0SS-3 est renommé « Hunger-Toxin » (HT1-0). 
 
La simplification de la production associée à l’amélioration de l’affinité par rapport à 

la toxine d’origine est un bon début dans le développement de la Hunger-Toxin. L’étape in 
vitro suivante est d’étudier plus dans le détail la liaison du peptide sur le récepteur hMC4R 
via notamment les différents paramètres cinétiques associés.  

 

4.3 Étude la liaison de HT1-0 sur les récepteurs aux 

mélanocortines 
 

- Relation structure-activité (SAR) 
Le principal but des études de SAR est d’identifier les positions qui peuvent être 

modifiées sans affecter négativement l’affinité. Elles sont ainsi aussi indispensables dans le 
processus d’optimisation d’un lead que dans l’optique de marquer la molécule afin de 
connaitre ses paramètres cinétiques in vitro et sa biodistribution in vivo. La Table 16 
récapitule les différents variants testés. On estime ici qu’une position est importante si sa 
modification induit une perte significative (p<0.001) au moins d’un facteur 3. Les formes 
tronquées aux extrémités montrent une plus grande importance de l’extrémité N-terminale 
par rapport à celle en C-terminal. Cette observation est confirmée par les résultats de 
l’Alascan où chaque résidu est successivement remplacé par une alanine. Cette modification 
au niveau des cinq premiers résidus entraine une perte d’affinité supérieure à un facteur 4 
par rapport à l’affinité du peptide d’origine. Au niveau de Tyr4, la substitution par une Phe 
entraine une perte d’un facteur 3. Bien que significative, cette perte reste relativement 
faible comparée à un facteur 7 avec une alanine. Par contre, une substitution par un résidu 
plus encombrant comme une diiodo-tyrosine ne fait pas perdre d’affinité. La position 4 doit 
donc être occupée par un résidu hydrophobe et aromatique et dans une moindre mesure 
porter une fonction polaire comme un hydroxyle. Q5A fait perdre un facteur 4 d’affinité. 
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Cette position nécessite donc un résidu polaire. La zone entre Q6 et F13 n’est au contraire 
pas cruciale pour la liaison. La charge portée par K7 n’est pas importante. Pour K9, les 
résultats sont similaires mais la variation des données pourrait masquer un effet significatif. 
En position 13, l’ajout d’une fonction hydroxyle en substituant Phe par Tyr n’a pas d’effet. 
Par contre, la présence d’un résidu plus encombrant comme une diiodo-tyrosine fait perdre 
significativement un facteur 30 d’affinité. Cela suggèrerait un encombrement stérique mais 
ce résultat reste à confirmer (n=1). Pour le reste de la séquence, seules les positions 
correspondant à des résidus basiques (Lys ou Arg) sont importantes. L’absence d’une longue 
chaine carbonnée chargée positivement a un effet négatif sur l’affinité (facteur 4-5). 
L’inversion de la charge via la substitution par un résidu acide entraine une perte plus 
importante (facteur 17 et 13) pour les positions 14 et 16. À ces positions, la présence de la 
charge est donc plus importante que la taille de la chaine latérale. Cela n’est pas le cas pour 
la position 21. En effet, la substitution de Lys en Ala ou Glu entraine une perte similaire 
d’affinité (facteur 5-6) alors que celle en azido-lysine ne fait perdre qu’un facteur 2. Dans 
une azido-lysine (Figure 44), la chaine carbonnée de la chaine latérale est identique à celle 
d’une lysine. Cependant, elle possède un groupement azido à la place d’une fonction amine 
primaire. Elle ne peut donc plus faire de liaison hydrogène via sa chaine latérale. Les 
résultats de substitution en position 21 suggèrent ainsi un rôle de l’hydrophobicité et/ou de 
la taille de la chaine latérale. Bien que l’inversion de charge n’ait pas été testée, les résultats 
en position 23 suggèrent un rôle similaire. Enfin, l’amidation en C-terminal n’aurait pas 
d’effet. Tous ces résultats permettent ainsi de construire une cartographie de la séquence 
délimitant les zones peu importantes dans la liaison du peptide sur hMC4R : 
LFHYQQKQKPPGFKGKFQQFKLRPP, avec les résidus importants en rouge, ceux peu impliqués 
en vert et ceux pas testés en noir.  

 
 

 

Figure 44. Structure de 6-Azido-L-Lysine 

Ces résultats sont précieux pour la suite des expériences. En effet, l’étude des 
paramètres cinétiques de la liaison de HT1-0 sur hMC4R requiert le marquage du peptide. Ce 
marquage peut être soit radioactif (125I, 3H) soit réalisé avec un fluorophore. L’avantage d’un 
marquage radioactif est son coût relativement faible par rapport à un marquage avec un 
fluorophore. Cet avantage est cependant contre-balancé en ce qui concerne d’une part, 
l’exposition du manipulateur à des rayons ionisants, seule une personne formée à ce genre 
de risques peut effectuer le marquage, et d’autre part, la gestion des déchets générés. Les 
deux stratégies sont donc explorées en parallèle.  
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Table 16. Relation structure-affinité de la Hunger-Toxin HT1-0 sur hMC4R. Pour l’analyse 
statistique des données, les valeurs de Ki ont été transformées en pKi =-log(Ki) afin de 
respecter la loi normale et utiliser un test paramétrique : ANOVA à un facteur suivi du test 
post-hoc de Dunnett avec HT1-0 comme référence. ns : non significatif ; *: p<0.05 ; ** : 
p<0.01 ; ***: p<0.001. n=1-16 ; en italique : n=1 ; NT : non testé. Les variations de la 
séquence d’origine sont représentées en gras. Le code couleur correspond à l’effet 
significatif de la variation sur l’affinité : bleu, amélioration significative: (p<0.001) ; vert : pas 
d’effet (p>0.001) ; rouge : perte significative (p<0.001) d’au moins un facteur 3. 1 : diiodo-
tyrosine ; 2 : 6-Azido-L-Lysine ; 3 : lysine-Fluorescéine ; 4 : lysine-Rhodamine ; # : -CONH2. 

 Séquence Ki (nM) ± SD (nM) 
Facteur 
de perte 

p-value 

    1   5    10   15   20   25            

HT1-0    LFHYQQKQKPPGFKGKFQQFKLRPP 15 ± 9 
 

 
HT1-1    -FHYQQKQKPPGFKGKFQQFKLRPP 334 ± 231 22 *** 
HT1-2    --HYQQKQKPPGFKGKFQQFKLRPP 2205 ± 1035 143 *** 
HT1-3    ---YQQKQKPPGFKGKFQQFKLRPP 1438 ± 782 93 *** 
HT1-4    LFHYQQKQKPPGFKGKFQQFKLR-- 14 ± 7 1 ns 

HT1-5    LFHYQQKQKPPGFKGKFQQFKL--- 29 ± 13 2 ns 
HT1-6    LFHYQQKQKPPGFKGKFQQF----- 55 ± 15 4 ** 
HT1-7    LFHYQQKQKPPGFKGKFQ------- 134 ± 90 9 *** 
HT1-8 Ac-LFHYQQKQKPPGFKGKFQQFKLRPP 138 ± 26 9 *** 
HT1-9    AFHYQQKQKPPGFKGKFQQFKLRPP 125 ± 31 8 *** 

HT1-11    LAHYQQKQKPPGFKGKFQQFKLRPP 236 ± 31 15 *** 
HT1-12    LFAYQQKQKPPGFKGKFQQFKLRPP 70 ± 3 5 *** 
HT1-13    LFHAQQKQKPPGFKGKFQQFKLRPP 111 ± 16 7 *** 
HT1-14    LFHFQQKQKPPGFKGKFQQFKLRPP 39 ± 7 3 *** 
HT1-15    LFH1QQKQKPPGFKGKFQQFKLRPP 29 ± 11 2 * 

HT1-16    LFHYAQKQKPPGFKGKFQQFKLRPP 69 ± 17 4 *** 
HT1-17    LFHYQAKQKPPGFKGKFQQFKLRPP 24 ± 3 2 ns 
HT1-18    LFHYQQAQKPPGFKGKFQQFKLRPP 33 ± 13 2 ns 
HT1-19    LFHYQQKAKPPGFKGKFQQFKLRPP 23 ± 10 1 ns 
HT1-20    LFHYQQKQAPPGFKGKFQQFKLRPP 50 ± 24 3 * 

HT1-21    LFHYQQKQKPAGFKGKFQQFKLRPP 29 ± 11 2 ns 
HT1-22    LFHYQQKQKPPAFKGKFQQFKLRPP 36 ± 4 2 ** 
HT1-23    LFHYQQKQKPPGAKGKFQQFKLRPP 14 ± 8 1 ns 
HT1-24    LFHYQQKQKPPGYKGKFQQFKLRPP 11 ± 2 1 ns 
HT1-25    LFHYQQKQKPPG1KGKFQQFKLRPP 485 / 31 / 

HT1-26    LFHYQQKQKPPGFAGKFQQFKLRPP 54 ± 26 4 *** 
HT1-27    LFHYQQKQKPPGFEGKFQQFKLRPP 262 ± 43 17 *** 
HT1-28    LFHYQQKQKPPGFKAKFQQFKLRPP 23 ± 5 1 ns 
HT1-29    LFHYQQKQKPPGFKGAFQQFKLRPP 75 ± 23 5 *** 
HT1-30    LFHYQQKQKPPGFKGEFQQFKLRPP 203 ± 36 13 *** 

HT1-31    LFHYQQKQKPPGFKGKAQQFKLRPP 16 ± 8 1 ns 
HT1-32    LFHYQQKQKPPGFKGK1QQFKLRPP 142 ± 101 9 / 
HT1-33    LFHYQQKQKPPGFKGKFAQFKLRPP 18 ± 6 1 ns 
HT1-34    LFHYQQKQKPPGFKGKFQAFKLRPP 22 ± 10 1 ns 
HT1-35    LFHYQQKQKPPGFKGKFQQAKLRPP 33 ± 9 2 ** 

HT1-36    LFHYQQKQKPPGFKGKFQQYKLRPP 14 ± 4 1 ns 
HT1-37    LFHYQQKQKPPGFKGKFQQ1KLRPP 19 ± 8 1 ns 
HT1-38    LFHFQQKQKPPGFKGKFQQ1KLRPP 122 / 8 / 
HT1-39    LFHYQQKQKPPGFKGKFQQFALRPP 76 ± 18 5 *** 
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HT1-40    LFHYQQKQKPPGFKGKFQQFELRPP 90 ± 20 6 *** 

HT1-41    LFHYQQKQKPPGFKGKFQQF2LRPP 37 ± 12 2 *** 
HT1-42    LFHYQQKQKPPGFKGKFQQF3LRPP 153 / 10 / 
HT1-43    LFHYQQKQKPPGFKGKFQQF4LRPP 230 / 15 / 
HT1-44    LFHYQQKQKPPGFKGKFQQFKARPP 28 ± 5 2 ns 
HT1-45    LFHYQQKQKPPGFKGKFQQFKLAPP 61 ± 19 4 *** 

HT1-46    LFHYQQKQKPPGFKGKFQQFKL2PP 36 ± 14 2 ** 
HT1-48    LFHYQQKQKPPGFKGKFQQFKLRAP 30 ± 3 2 * 
HT1-49    LFHYQQKQKPPGFKGKFQQFKLRPP# 9 ± 4 0,6 ns 

 
- Marquage 

o Fluorescent 
 Choix de la position 

Le marquage fluorescent en N-terminal de HT1-0 n’est pas possible au vu des 
résultats de l’acétylation de L1. La solution choisie est alors de marquer une lysine. Sa chaine 
latérale longue peut jouer le rôle d’espaceur, éloignant le fluorophore des autres résidus. En 
outre, l’amine terminale peut porter des groupements protecteurs permettant sa 
modification orthogonale ou être modifiée en azido afin de faire des réactions de Click. La 
modification de la lysine ne doit pas altérer fortement la liaison du peptide. D’après les 
résultats précédents de SAR, les positions K7 et K9 ne peuvent pas être modifiées. Ces 
positions sont proches de la principale région essentielle à la liaison du peptide. Une gêne 
stérique à cause de l’ajout d’un fluorophore est donc à craindre. Le marquage de la lysine 
modifiant la basicité de sa chaine latérale, K14 et K16 sont également exclues. Il reste alors 
K21. La perte d’affinité induite par une azido-lysine à cette position est faible (facteur 2). De 
plus, K21 est située dans une zone peu importante pour la liaison. Elle a donc été choisie 
pour être marquée. 

 
 Méthode de marquage 

La stratégie choisie pour marquer la lysine en position 21 fait intervenir une lysine 
dont la chaine latérale est protégée par un groupement ivDde. L’utilisation de ce 
groupement protecteur permet le marquage du peptide directement sur la résine (cf 
Matériel et Méthodes).  
 Le peptide HT1-0 a ainsi été marqué avec la fluorescéine (HT1-42). Le produit obtenu 
présente des épaulements en HPLC (Figure 45) et deux pics minoritaires mais uniquement la 
masse du peptide marqué. HT1-0 a aussi été marqué avec la rhodamine, un fluorophore 
rouge (HT1-43). Le produit final est propre avec un seul pic en HPLC (Figure 46) et présente 
bien la masse du peptide marqué. La masse du peptide non marqué n’est pas détectée. 
 

 Influence sur l’affinité sur hMC4R 
Avant de faire des cinétiques de liaison, l’affinité de HT1-42 non purifié est vérifiée en 

test de compétition avec le 125I-NDP-α-MSH. L’affinité sur hMC4R est de 154 nM, soit une 
perte d’un facteur 10 d’affinité sur hMC4R. Il en est de même pour le peptide marqué à la 
rhodamine (facteur 15 de perte). 
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A)  

B)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 45. Analyse qualité de HT1-0 marqué à la fluorescéine (HT1-42) au niveau de K21. A) 
Profil HPLC. L’encadré noir est un zoom du pic majoritaire. Colonne : X Bridge BEH 300 5 µm 
4.6 x 250 mm ; Gradient : 20% ACN puis 0.5% d’ACN/min ; débit : 1 mL/min. B) Spectre de 
masse MALDI-TOF du produit final non purifié. Les masses notées correspondent aux masses 
monoisotopiques.  
 

A)   

B)  

 

 

 

 

 

 

Figure 46. Analyse qualité de HT1-0 marqué à la rhodamine au niveau de K21 (HT1-43). A) 
Profil HPLC. L’encadré noir est un zoom du pic majoritaire. Colonne : X Bridge BEH 300 5 µm 
4.6 x 250 mm ; Gradient : 20% ACN puis 0.5% d’ACN/min ; débit : 1 mL/min. B) Spectre de 
masse MALDI-TOF du produit final non purifié. Les masses notées correspondent aux masses 
monoisotopiques. 
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o Radioactif (125I) 
 Choix de la position  

Le marquage à l’iode se fait préférentiellement au niveau des tyrosines. L’iode est un 
élément d’encombrement stérique et d’hydrophobicité proches de ceux d’un groupement 
phényl. Le marquage d’un résidu près du site actif du peptide peut affecter l’affinité de celui-
ci pour le récepteur. Afin d’estimer la conséquence d’une telle modification, certaines 
positions ont été remplacées par une diiodo-tyrosine. On se met ainsi dans le cas le plus 
défavorable stériquement. HT1-0 ne présente qu’une seule tyrosine en position 4. 
Néanmoins elle fait partie d’une zone importante dans la liaison du peptide sur hMC4R. 
Outre la position 4, d’autres ont donc été explorées en substituant chacune des 
phénylalanines par une une diiodo-tyrosine. Les positions 13 (HT1-25) et 17 (HT1-32) ont été 
abandonnées car leur modification induit un facteur de perte d’affinité supérieur ou égal à 9. 
Par contre, les substitutions en position 4 (HT1-15) ou 20 (HT1-37) altèrent peu l’affinité. 
Néanmoins, HT1-37 présente deux tyrosines qui peuvent être marquées radioactivement à 
l’iode 125. Or, la présence de deux iodes 125 sur la même molécule augmente les risques de 
dégradation de celle-ci par radiolyse. Sachant que l’activité biologique d’un seul atome 
d’iode 125 est suffisante (2 200 Ci/mmol), la solution est de remplacer Tyr4 par une 
phénylalanine (HT1-14). Cette modification n’entraine qu’une faible perte d’affinité (facteur 
3). Par contre, la double modification Y4F F20Y (HT1-38) fait perdre un facteur 8 d’affinité. 
Au final, le marquage au niveau de la position 4 représente donc la meilleure solution. 

 
 Méthode de marquage radioactif 

Le peptide radiomarqué est HT1-49 qui diffère de HT1-0 uniquement par l’amidation 
de son extrémité C-terminale. Cette différence ne modifie ni le temps de rétention ni 
l’affinité du peptide pour hMC4R. 

Le marquage du peptide a été effectué en présence de la forme réduite d’iode 125 
(Na125I, 0.4 mCi) et d’un oxydant doux, l’iodogène. En HPLC, trois pics sont observés (Figure 
47A). Les pics T1 et T2 présentent une radioactivité faible de l’ordre du bruit de fond de 
l’appareil de mesure. Pour T1, aucune masse n’est détectée en spectrométrie de masse. Par 
contre, le pic T2 correspond au peptide non marqué (Figure 47B). Enfin, le pic minoritaire T3 
correspond au peptide monoiodé et présente une radioactivité forte. Il y a donc eu 
incorporation d’un seul atome d’iode 125.  

 
- Paramètres cinétiques kon et koff 

o Avec le peptide marqué à la fluorescéine 
La fluorescéine est un fluorophore vert compatible avec des études de transfert 

d’énergie par résonnance de Förster (FRET). Cette méthode est basée sur le transfert 
d’énergie d’un donneur préalablement excité, le cryptate de Terbium, à un accepteur, la 
fluorescéine. Ce transfert ne peut se faire que si les deux protagonistes sont suffisamment 
proches (1-10 nm) c’est-à-dire lorsque le peptide se lie au récepteur. 

La forte perte d’affinité liée au marquage du peptide rend difficile les études de 
liaison en FRET. Classiquement, l’affinité d’un peptide marqué doit être de l’ordre du 
nanomolaire. Des études de FRET ont quand même été réalisées avec des concentrations de 
10 nM, 100 nM et 1 µM sans succès. Aucun signal de FRET n’a été observé après 2 h 
d’incubation du peptide HT1-0 marqué ou de l’agoniste marqué fourni par Cisbio avec les 
cellules exprimant le récepteur hMC4R. 
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A)  

B)  

 
Figure 47. Marquage radioactif à l’iode 125 de HT1-49. A) Profil HPLC du mélange 
réactionnel. Colonne XBridge® Peptide BEH C18 300Å 3.5 µm, 4.6 x 150 mm; Gradient : 10% 
ACN puis 1% d’ACN/min ; débit : 1 mL/min. B) Spectre de masse MALDI-TOF des fractions T2 
et T3 purifiées. La radioactivité et la masse monoisotopique détectées sont indiquées. 
 

o Avec le peptide radiomarqué à l’iode 125 
 Par scintillation liquide 

La première méthode employée est la scintillation liquide c’est-à-dire basée sur le 
même principe que celle utilisé dans les tests de compétitions. La liaison totale du peptide 
iodé est à un niveau similaire à celle de la liaison sur le filtre (BF) (Figure 48). Elle est 
maximale dès les premières minutes et n’évolue pas par la suite. Elle est cependant 
déplaçable par un excès de HT1-49 froid mais pas par NDP-α-MSH, un agoniste du MC4R. 
Ces résultats ont été confirmés deux fois de manière indépendante. Tout ceci est en faveur 
d’une liaison non spécifique de 125I-HT1-49 sur le filtre et non sur le récepteur hMC4R. Une 
autre méthode sans filtration a donc été testée. Il s’agit du test de scintillation de proximité 
(SPA). 
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Figure 48. Cinétique d’association de 125I-HT1-
49 en scintillation liquide. Les membranes 
utilisées proviennent de cellules CHO exprimant 
de manière stable le récepteur hMC4R. BT : 
liaison totale ; BF : liaison sur le filtre en 
l’absence de membranes hMC4R. Moyenne ± 
SD (n=2). 

 

 

 

 Par scintillation de proximité (SPA) 
La scintillation de proximité est basée sur le principe suivant : des billes de scintillant 

convertissent en lumière l’énergie émise par les particules radioactives β-. Cette conversion 
n’est possible que si la molécule radioactive émettrice est suffisamment proche des billes. 
Certaines billes peuvent lier des membranes contenant des récepteurs. Le transfert 
d’énergie peut alors se faire si la molécule radioactive reconnait son récepteur. Afin de 
vérifier que la conversion d’énergie est bien dûe à la liaison spécifique de 125I-HT1-49 sur 
hMC4R, les mesures cinétiques de liaison ont été faites avec des billes présentant ou pas des 
membranes exprimant hMC4R (Figure 49). Les résultats sont identiques dans les deux cas. Le 
ligand radioactif se lie sur les billes et non sur le récepteur hMC4R. L’association est 
progressive et la liaison est déplaçable avec un excès de HT1-49 froid. Ces résultats ont été 
confirmés deux fois. 

 Figure 49. Exemple de cinétique 
d’association et de dissociation 
de 125I-HT1-49 en scintillation de 
proximité (SPA). Le test a été 
effectué en présence ou non du 
récepteur hMC4R. Après trois 
heures, un excès de HT1-49 froid 
(10 µM) est ajouté. Les 
membranes utilisées proviennent 
de cellules CHO exprimant de 
manière stable le récepteur 
hMC4R. Moyenne ± SD (n=2). 

 

 

- Visualisation de la liaison de HT1-0 marqué à la rhodamine sur le récepteur hMC4R-
GFP 
La fluorescence maximale de la rhodamine s’effectue à une longueur d’onde de 572 

nm tandis que celle de la GFP se situe à 504 nm. Ce marquage pemet donc de visualiser au 
microscope à fluorescence la liaison du peptide sur le récepteur hMC4R-GFP exprimé à la 
surface de cellules. La perte d’affinité sur hMC4R est cependant importante (facteur 15). 
Pour les tests cellulaires, une forte concentration en peptide marqué (5 µM) a donc été 
utilisée. Les cellules utilisées expriment de manière transitoire le récepteur hMC4R marqué 
en C-terminal par la GFP (hMC4R-GFP). En présence du peptide marqué seul, la majorité des 
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cellules exprimant à la fois hMC4R-GFP (vert) et marquées par HT1-42 (rouge) sont rondes 
(Figure 50). Il pourrait s’agir de cellules en mort cellulaire dont la membrane plasmique est 
plus perméable. Les résultats sont similaires en présence d’un compétiteur froid (HT1-0 non 
marqué ou NDP-α-MSH). La concentration en peptide marqué devait être trop importante. 

A)  
  

B)  

 
Figure 50. Visualisation de la liaison de HT1-0 marqué à la rhodamine sur le récepteur 
hMC4R-GFP. Les cellules étudiées sont des CHO exprimant de façon transitoire le récepteur 
hMC4R-GFP. A) Observation après 3h d’incubation avec le peptide marqué en présence ou 
en absence d’un compétiteur froid (HT1-0 non marqué ou NDP-α-MSH). B) Visualisation à 
plus fort grossissement des cellules incubées avec le peptide marqué seul. 

Les résultats précédents ne permettent pas de prouver de façon claire la liaison du 
peptide HT1-0 sur le récepteur hMC4R. Une autre approche consiste à étudier sa fonction 
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agoniste ou antagoniste sur l’activité du récepteur. Si une activité est détectée, cela 
signifiera que le peptide se lie bien au récepteur. En outre, d’un point de vue thérapeutique, 
les principaux effets indésirables proviennent de l’activité même du récepteur MC4R et 
notamment de la voie de signalisation Gs. L’étude de la fonction in vitro de HT1-0 
déterminera non seulement son application thérapeutique potentielle (obésité ou cachexie) 
mais sera également une indication précieuse des potentiels effets indésirables in vivo. 

 
 

4.4 Fonction9 
 
L’activité agoniste de HT1-0 a été étudiée sur différentes voies de signalisation de 

hMC4R in vitro. Ces tests sont basés sur le transfert d’énergie par résonance de 
bioluminescence (BRET). Pour les voies impliquant des protéines G, le biosenseur GRK2 a été 
utilisé (demande de brevet : US20170234870A1). Lorsque la Gα d’intérêt surexprimée dans 
les cellules couple avec le récepteur hMC4R, l’activation de celui-ci promeut la dissociation 
des complexes Gαβγ et éventuellement l’interaction entre la sous-unité Gγ (marquée avec le 
donneur RlucII) avec l’effecteur GRK2 (marqué avec l’accepteur GFP10), ce qui provoque une 
augmentation du signal de BRET. Pour la voie β-arrestine 2, le biosenseur β-arrestine-RlucII a 
été employé (Namkung et al., 2016). Si l’activation du récepteur promeut le recrutement de 
la β-arrestine d’intérêt, le tag RlucII marquant la β-arrestine peut interagir avec l’accepteur 
ancré à la membrane par le domaine CAAX de k-ras, provoquant de ce fait une augmentation 
du BRET. À 1 µM, HT1-0 n’active aucune des 15 voies de signalisation étudiées (Figure 51A). 
À 2 µM, α-MSH active les voies Gs, G15 (famille de Gq) et β-arrestine 2 (Figure 51B). L’étude 
de l’activité antagoniste de HT1-0 a donc été explorée sur ces trois voies. Pour ces études, le 
biosenseur GAPL a été préféré car il permet une meilleure fenêtre de lecture et une réponse 
faible pour l’activité endogène. Pour la voie Gs, la protéine Gs marquée avec RlucII quitte le 
senseur de localisation membranaire rGFP-CAAX lorsqu’elle est activée. L’activation du 
récepteur couplé à Gs entraine donc une baisse du signal de BRET. Pour les voies G15 et β-
arrestine 2, l’activation du récepteur promeut le recrutement d’un effecteur spécifique 
marqué avec RlucII au senseur de localisation membranaire rGFP-CAAX. Dans le cas de la 
voie G15, l’effecteur est le facteur d’échange nucléotidique p63. Pour la voie β-arrestine 2, il 
s’agit de la β-arrestine. Dans les deux cas, l’activation du récepteur conduit ainsi à une 
hausse du signal de BRET.  

Pour les trois voies étudiées, HT1-0 inhibe l’activation du récepteur par son agoniste 
α-MSH ou son dérivé la NDP-α-MSH (Figure 52). La régression de Shild des courbes 
d’activation des trois voies de signalisation montrent une pente proche de 1, suggérant un 
antagonisme compétitif de HT1-0 vis-à-vis des agonistes α-MSH et NDP-α-MSH (Table 17). 
Quel que soit l’agoniste testé, HT1-0 montre une efficacité micromolaire : 16-27 µM pour la 
voie Gs, 8-9 µM pour la voie G15 et 9-14 µM pour la voie β-arrestine 2.  

 

                                                 
9 Les études de fonction en BRET ont été réalisées par Suli-Anne Laurin, doctorante dans l’équipe du Professeur 
Michel Bouvier à l’Institut de recherche en immunologie et en cancérologie (IRIC), Université de Montréal, 
2950 chemin de Polytechnique, Montréal (Québec) H3C 3J7, Canada. Les études en FRET ont été conduites par 
la société Eurofins Cerep, Le Bois L’Êveque, 86600 Celle-Lévescault France. 
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A)  

B)  

Figure 51. Cinétique d’activation de différentes voies de signalisation du hMC4R en 
présence (•) ou en absence (○) de HT1-0 (1 µM) (A) ou d’α-MSH (2 µM) (B). Les cellules 
utilisées sont des cellules HEK293 surexprimant la protéine Gα considérée ou la β-arrestine 2. 
Les résultats sont présentés en signaux de transfert d’énergie par résonnance de 
bioluminescence (BRET). Une activation de la voie considérée de hMC4R entraine une 
augmentation des signaux de BRET. Le Mock est sans surexpression de Gα et représente 
donc la contribution des Gα endogènes. Moyenne ± SD (n=2).  
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Figure 52. Étude de la 
fonction antagoniste de 
HT1-0 sur les voies Gs, 
G15 et β-arrestine 2 de 
hMC4R activées par α-
MSH ou NDP-α-MSH. 
Les cellules utilisées sont 
des cellules HEK293 
surexprimant la protéine 
Gα considérée ou la β-
arrestine 2 et le 
récepteur hMC4R de 
manière transitoire. À 
gauche : Courbes 
d’activation de hMC4R 
par α-MSH ou NDP-α-
MSH en présence de 
concentrations 
croissantes de HT1-0. 
Moyenne ± SEM (n=3). À 
droite : régression de 
Shild. L’équation de la 
courbe est indiquée. 
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Table 17. Statistiques issues de la régression de Shild des courbes d’activation de 
différentes voies de signalisation de hMC4R par α-MSH et NDP-α-MSH en présence de 
concentrations croissantes de HT1-0. 

 

α-MSH NDP-α-MSH 

Pente KB (µM) R² Pente KB (µM) R² 

Gs 0,8413 27,23 0,9929 0,8959 16,29 0,9847 

G15 0,9276 8,95 0,9927 1,008 7,816 0,9981 

β-arrestine 2 0,9688 9,18 0,9986 1,048 14,32 0,8284 

 
En parallèle des études précédentes de BRET, l’activité agoniste et antagoniste du 

peptide sur la voie Gs a également été étudiée par une méthode de dosage direct du second 
messager, l’AMPc. Il s’agit d’un test de compétition basé sur le transfert d’énergie par 
résonnance de Förster (FRET) entre le fluorophore marquant un anticorps anti-AMPc 
(donneur) et D2 marquant l’AMPc (accepteur). Si la voie Gs est activée, les cellules vont 
produire de l’AMPc. Après lyse des cellules, l’accepteur et le donneur sont ajoutés. L’AMPc 
non marqué produit par les cellules et l’AMPc marqué entre alors en compétition pour la 
reconnaissance avec l’anticorps. Par conséquent, le signal de FRET mesuré est inversement 
proportionnel à la quantité d’AMPc produit par les cellules. À 10 µM, HT1-0 ne stimule pas la 
production d’AMPc dans des cellules CHO exprimant hMC4R. Par contre une activité 
antagoniste est bien observée pour HT1- 0 avec une amidation en C-terminal (HT1-49) avec 
un KB de 2.3 µM (Figure 53). Sachant que l’amidation en Cter ne modifie pas 
significativement l’affinité du peptide sur hMC4R, on peut estimer que HT1-49 et HT1-0 
présentent une fonction similaire. 
 

 

Figure 53. Inhibition de la production d’AMPc 
(voie Gs) de hMC4R stimulée par NDP-α-MSH 
en présence de concentrations croissantes de 
HT1-49. HT1-49 correspond à HT1-0 avec une 
extrémité C-terminale amidée. Les cellules 
utilisées sont des cellules CHO surexprimant le 
récepteur hMC4R de façon transitoire. 
Moyenne ± SD (n=2). 

 

 

 

4.5 Discussion 
 

- D’un peptide réticulé à un peptide linéaire, conséquences structurales 
Les toxines animales sont riches en ponts disulfure. C’est cette richesse qui leur 

confère une stabilité structurale. Dans le cas des toxines à deux ponts disulfure, trois formes 
oxydées nommées « Bead », « Globular» et « Ribbon », sont possibles. Ces différents 
arrangements modifient la structure et généralement l’activité de la toxine sur sa cible 
moléculaire (Wu et al., 2014). Or, ce n’est pas le cas pour la conotoxine N-CTX-Ltg1a sur les 
récepteurs MCRs. Les trois formes oxydées présentent des affinités similaires sur l’ensemble 
des sous-types. Ce n’est pas très surprenant au vu de la séquence très particulière de la 
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toxine dans le sens où les trois premières cystéines sont situées à une glutamine les unes des 
autres. Les différents appariements de cystéines n’ont ainsi que peu d’impact sur la 
structure et donc sur les interactions entre la toxine et le récepteur. Plus intéressant encore, 
l’alkylation des quatre cystéines empêchant la formation des ponts ne supprime pas 
l’activité mais la diminue essentiellement sur le sous-type hMC5R. Les contraintes 
structurales exercées par les ponts disulfure modifieraient donc peu les interactions toxine-
récepteurs MCRs. Les parties les moins sujettes à ces contraintes sont les extrémités N et C-
terminales. Les études de troncation des extrémités ont ainsi révélé un rôle majeur de la 
partie N-terminale de la toxine dans la liaison aux récepteurs MCRs. En outre, les spectre en 
dichroïsme circulaire de la forme « Ribbon » et de la forme alkylée sont très similaires à ceux 
de protéines dénaturées (Venyaminov et al., 1993). L’analyse avec le logiciel Spectra 
Manager™ II (JASCO) confirme ces résultats en utilisant la référence de Reed (Reed and Reed, 
1997). Par contre, le logiciel BeStSel prédit 7% d’hélice et 29% de feuillets β. La différence de 
prédiction provient sans doute de la base de données utilisée. Contrairement à la référence 
de Reed, la base utilisée par BeStSel ne contient aucun peptide de moins de 40 résidus (Lees 
et al., 2006) créant ainsi un biais dans l’analyse des résultats. Cette absence de structures 
secondaires rend ainsi difficile l’interprétation des conséquences structurales des 
modifications de la toxine aboutissant au peptide linéaire HT1-0. Néanmoins, les études de 
SAR sur ce dernier donnent plusieurs éclairages quant aux zones d’interaction du peptide 
avec hMC4R avec trois zones aux propriétés physico-chimiques particulières. 

 
- Définition des zones d’interaction de HT1-0 

 Comme pour la toxine à deux ponts de départ, les résidus hydrophobes en N-terminal 
de HT1-0 sont cruciaux pour la liaison sur le récepteur. Néanmoins, les facteurs de perte sont 
plus importants pour le peptide linéaire. La troncature en N-terminal de la même zone 
entraine une perte d’un facteur 93 vs 28 pour la toxine. Celle en C-terminal modifie 
significativement l’affinité avec un facteur de perte de 9. Cela suggère donc que la 
substitution des cystéines par Q ou K renforcerait l’importance des extrémités. De nouvelles 
interactions pourraient alors se faire comme avec K21 ou R23 en C-terminal, expliquant le 
nouveau rôle de cette extrémité. D’après les résultats avec les 6-Azido-L-Lysine, l’interaction 
serait plus d’ordre hydrophobique qu’électrostatique au contraire de la troisième région 
d’interaction majeure avec K14 et K16. La présence d’une charge positive à ces positions est 
importante pour la liaison du peptide sur hMC4R. Au final, on peut dresser la carte du 
peptide suivante avec en couleur les principales propriétés physico-chimiques des 
différentes positions importantes pour la liaison de HT1-0 sur hMC4R : 

LFHYQQKQKPPGFKGKFQQFKLRPP  
avec en violet, l’hydrophobicité ; en orange, la polarité ; en rouge, la basicité.  
 Sachant qu’aucun mutant du récepteur hMC4R n’a été testé, il est difficile, d’après 
les seules informations précédentes de spéculer sur le site d’interaction du peptide sur le 
récepteur. Néanmoins, HT1-0 serait un antagoniste compétitif des agonistes α-MSH et NDP-
α-MSH. De ce fait, HT1-0 partagerait un site d’interaction similaire à celui de ces deux 
ligands. En 2010, Chapman et al., via des expériences de ligation croisée et de mutagenèse 
(Chapman et al., 2010), confirment les résultats antérieurs de mutagenèse et de 
modélisation (Hogan et al., 2006; Pogozheva et al., 2005). Ce site fait intervenir le 
tétrapeptide HFRW présent dans les deux agonistes. H6 n’interagirait pas directement avec 
les résidus du TM3 mais stabiliserait la structure active de l’agoniste. F7 formerait une 
interaction hydrophobe avec F6.52(262) du TM6 du récepteur. R8 interagirait avec au moins 
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un des résidus acides de hMC4R suivants : D3.25(122), D3.29(126) du TM3 et E2.60(100) du TM2. 
Et W9 se logerait dans une poche hydrophobe semblant importante pour l’activation du 
récepteur, via notamment I7.42(291) ou M7.43(292) du TM7. Les interactions font ainsi 
intervenir des résidus acides et des résidus hydrophobes de hMC4R pouvant 
potentiellement interagir avec les résidus importants de HT1-0. Néanmoins, d’autres études 
montrent que le récepteur hMC4R peut être présent in vitro sous forme d’oligomères 
(dimères majoritairement), créant un deuxième site de fixation de l’agoniste NDP-α-MSH 
(Chapman and Findlay, 2013; Kopanchuk et al., 2006). Selon les auteurs, les deux sites sont 
dépendants l’un de l’autre. Les résultats des études cinétiques de l’agoniste NDP-α-MSH et 
de HT1-0 pourraient apporter une explication quant à la différence entre l’affinité 
nanomolaire de HT1-0 et sa faible efficacité à antagoniser les principales voies de 
signalisation de hMC4R. 
 

- 125I-NDP-α-MSH, un ligand pas adapté aux tests de liaison 
Il n’est pas rare d’observer une différence entre affinité obtenue en test de liaison et 

efficacité en test de fonction. En effet, il n’existe pas de relation linéaire entre la liaison du 
peptide sur le récepteur et la transduction du signal. Néanmoins, la différence observée ici 
entre une affinité nanomolaire et une efficacité micromolaire pourrait également s’expliquer 
par le mode de liaison de 125I-NDP-α-MSH sur hMC4R. Selon les études cinétiques faites par 
Kopanchuk et al. en 2006, 125I-NDP-α-MSH ne peut se dissocier que d’un seul site, le 
deuxième ayant une cinétique de dissociation très lente (koff = 0.36 h-1) (Kopanchuk et al., 
2006). J’ai réalisé également des expériences de dissociation par dilution isotopique selon 
deux méthodes, en scintillation liquide et en scintillation de proximité. Les constantes 
cinétiques de dissociation (koff) obtenues sont extrêmement faibles (Figure 54). 
Contrairement à ce qu’ont conclu Kopanchuk et al. en scintillation liquide, le ligand radioactif 
semble réversible à 92%. La différence d’interprétation vient sans doute de la durée de 
l’expérience. Dans l’article, elle est de 19h avec une réversibilité d’environ 30% (Figure 54C), 
ce qui correspond aux valeurs observées au bout de la même période dans notre expérience 
(Figure 54A). Dans cette dernière, une cinétique d’association en parallèle démontre la 
stabilité du complexe ligand radioactif-récepteur pendant les 52h de mesure. La dissociation 
observée est donc uniquement dû à la compétition avec le ligand froid en excès pour la 
liaison sur le récepteur. L’expérience a cependant été faite une seule fois avec des points 
très espacés dans le temps rendant la mesure du koff peu précise. En scintillation de 
proximité (SPA), les mesures peuvent être effectuées régulièrement de façon automatisée. 
D’après les résultats de cette méthode, le ligand radioactif serait au contraire peu réversible 
avec seulement 10% de réversibilité. Néanmoins, la simple manipulation pour sortir et 
remettre la plaque dans le lecteur entraine une augmentation du signal mesuré faussant 
ainsi l’interprétation de la dissociation. Les paramètres cinétiques obtenus dans notre 
expérience de scintillation liquide montrent de toute façon que l’équilibre serait seulement 
atteint au bout de 200 d’heures (5*t1/2). Au bout de 3h d’incubation en présence d’un 
compétiteur comme HT1-0, la mesure de l’affinité est donc faussée et dépend alors 
principalement de la différence de cinétique d’association (kon) du compétiteur et du ligand 
radioactif. Si le compétiteur a une cinétique d’association plus rapide, plus le temps 
d’incubation sera long, plus il y aura de chance que 125I-NDP-α-MSH se fixe au récepteur à la 
place du compétiteur. La dissociation du ligand radioactif étant lente, le compétiteur ne 
pourra plus se fixer au récepteur diminuant ainsi son affinité apparente au court du temps 
(Figure 54D).  
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A)  B)  

C)  D)  

Figure 54. Dissociation lente de 125I-NDP-α-MSH du complexe avec hMC4R et conséquence 
sur l’affinité de HT1-0 en compétition. Cinétique de dissociation de 125I-NDP-α-MSH sur 
hMC4R par dilution isotopique en scintillation liquide (A) et en scintillation de proximité (B). 
Le complexe est formé en incubant pendant 3h le ligand radioactif avec des membranes de 
cellules CHO exprimant de manière transitoire le récepteur. La dissociation est ensuite 
initiée par ajout de NDP-α-MSH en large excès (1 µM). C) Figure extraite de Kopanchuk et al., 
2006. Cinétique de dissociation en scintillation liquide de 125I-NDP-α-MSH sur hMC4R 
exprimé à la surface de membranes de cellules d’insecte Sf9. La dissociation a été initiée à 
différents temps (flèches) avec 3 µM final d’I-NDP-α-MSH. Les valeurs de constante cinétique 
de dissociation koff, de temps de demi-vie t1/2 et de réversibilité sont indiquées sur chacun 

des graphes avec t1/2 = 
   

    
. D) Effet en scintillation liquide de la durée d’incubation en 

présence de différentes concentrations de HT1-0 sur la liaison de 125I-NDP-α-MSH sur hMC4R. 
Les valeurs de constantes d’inhibition (Ki) sont indiquées pour chacune des conditions. 
Moyenne ± SD (n=2). 

 
Une façon de s’affranchir de ce problème est d’obtenir l’affinité de HT1-0 en étudiant 

ses paramètres cinétiques d’association et de dissociation. Cela requiert le marquage du 
peptide puis l’étude de la liaison directe du peptide marqué sur le récepteur hMC4R. 
Malheureusement, ces paramètres n’ont pas pu être obtenus pour différentes raisons. 
 

- Une étude de la liaison directe de HT1-0 sur hMC4R compromise 
 Deux stratégies de marquage ont été explorées. La première visait à greffer un 
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fluorophore au peptide au niveau d’une lysine de la séquence, soit la fluorescéine pour des 
études cinétiques, soit la rhodamine pour visualiser la liaison du peptide à la surface de 
cellules. Voulant garder la séquence originale, le choix s’est porté sur la position 21 où 
l’hydrophobicité et l’encombrement stérique du fluorophore gênerait, en théorie, le moins 
la liaison. Ce choix s’est avéré mauvais puisque le marquage à la fluorescéine induit une 
perte d’affinité supérieure à un facteur 10 rendant difficile les expériences de cinétique 
d’association et de dissociation du peptide marqué. En effet, plus l’affinité est faible, plus la 
concentration en ligand marqué nécessaire sera grande. Or, une concentration trop élevée 
augmente le bruit de fond et peut masquer un signal de FRET. En outre, les expériences ont 
été faites sans contrôle positif. L’agoniste marqué fourni par Cisbio a subit une 
décongélation accidentelle de plusieurs jours à cause d’une panne de congélateur. Le ligand 
a pu se dégrader d’où une absence de signal. Il est alors difficile d’interpréter avec rigueur 
l’expérience et de conclure quant à l’absence ou non de liaison de HT1-0 marqué à la 
fluorescéine sur hMC4R. Concernant les tests en microscopie à fluorescence avec le peptide 
marqué à la rhodamine (rouge), ils ont été réalisés avec des cellules CHO exprimant le 
récepteur hMC4R marqué à la GFP (vert). Si le peptide marqué se fixe bien sur le récepteur, 
on devrait observer une colocalisation de la fluorescence rouge et verte. Or ce n’est le cas 
que pour des cellules rondes probablement en train de mourir. L’hypothèse la plus probable 
serait que le peptide marqué à la rhodamine ne reconnait pas le récepteur hMC4R-GFP mais 
se lie de manière non spécifique à des éléments intracellulaires. Le peptide ne franchissant 
pas la membrane de cellules vivantes, l’accès à ces éléments n’est possible que si la 
membrane est plus perméable comme c’est le cas lorsque les cellules sont en train de 
mourrir. 

La seconde stratégie concernait le marquage radioactif à l’iode 125. Alors que les 
premières études d’Alascan montraient une importance de Y4, l’ajout de deux atomes d’iode 
en ortho de l’hydroxyle n’a pas induit de modification de l’affinité du peptide. Même si le 
peptide froid monoiodé n’a pas été testé, il est peu probable que l’ajout d’un seul atome 
d’iode soit plus délétère que la présence de deux iodes. Partant de ce postulat, nous avons 
réussi à marquer radioactivement avec un atome d’iode 125 le peptide HT1-0 amidé (HT1-49) 
sans modifier sa séquence. Néanmoins, la totalité de 125I-HT1-49 lié se fixe de façon non 
spécifique au filtre en scintillation liquide et aux billes de scintillation de proximité. La qualité 
du peptide marqué a été vérifiée en spectrométrie de masse avant les expériences. Il ne 
s’agit donc pas d’une dégradation du peptide. Cette liaison non spécifique est uniquement 
diminuée en présence d’un excès de HT1-49 froid signifiant que HT1-49 se lie aussi 
fortement au filtre. Il sera donc impossible d’étudier ce peptide en scintillation liquide. HT1-
49 a un point isoélectrique (pI) élevé (11.25) avec cinq résidus basiques et pourrait ainsi 
former des interactions électrostatiques avec les fibres de verre du filtre et le plastique des 
billes de scintillation. D’ailleurs une étude a démontré la forte adsorption de peptides 
cationiques à la surface du verre et du plastique (Kristensen et al., 2015). Les peptides 
étudiés sont similaires à HT1-0 en longueur et en pI. En scintillation liquide, ces interactions 
sur le filtre sont normalement minimisées par le pré-traitement du filtre au PEI 0.5% ou avec 
une solution de BSA 0.5%. Mais aucun de ces traitements ne diminue la liaison de 125I-HT1-
49 au filtre. Ayant lieu après l’incubation avec 125I-NDP-α-MSH en test de compétition, cette 
fixation n’a donc aucune conséquence sur les valeurs de Ki obtenues. Cependant, on peut 
également imaginer une fixation sur le plastique dans les puits des plaques utilisées en tests 
de liaison et de fonction. La concentration en peptide libre rentrant véritablement en 
compétition avec NDP-α-MSH sur hMC4R serait alors surestimée et donc l’affinité calculée 
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sous-estimée. Elle est impossible à déterminer en scintillation liquide comme le peptide se 
fixe fortement au filtre. Une telle liaison rend ainsi extrêmement compliquées les études 
impliquant du matériel en plastique.  
  
 Les possibles biais dans l’estimation de l’affinité ne remettent cependant pas en 
cause les conclusions de la SAR quant aux positions de HT1-0 pouvant être modifiées. En 
effet, toutes les expériences ont été faites dans les mêmes conditions. Cela peut permettre 
notamment de proposer des modifications pour optimiser l’affinité et la sélectivité du 
peptide pour hMC4R. 
 

- Vers une optimisation de la séquence 
Avec un pI de 11.25, HT1-0 est très cationique. Certains résidus basiques peu 

importants pour la liaison sur hMC4R pourraient être remplacés afin de limiter d’une part, 
les interactions électrostatiques non spécifiques et d’autre part, pour augmenter 
potentiellement sa stabilité in vivo. En effet, certaines enzymes plasmatiques comme la 
trypsine peuvent cliver le peptide au niveau des résidus basiques (lysine, arginine) entrainant 
sa dégradation rapide. D’après les résultats de SAR, les positions 7 et 9 peuvent être 
modifiées en alanine sans perdre d’affinité contrairement aux lysines 14 et 16. K21 pourrait 
être remplacée par un résidu hydrophobe avec une chaine aliphatique de longueur similaire 
comme une leucine, une isoleucine ou une 6-azido-lysine. Enfin, le tripeptide RPP en C-
terminal peut être enlevé et le dernier acide aminé amidé. Ces deux modifications n’altèrent 
pas l’affinité mais peuvent diminuer l’action d’exo-protéases (Craik and Adams, 2007). Pour 
améliorer l’affinité sur hMC4R, peu de modifications ont été explorées car l’objectif premier 
de la SAR visait ici le marquage du peptide. Aucune de ces modifications n’améliore 
significativement l’affinité sur hMC4R. Néanmoins, certaines données offrent des possibilités 
pour améliorer la sélectivité du peptide. La substitution de Q5 et Q18 par des lysines (Ltg1a-
0SS-2) améliore surtout l’affinité pour les sous-types 1 et 5, respectivement d’un facteur 15 
et 8. Sur les autres sous-types, l’amélioration est plus modérée avec un facteur 2-3. Cela 
signifie qu’au moins une de ces positions pourrait être modifiée pour améliorer la sélectivité 
de HT1-0 vis-à-vis des sous-types 1 et 5 via une inversion de charge. Or, d’après les résultats 
de SAR, la position 5 est importante. La substitution de la glutamine par un résidu acide 
devrait donc se faire en position 18. La séquence optimisée serait alors : 
LFHYQQAQAPPGFKGKFEQFLL#.  

Néanmoins, cette question de sélectivité entre différents sous-types de MCRs est 
secondaire dans le cas d’un ligand hMC4R. En effet, les principaux effets pouvant limiter un 
futur développement thérapeutique proviendraient de l’implication du récepteur dans 
d’autres fonctions que l’homéostasie énergétique. Cette implication serait liée à l’activation 
de différentes voies de signalisation : Gs pour la fonction cardio-vasculaire, Gq/11 et/ou β-
arrestine pour l’homéostasie énergétique (Li et al., 2016b; Lotta et al., 2019). Dans ce cas, la 
sélectivité fonctionnelle primerait sur la sélectivité moléculaire. L’étude de l’effet 
antagoniste de HT1-0 sur les voies de signalisation Gs, G15 et β-arrestine 2 ne montre 
cependant aucune sélectivité fonctionnelle du peptide pour une de ces voies. Mais il est très 
difficile de prédire des effets in vivo seulement à partir de ces résultats in vitro obtenus dans 
un système hétérologue. En effet, les résultats peuvent dépendre du modèle cellulaire utilisé 
et de la technique utilisée. Par exemple, dans notre système, aucune des voies Gq ou G11 
n’est activée par NDP-α-MSH ou α-MSH alors que cela a été démontré dans des cellules 
hypothalamiques (Yang and Tao, 2017). Concernant la voie G15, la protéine Gα associée 
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appartient également à la famille des protéines Gq. Jusqu’à présent, aucune publication n’a 
montré un couplage de Gα15 avec le hMC4R. De plus, cette protéine G est surtout retrouvée 
au niveau de lignées hématopoïétiques et ne serait présente qu’à l’état de traces au niveau 
du cerveau (Wilkie et al., 1991).  
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CONCLUSION et 
PERSPECTIVES 

 

Trois objectifs étaient fixés au début de la thèse. Le premier était de démontrer, via 
l’analyse statistique, l’intérêt des données générées par le projet Venomics. Le deuxième 
visait à caractériser d’un point de vue pharmacologique les premières toxines animales 
actives sur les récepteurs aux mélanocortines. Enfin, le dernier objectif était d’obtenir à 
partir d’une toxine animale, un potentiel lead dans le traitement de l’obésité ou de la 
cachexie cancéreuse.  

 

Des toxines originales en tout point 
 

 Les analyses des données omiques issues du projet Venomics ont non seulement 
confirmé la richesse structurale que renferment les venins mais également élargi la 
connaissance que l’on en avait. Certains motifs de cystéines sont par exemple décrits pour la 
première fois. Et même au sein de grandes familles structurales comme les toxines ICK, une 
grande partie des séquences ne se rapprochent d’aucune déjà décrite. Cela suggère donc de 
nouvelles activités pharmacologiques. C’est ce qui a été démontré avec le criblage sur 
différentes cibles thérapeutiques de la 1ère banque de toxines synthétiques au Monde 
construite à partir des données omiques. Les toxines sélectionnées à partir du criblage sur le 
sous-type 4 des récepteurs aux mélanocortines (MC4R) montrent toutes une originalité 
structurale. Sur les cinq sélectionnées, trois ont pu être caractérisées de manière 
approfondie. Deux appartiennent à deux grandes familles structurales des toxines, la toxine 
d’araignée N-TRTX-Preg1a aux ICK et la toxine de scorpion N-BUTX-Ptr1a aux toxines courtes 
de scorpion en CSαβ. D’un point de vue phylogénétique, elles forment chacune un nouveau 
groupe au sein de leur famille structurale respective. Ce caractère à part est confirmé par un 
profil pharmacologique atypique. Alors que les ICK et les toxines courtes de scorpion sont 
connues pour leur activité sur les canaux ioniques, N-TRTX-Preg1a et N-BUTX-Ptr1a ne sont 
actives sur aucun des canaux testés. Elles représentent non seulement les premières toxines 
actives sur le sous-type 1 des récepteurs aux mélanocortines (MC1R) mais également les 
premiers agonistes de ce récepteur sans le pharmacophore HFRW. Le premier et le 
deuxième objectif de la thèse ont donc été remplis et ont fait l’objet d’un article soumis au 
Journal of Medicinal Chemistry. Néanmoins, l’affinité observée est faible et ne permet pas 
d’aller plus loin dans leur exploitation. En faire des outils d’imagerie du mélanome comme 
certains dérivés de l’agoniste endogène α-MSH serait trop compliqué (Yang et al., 2018; 
Zhang et al., 2018). De plus, un point resterait à éclaircir : l’absence d’activité sur hMC4R en 
test de fonction. Cela pourrait suggérer une sélectivité fonctionnelle pour une voie de 
signalisation autre que la voie Gs. Néanmoins, les faibles affinités restreignent l’intérêt de 
vérifier ce point d’autant plus que d’ici l’obtention de ces résultats, les autres données 
pharmacologiques devraient avoir été publiées.  



CONCLUSION et PERSPECTIVES 

148 

 

HT1-0 : un potentiel lead contre la cachexie 
cancéreuse ? 
 

 L’étude de la toxine N-CTX-Ltg1a de Conus lithoglyphus a changé le paradigme sur 
l’importance des ponts disulfure pour l’activité des toxines animales. Même si cela pourrait 
n’être qu’un cas particulier, nous avons montré qu’une toxine animale sans pont peut 
toujours lier avec une grande efficacité une cible moléculaire. L’explication serait 
l’importance prépondérante de l’extrémité N-terminale, une zone moins affectée par la 
présence ou l’absence de ponts disulfure. Cette particularité a conduit à l’élaboration d’un 
peptide linéaire, la Hunger-Toxin (HT1-0). Ce peptide présente plusieurs caractéristiques 
remarquables. La principale est sa simplicité de production, critère crucial pour le 
développement thérapeutique d’une molécule. Ensuite, elle présente une affinité 
nanomolaire et un facteur 10 de sélectivité pour MC4R par rapport aux sous-types 1 et 5. 
Cependant, l’estimation de l’affinité est biaisée du fait de la dissociation lente du ligand 
radioactif utilisé en test de liaison, 125I-NDP-α-MSH. Deux solutions peuvent alors être 
envisagées pour éviter ce problème. La première est d’utiliser un autre ligand radioactif avec 
une dissociation plus rapide comme 125I-THIQ (Kopanchuk et al., 2006). La deuxième 
possibilité est d’utiliser le protocole décrit dans Antil-Delbeke et al., 2000 qui se base sur le 
dosage de sites non occupés par le peptide. Pour cela, le peptide à tester doit être préincubé 
avec le récepteur pour atteindre l’équilibre. Ensuite, le ligand radioactif 125I-NDP-α-MSH est 
ajouté. Si le temps d’incubation est court (quelques minutes), l’équilibre entre la liaison du 
peptide et celle du ligand radioactif sur le récepteur n’est pas atteint et 125I-NDP-α-MSH 
resterait alors lié uniquement sur les sites libres. Le dosage de ces sites en fonction de la 
concentration en peptide testée permet ainsi d’obtenir la constante de protection Kp du 
peptide équivalente à sa constante de dissociation Kd. Un autre point à souligner pouvant 
affecter les mesures d’affinité est le caractère cationique du peptide rendant son étude 
pharmacologique très complexe. De nouvelles études cinétiques de la liaison HT1-0-hMC4R 
ne sont ainsi pour l’instant pas prévues tant que ce problème de liaison au plastique ne sera 
pas résolu. Une solution est de produire la séquence optimisée d’après les études de SAR. 
Certains résidus basiques peuvent être supprimés ou remplacés. Le test futur de cette 
molécule déterminera si ces changements réduisent bien les interactions électrostatiques 
avec le plastique sans affecter la liaison sur hMC4R. Bien qu’affectant l’affinité, le caractère 
cationique de HT1-0 n’a normalement aucun effet sur sa nature antagoniste sur les 
différentes voies de signalisation étudiées de hMC4R. 

HT1-0 est un antagoniste compétitif de l’agoniste endogène α-MSH pour les voies Gs, 
G15 et β-arrestine. La fonction antagoniste indique que l’application potentielle serait la 
cachexie cancéreuse avec un potentiel effet orexigène. Cependant, HT1-0 ne présente 
aucune sélectivité fonctionnelle pour la voie G15 ou β-arrestine par rapport à la voie Gs 
supposée être à l’origine d’effets cardiovasculaires. La faible efficacité du peptide sur ces 
trois voies n’est pas un problème en soi, seule la fenêtre thérapeutique compte. Nous 
savons par exemple qu’une dose de 50 mg/kg en injection intrapéritonéale chez des souris 
C57/BL/6J n’est pas létale. La priorité est maintenant de répondre à une question 
fondamentale : le peptide a-t-il un effet orexigène in vivo ? 
 Les premiers tests ont été conduits par l’équipe d’Alexandre Benani du Centre des 
Sciences du Goût et de l’Alimentation de Dijon. Le choix du mode d’administration a été fait 
au plus simple, à savoir en injection intrapéritonéale (ip). Au total, chacune des 20 souris 
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C57/BL/6J étudiées a reçu soit le véhicule (NaCl), soit HT1-49 (40-50 mg/kg). Néanmoins, 
aucune augmentation significative de la prise alimentaire n’a été détectée. Même si un effet 
significatif avait été observé, il aurait été impossible d’affirmer avec certitude qu’il soit causé 
par l’activité du peptide sur MC4R. Un effet orexigène peut être en effet causé par une 
activité sur le récepteur à la ghréline par exemple. Or, on ne sait pas si HT1-49 est actif ou 
pas sur ce récepteur. En s’affranchissant de ce cas, plusieurs hypothèses sont alors 
possibles pour expliquer l’absence d’effet : 1) le peptide n’a pas atteint le MC4R dans 
l’hypothalamus car trop rapidement dégradé et/ou incapable de franchir la barrière 
hématoencéphalique ; 2) le peptide a bien atteint sa cible mais n’induit aucun effet visible 
sur la prise alimentaire à cause d’une dose trop faible par exemple. Pour répondre à ces 
questions, des injections intracérébroventriculaires doivent être menées chez le rat au CEA 
et chez la souris à Dijon courant 2020. Restera la question du passage de la barrière 
hématoencéphalique (BHE). L’équipe d’Aloïse Mabondzo a développé un modèle in vitro de 
BHE (Lacombe et al., 2011). Cependant, aucun passage du peptide 125I-HT1-49 n’a pu être 
détecté en utilisant ce modèle. Ce dernier représente une BHE peu perméable, donc peu 
représentative de l’éminence médiane au niveau de l’hypothalamus. L’expérience la plus 
précise programmée dans les prochains mois est la biodistribution du peptide marqué chez 
la souris. Pour des raisons administratives, le peptide iodé ne peut pas être utilisé. Il faut 
donc d’abord marquer le peptide au tritium. Une première stratégie a déjà été mise au point 
en deux étapes avec Héloïse Cahuzac, doctorante au CEA. La première consiste à faire réagir 
un DBCO-NH2 avec du n-(propionyl oxy)succinimide pouvant être tritié. Puis le DBCO ainsi 
marqué peut être utilisé pour marquer à son tour par chimie click le peptide au niveau d’une 
azido-lysine en C-terminal. Le marquage en chaud devrait être entrepris prochainement. À 
noter que l’impact sur l’affinité n’est pas important dans ce contexte d’étude. En injectant ce 
peptide marqué chez la souris, on pourrait ainsi suivre sa bioditribution dans l’organisme et 
vérifier s’il atteint ou pas l’hypothalamus. 
 Au final, malgré quelques problèmes techniques à régler, HT1-0 pourrait bien 
représenter un potentiel lead dans le traitement de la cachexie cancéreuse. L’objectif 3 de la 
thèse est donc en cours de réalisation. Une demande de brevet est d’ailleurs en préparation 
et un article scientifique rassemblant les données in vitro obtenues pendant la thèse et les 
données in vivo futures est prévu. Néanmoins, le maintien de la demande de brevet et 
l’intérêt de l’article reposent entièrement sur les résultats in vivo, à savoir sur la 
démonstration de l’effet anorexigène du peptide. Si cet effet est confirmé, ce pourrait être le 
début du développement thérapeutique du premier peptide orexigène issu d’une toxine 
animale. 
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1.  Production des peptides 
 

1.1  Matériel 
 Les Fmoc- acides aminés, c’est-à-dire possédant un groupement Fmoc en extrémité 
N-terminale (N-term), le 2-(6-chloro-1H-benzotriazole-1-yl)-1,1,3,3,-tetramethylaminium 
hexafluorophosphate (HCTU) proviennent d’Activotec (Cambridge, UK). La résine et les 
autres réactifs de synthèse peptidique (N-methylpyrrolidone (NMP), N-methylmorpholine 
(NMM), dichloromethane, piperidine, acide trifluoroactétique (TFA), anisole, thioanisole, 
and triisopropylsilane ont été commandés à la société Sigma (Saint-Quentin Fallavier, 
France). 
 Les résines Novabiochem® utilisées sont clivables en milieu acide à de fortes 
concentrations en TFA : résine Wang ou NovaPEG. 
 

1.2  Synthèse chimique en phase solide 
Fluorénylméthoxycarbonyle (Fmoc) 

La synthèse chimique des différents peptides est réalisée sur un synthétiseur Prelude 
de Protein Technonologies, Inc à une échelle de 12.5 ou de 25 µmol en utilisant un excès 
d’un facteur 10 ou 20 en acides aminés-Fmoc par rapport à la résine utilisée. Le principe de 
la synthèse est décrit dans la Figure 55A. Le peptide est synthétisé de son extrémité C-
terminale à son extrémité N-terminale. La fonction amine en alpha de l’acide aminé à 
incorporer est protégée par un groupement Fmoc labile en milieu basique. Les fonctions 
réactives des chaines latérales des acides aminés sont protégées par des groupements 
protecteurs stables en milieu basique mais labiles en milieu acide (Table 18). Les acides 
aminés sont couplés deux fois pendant 5 min en utilisant un mélange acide 
aminé/HCTU/NMM en proportion 1 :1 :2 dans du NMP. Cette étape permet l’incorporation 
d’un nouvel acide aminé via une réaction d’acylation entre l’ester activé par l’agent de 
couplage HCTU et l’amine libre du précédent résidu (Figure 55B). 

Après incorporation de chaque résidu, la séquence est acétylée pendant 5 min en 
utilisant un excès d’un facteur 50 d’un mélange d’anhydride acétique et de NMM dans du 
NMP afin de bloquer définitivement les chaines aminées non réactives. La déprotection du 
Fmoc est réalisée deux fois pendant 2 min avec une solution de pipéridine 20% dans du NMP. 
Les lavages de 30s dans du NMP sont réalisés entre les étapes de déprotection et les étapes 
de couplage. 

Une fois la séquence peptidique assemblée, la résine est traitée sous agitation 
pendant 2h avec un mélange TFA/anisole/thioanisole/triisopropylsilane/eau 
(82.5 :5 :5 :2.5 :5). Le TFA permet le clivage du peptide de la résine ainsi que la déprotection 
des chaines latérales. Les autres constituants sont des « scavengers » prévenant l’alkylation 
du peptide par les carbocations libérés lors de la déprotection. L’anisole est utilisé lorsque 
des groupements tert-butoxycarbonyl (Boc) sont présents. Le thioanisole est recommandé 
pour les peptides contenant des résidus Met, Cys et Arg. Il ne doit pas être utilisé lorsque la 
chaine peptidique contient des S-Acétamidométhyl-L-Cystéines (Acm) afin d’éviter le clivage 
précoce de ce groupement protecteur. Le triisopropylsilane sert à piéger les groupements 
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trityl (Trt), il remplace le malodorant éthane dithiol pour des peptides riches en résidus Arg 
et Trp. Enfin, l’eau prévient les réactions du peptide avec le groupement protecteur tert-
Butyl. Après la déprotection, le brut de synthèse est obtenu après précipitation et lavages 
dans de l’éthyl éther froid puis dissous dans de l’eau/acide acétique 10%. 

Table 18. Groupements protecteurs des chaines latérales des acides aminés en synthèse 
chimique en phase solide Fmoc. (Adapté de Mollica et al., 2014) 
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A)  

B)  

Figure 55. Principe de la synthèse chimique en phase solide. A) Pincipe général. Le premier 
acide aminé est fixé en extrémité C-terminale sur la résine. L’incorporation de l’acide aminé 
suivant se fait en deux étapes. La déprotection de la fonction NH2 du premier acide aminé se 
fait en milieu basique (Pipéridine 20 % dans la N-méthylpyrrolidone (NMP)). La fonction 
COOH de l’acide aminé suivant est activée grâce à l’ajout d’un agent de couplage (HCTU ou 
HATU) en présence d’une base, la 4-méthylmorpholine (NMM). Cette étape permet la 
formation d’un ester actif augmentant ainsi les cinétiques de couplage des acides aminés. 
Entre chaque couplage, une étape d’acétylation des fonctions NH2 des acides aminés libres 
n’ayant pas réagi à l’anhydride acétique minimise la formation de peptides porteurs de 
délétions. Ces étapes sont répétées jusqu’à l’obtention de la séquence désirée. Enfin, le 
traitement de la résine en milieu acide permet une déprotection des chaines latérales des 
acides aminés ainsi que le clivage du peptide de la résine aboutissant à l’obtention du brut 
de synthèse. B) Mécanisme réactionnel de N-acylation. L’agent de couplage HATU permet la 
formation d’un ester activé de l’acide aminé à incorporer. Cet ester réagit alors avec l’amine 
primaire du précédent résidu pour former une liaison peptidique.  
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1.3  Analyse LC/MS du brut de synthèse  
Afin de s’assurer de la présence du peptide réduit souhaité dans le brut de synthèse, 

une analyse LC-MS est réalisée en chromatographie en phase inverse sur une HPLC Agilent 
couplée avec un spectromètre de masse Electrospray Ionization-Ion Trap (ESI-IT) (Brucker, 
Germany) avec une colonne analytique XBridge® peptide BEH C18 3.5 µm 4.6 x 150 
mm (Waters) : 1mL/min ; solvant A, H2O/TFA 0.1% ; solvant B, ACN/TFA 0.1% ; gradient : 5-
50% solvant B en 25 min. 
 

1.4  Purification  
La purification du peptide réduit se fait en phase inverse sur une HPLC Préparative 

Waters 600 avec une colonne préparative XBridge® BEH 300Å Prep C18 19 x250 mm 
(Waters) à un débit de 10 mL/min. Suivant les quantités à purifier, la purification du peptide 
oxydé se fait comme précédemment ou sur HPLC Préparative Waters 600 avec une colonne 
semi-préparative BEH 300 Prep C18 5 µm 10 x 250 mm (Waters) à un débit de 5 mL/min. 
 

1.5  Formation des ponts disulfure 
- Aléatoire en présence d’un couple oxydo réducteur  

Chaque peptide réduit dissous dans de l’eau est ajouté à une solution d’HEPES 100 
mM ACN 20% contenant le couple oxydo-réducteur cystéine/cystine (ratio molaire 1 :50 :5 
peptide/ cystéine/cystine avec une concentration finale en peptide réduit de 20 µM). Ce 
mélange est laissé à température ambiante pendant 48h. L’oxydation est arrêtée par 
acidification à un pH de 2-3 par ajout d’une solution de TFA 20%.  

- par pontage dirigé 
Dans le cas où l’on souhaite contrôler la formation successive des ponts disulfure, les 

paires de cystéines impliquées dans un des ponts du peptide sont protégées respectivement 
par un groupement acétamidométhyle (Acm) et un groupement trityl (Trt) (Figure 56). 
Contrairement au groupement Trt, le groupement protecteur Acm n’est pas clivé lors de la 
déprotection acide au TFA. Lors d’une première oxydation, seules les cystéines qui ne sont 
plus protégées formeront un pont disulfure. Dans un second temps, les deux cystéines 
restantes protégées par des Acm formeront le dernier pont disulfure (Figure 56). 

 

Dans un premier temps, le peptide linéaire est dissous sous agitation à l’air dans une 
solution d’hydrogénocarbonate d’ammonium à 0.1 M pH 8.3, de telle sorte à avoir une 
concentration finale en peptide de 0.1 mg/mL. Lors d’une première oxydation, seules les 
cystéines non protégées forment un pont disulfure. Le mélange réactionnel est laissé 
plusieurs jours à température ambiante. L’oxydation est ensuite arrêtée par acidification au 
TFA. 

Figure 56. Exemple de la production en pontage dirigé d’un peptide à 2 ponts disulfure. 
Trt : groupement trityl labile en milieu acide ; Acm : groupement acétamidométhyle non 
labile en milieu acide. 
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Dans un second temps, après purification du peptide, la formation du dernier pont 
avec les cystéines Acm peut être réalisée. Le peptide issu de la 1ère oxydation est ajouté à 
une solution d’iode (25 fois en excès par rapport au peptide) dissoute dans de l’acide 
acétique 80%. Le mélange est mis sous agitation pendant 1h30. L’iode a un fort pouvoir 
oxydant permettant non seulement la déprotection des cystéines mais également 
l’oxydation de leurs fonctions thiol. La réaction est arrêtée par dilution du mélange dans de 
l’eau. L’iode est extrait avec du dichlorométhane dans une ampoule à décanter ou neutralisé 
avec une solution de thiosulfate de sodium 1M. La solution contenant le peptide 
entièrement oxydé peut ensuite être purifiée en HPLC. 

 

1.6  Évaluation de la qualité du peptide produit 
La qualité de chaque toxine purifiée est vérifiée par : 

- HPLC analytique en phase inverse sur un appareil Alliance (Waters) avec une 
colonne analytique XBridge® peptide BEH C18 5 µm 4.6x250mm (Waters) : 1 
mL/min ; solvant A, H2O/TFA 0.1% ; solvant B, ACN/TFA0.1% ; gradient : 1% 
solvant B /min. 

- Spectrométrie de masse MALDI-TOF (Matrix-assisted laser 
desorption/ionization – Time of flight) sur l’appareil 4800 MALDI TOF-TOF 
Analyser (Applied Biosystems, USA). L’acide α-Cyano-4-hyroxy-cinnamique 
(CHCA) est utilisé comme matrice (Quinton et al., 2007). Les fractions issues 
de l’HPLC en phase inverse ou le produit purifié final est mélangé en 
proportions 1 :1 (v/v) avec la matrice (7.5 mg/ml dans 50/50 ACN/H2O, 0.1% 
TFA) sur une plaque MALDI. Les spectres MALDI-TOF sont obtenus en mode 
réflectron et les masses enregistrées correspondent aux masses 
monoisotopiques M+H+. 

 

1.7  Détermination de la concentration en peptide produit  
- par analyse de la composition en acides aminés 

La composition en acides aminés est réalisée dans les conditions suivantes : 
l’échantillon est lyophilisé et mis dans des tubes en verre utilisant le système PicoTag 
(Waters Associates, Milford, MA) puis hydrolysé en phase gazeuse de 6N HCl en présence de 
phénol cristallisé pendant 17h à 110°C. L’échantillon hydrolysé est ensuite dissous dans 100 
µL d’eau milliQ (contenant au minimum 200 pmol de chaque acide aminé) puis analysé et 
quantifié via dérivatisation à la ninhydrine à l’aide d’un aminoTac JLC-500/V amino acids 
analyzer (JEOL, Japan). Une calibration avec des solutions standards d’acides aminés est 
réalisée au début de chaque analyse et permet de quantifier le peptide analysé. 

 
- par spectrophotométrie 

L’absorption de la solution à 280 nm est mesurée à l’aide d’un spectrophotomètre. La 
concentration C de la solution est ensuite calculée selon la loi de Beer-Lambert : 

  
 

   
 

 
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. 

 

https://en.wikipedia.org/wiki/Matrix-assisted_laser_desorption/ionization
https://en.wikipedia.org/wiki/Matrix-assisted_laser_desorption/ionization


MATÉRIELS et MÉTHODES 

157 

 

2.  Modifications chimiques du peptide 
 

2.1  Alkylation des cystéines du peptide réduit 
Le peptide linéaire purifié est traité à l’iodoacétamide (10 fois en excés par rapport 

au peptide) dissous dans du chlorure de Guanidinium 6M pendant 2h sous agitation à 
l’obscurité. À la suite de cette réaction, les fonctions thiols des cystéines sont protégées et 
ne peuvent plus former de ponts disulfure (Figure 57). 

 
                                                Cys                                                              Cys alkylée 

Figure 57. Protection des cystéines du peptide réduit par traitement à l’iodoacétamide. 
Cys : cystéine. 
 

2.2  Marquage 
- Fluorescent (Fluorescéine, Rhodamine) 

Après synthèse de la séquence peptidique, le marquage se fait en trois étapes 
directement sur la résine. La première étape consiste en la déprotection sélective en milieu 
basique de l’amine primaire de K21 portant un groupement ivDde. La séquence synthétisée 
doit donc présenter en N-terminal un groupement Boc à la place d’un Fmoc évitant de ce fait 
une amine N-terminale libre. La déprotection de K21-ivDde se fait en présence d’une 
solution basique d’hydrazine 5% dans du NMP. La résine est ensuite lavée 10 fois avec 5 mL 
de NMP pur, puis 10 fois avec 5 mL de Dichlorométhane (DCM). Un test de Kaiser permet de 
vérifier la présence de l’amine libre (Figure 58). 
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Présence d'amine(s) 

libre(s) Absence d'amine(s) 

libre(s) 

A)  

B)  

Figure 58. Principe du test de Kaiser. A) Mécanisme réactionnel. Une partie de la résine sur 
lequel est fixé le peptide est traitée avec une solution de ninhydrine. La ninhydrine réagit 
alors avec l’amine libre du peptide pour donner une solution colorée (B).  
 
 La seconde étape est celle du couplage du fluorophore sur la chaîne latérale de la 

lysine. Celui-ci se fera par une réaction d’acylation entre le carboxylate activé du fluorophore 

et l’amine primaire de la chaîne latérale de la lysine. Dans le cas de la 5-Carboxyfluorescéine 

(Figure 59A), la fonction carboxylate doit être activée en présence de l’agent de couplage 

HCTU. Le marquage se fait dans un mélange peptide/HCTU/NMM en proportion 1 :5 :10 

dans du NMP. Pour la Rhodamine Red™-X, Succinimidyl Ester (Figure 59B), le carboxylate est 

déjà activé. Le marquage se fait alors dans un mélange peptide/NMM en proportion 7 :1 

dans du NMP. Un second test de Kaiser peut être réalisé pour s’assurer de l’absence 

d’amines libres en solution. 
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A)  B)  

Figure 59. Structure des fluorophores utilisés. A) 5-Carboxyfluorescéine. B) Rhodamine 
Red™-X, Succinimidyl Ester. 
 
 Enfin, la résine est traitée en milieu acide comme décrit précédemment permettant 

le clivage du peptide de la résine et la déprotection des chaines latérales et de l’extrémité N-

terminale. 

 
- Radioactif  

Le marquage se fait via l’utilisation de Na125I. Cette forme réduite de l’iode vient 
réagir avec le groupement phénol d’une tyrosine. Ces groupements doivent être 
préalablement oxydés à l’aide d’un agent oxydant, ici l’iodogène (agent oxydant doux). Le 
marquage se fait en ortho de la fonction hydroxyle de la tyrosine selon une substitution 
nucléophile. 

De facon pratique, une solution de peptide froid à 30 µM dans du TRIS 100 mM pH 
7.8 est mise en présence de 0.4 mCi de Na125I pendant 10 min. Après purification, la 
radioactivité et les masses présentes dans chaque fraction sont analysées. Après 
identification, la fraction représentant le peptide monoiodé est ensuite diluée d’un facteur 4 
dans de l'HEPES 10 mM BSA1% pour prévenir la radiolyse. 
 
 
  



MATÉRIELS et MÉTHODES 

160 

 

3.  Dichroïsme circulaire 
 

3.1  Principe 
L’intérêt du dichroïsme circulaire (DC) est d’obtenir des informations sur les 

structures secondaires et tertiaires d’un peptide. Cette méthode est basée sur l’absorption 
inégale d’une lumière polarisée circulairement droite (Edroite) par rapport à une lumière 
polarisée circulairement gauche (Egauche). Ces deux ondes sont émises par un faisceau 
monochromatique rectiligne de direction connue. Si la molécule étudiée est chirale, celle-ci 
absorbera et réfractera différemment Edroite et Egauche. La résultante des deux ondes est alors 
une onde polarisée elliptique dont l’ellipticité dépend de la longeur d’onde et de la structure 
du peptide analysé (Greenfield, 2006).  
 

3.2  Mode opératoire 
 Les analyses sont faites sur un JASCO J-815 CD Spectometer couplé à un Peltier JASCO 
CDF-426S/15 permettant le réglage de la température d’analyse. Le peptide est dilué dans 
l’eau à une concentration de 20 µM. Le pH n’est pas contrôlé. Chaque solution est ensuite 
analysée à 20°C dans une cuve de quartz de 1 mm de trajet optique. L’analyse est répétée 
trois fois entre 190 et 250 nm. Les mesures de dichroïsme circulaire (mdeg) sont ensuite 
transformées en ellipticité molaire et traitées avec le logiciel Prism, v5.0.0 (GraphPad, La 
Jolla, CA, USA). La prédiction des structures secondraires est réalisée grâce aux logiciels 
BeStSel (http://bestsel.elte.hu/index.php) ou Spectra Manager™ II (JASCO). Pour ce dernier, 
la référence de Reed est utilisée (Reed and Reed, 1997). 
 
  L’ellipticité molaire est calculée comme suit : 

Ellipticité molaire =
  

     
 

avec DC : dichroïsme circulaire (mdeg) ; L : Longueur du peptide ; C : concentration de la 
solution analysée ; l : largeur de la cuve 
  

http://bestsel.elte.hu/index.php


MATÉRIELS et MÉTHODES 

161 

 

4.  Caractérisation pharmacologique 
 

4.1  Tests de liaisons 
- Compétition 

o Principe 
Pour mesurer l’affinité et la spécificité du ligand pour le récepteur, on réalise des 

tests de liaison avec un ligand radiomarqué. Lors des tests, on met en présence le ligand et 
son récepteur. La liaison spécifique entre les deux est mesurée grâce à l’élimination par 
filtration des ligands libres en excès. La radioactivité mesurée (BT) correspond à des liaisons 
spécifiques (BS) et non spécifiques (NS) du traceur radioactif:  

BS = BT – NS 
Avec : 
BT : Liaison totale. C’est la somme de la liaison spécifique du ligand à son récepteur 

(forte affinité) et à d’autres sites de liaison non spécifique (faible affinité). 
NS : Liaison non spécifique. Elle est mesurée en présence d’une quantité de ligand 

non radioactif (ligand froid : L) suffisante (en excès) pour empêcher la fixation du ligand 
radioactif sur ses sites spécifiques. 

BS = BT- NS : Liaison spécifique. 
En utilisant une gamme de quantité croissante de toxine, on détermine ainsi à 

l’équilibre la capacité de la molécule testée à rentrer en compétition avec le ligand 
radiomarqué pour la liaison sur son récepteur. 
 

o Mode opératoire 
Les expériences de compétition sont réalisées en utilisant des membranes de cellules 

CHO-K1 exprimant les récepteur humains hMC1R, hMC4R ou hMC5R ou de cellules HEK293 
exprimant le MC3R humain. Le ligand radioactif utilisé est le [125I]-[Nle4, D-Phe7]-α-MSH. 
Tous les produits utilisés proviennent de PerkinElmer (Courtaboeuf, France). Le seul agoniste 
connu du MC2R est l’ACTH. Le test de liaison employé ici ne permet donc pas d’étudier ce 
sous-type de MCR.  

Dans chaque puits d’une plaque 96 puits (Perkin Elmer, Courtaboeuf, France), des 
concentrations croissantes en toxine sont ajoutées à 18 000 désintégrations par minute 
(dpm) de ligand radioactif dissous dans le tampon de liaison (HEPES 25mM pH 7.4, 1mM 
MgCl2, 1mM CaCl2, 0.2% Bovine Serum Albumin (BSA) et à une quantité définie de 
membrane (hMC1R : 6 µg/puits ; hMC3R : 0.192 µg/puits ; hMC4R : 0.015 µg/puits ; hMC5R : 
0.04 µg/puits). Du tampon de liaison est ajouté pour un volume final de 100 µL. 

Contrôles : 
- Contrôle positif : la toxine est remplacée par des concentrations croissantes en NDP-

α-MSH (Tocris bioscience, UK). 
- NS : la toxine est remplacée par NDP-α-MSH (Tocris bioscience, UK) à une 

concentration finale de 10 µM.  
- BT : aucune toxine n’est ajoutée. 
- BF : les membranes ne sont pas ajoutées. 

 
Après 3h d’incubation, la plaque est filtrée à travers un filtre GF/C. Le filtre est 

préalablement saturé avec une solution de polyéthylèneimine (PEI) 0.5% afin de limiter la 
fixation du ligand radioactif libre sur le filtre. Le filtre est ensuite lavé trois fois avec 300 µL 
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de tampon de liaison puis séché avant d’ajouter 25 µL d’Ultimagold F (PerkinElmer, 
Courtaboeuf, France) dans chaque puits. L’enregistrement de la radioactivité est réalisé sur 
un compteur Packard TopCount NXT (rendement de comptage : 65%).  

Les courbes d’inhibition de la liaison sont ensuite obtenues grâce au logiciel Prism, 
v5.0.0 (GraphPad, La Jolla, CA, USA) en utilisant un modèle à un site de liaison. Les valeurs 
d’IC50 sont converties en Ki suivant l’équation de Cheng-Prussof (Cheng and Prusoff, 1973) : 

    
    

  
     

  
  
 avec IC50, la concentration de ligand inhibant 50 % de la liaison spécifique de 

125I-NDP-α-MSH ; L, la concentration en 125I-NDP-α-MSH utilisée dans l’expérience ; Kd, la 
constante de dissociation de 125I-NDP-α-MSH ; Ki, la constante d’inhibition du compétiteur, 
considérée ici comme une estimation de l’affinité du compétiteur pour un récepteur donné. 
 

- Cinétique d’association/dissociation 
o Radioactif  

 Par scintillation liquide 
Le principe est similaire à celui décrit précédemment. Seul le temps d’incubation 

diffère. 
 
125I-HT1-49 : 
 Dans une plaque 96 puits, des membranes présentant le récepteur hMC4R sont 
ajoutés à intervalle de temps régulier à une solution de ligand radioactif seul ou en présence 
d’un excès de ligand froid (NDP-α-MSH ou HT1-49). Le premier puits correspondra donc au 
temps d’incubation le plus long tandis que le dernier correspondra au temps le plus court. La 
filtration de la plaque à travers un filtre préalablement saturé au PEI permet ainsi de retracer 
la cinétique de liaison du ligand radioactif. Le filtre est ensuite lavé trois fois avec 300 µL de 
tampon de liaison puis séché avant d’ajouter 25 µL d’Ultimagold F (PerkinElmer, 
Courtaboeuf, France) dans chaque puits. L’enregistrement de la radioactivité est réalisé sur 
un compteur Packard TopCount NXT (rendement de comptage : 65%).  

Le ligand radioactif utilisé est issu de l’iodation du peptide HT1-49. 
 
125I-NDP-α-MSH: 
 Contrairement à la méthode précédente, la réaction n’est pas faite dans plusieurs 
puits en parallèle. Dans un tube contenant 4 mL de ligand radioactif avec ou sans NDP-α-
MSH en excès (1 µM final), 4 mL d’une solution de membranes hMC4R est ajoutée. À 
intervalle de temps régulier, 100 µL de la solution est prélevé puis filtré à travers un filtre 
GF/C préalablement saturé au PEI 0.5%. La radioactivité du filtre est ensuite mesurée à l’aide 
d’un compteur gamma LKB Wallac 1261 Multigamma. Après 3h d’incubation, la dissociation 
du ligand radioactif est initiée par ajout de NDP-α-MSH en excès (1 µM final). Les mesures 
sont réalisées de la même façon que lors de l’étude de l’association. 

Le ligand radioactif utilisé provient de Perkin Elmer. 
 

 Par scintillation de proximité 
La scintillation de proximité est basée sur le principe suivant : des billes de scintillant 

convertissent en lumière l’énergie émise par les particules radioactives β-. Cette conversion 
n’est possible que si la molécule radioactive émettrice est suffisamment proche des billes 
(17 µm dans le cas d’une molécule marquée à l’iode 125). Elle ne nécessite donc pas la 
séparation du ligand radioactif lié du libre via une étape de filtration. En outre, les mesures 
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peuvent facilement être automatisées.  
Les billes utilisées sont des billes WGA PVT. Le scintillant, le diphénylanthracine, est 

copolymérisé dans une matrice de polyvinyltoluène (PVT). Les billes sont recouvertes 
d’aglutinine de germe de blé permettant la liaison de membranes à leur surface. Elles sont 
incubées 30 min avec les membranes hMC4R dans le tampon de liaison (identique à la 
scintillation liquide) puis distribuées dans les puits d’une plaque OptiPlate 96 (Perkin Elmer). 
Le ligand radioactif est ensuite ajouté à différentes concentrations pour lancer l’association. 
La dissociation est initiée par ajout de ligand froid en excès. Les mesures sont réalisées de 
manière automatisées à l’aide d’un compteur Packard TopCount NXT. 

 
Les données sont ensuite traitées avec le logiciel Prism, v5.0.0 (GraphPad, La Jolla, CA, 

USA). La courbe d’association est tracée selon un modèle à un site de liaison. La courbe de 
dissociation est obtenue selon une décroissance exponentielle monophasique. 

 
o Fluorescent 

 Principe du transfert d’énergie par résonance de Förster (FRET) 
Le FRET est basé sur le transfert d’énergie d’un fluorophore donneur préalablement 

excité à un fluorophore accepteur. Ce transfert ne peut avoir lieu que si les deux 
protagonistes sont suffisamment proches (1-10 nm). Le choix du couple de fluorophores doit 
être fait de telle sorte que la longueur d’onde d’émission du donneur corresponde à la 
longueur d’onde d’excitation de l’accepteur (Figure 60). En marquant un récepteur par un 
flurorophore donneur et un peptide avec un fluorophore accepteur, on peut ainsi étudier 
l’interaction de ce peptide sur le récepteur d’intérêt. La limite de cette méthode est le bruit 
de fond causé par des émissions non spécifiques à court terme. La société Cisbio a ainsi 
développé une technologie de mesure de fluorescence résolue en temps homogène (HTRF). 
Elle est basée sur l’introduction d’un délai de 50 à 150 µs entre l’excitation et la mesure de 
fluorescence et l’emploi d’accepteurs émettant une fluorescence prolongée comme le 
cryptate de terbium (Tb2+) (Figure 61).  

 

 

Figure 60. Spectres d’émission d’accepteurs vert ou rouge et de donneur HTFR (cryptate de 
Tb2+ ou d’Eu3+). D’après Cisbio. 
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Figure 61. Principe de la fluorescence résolue en temps homogène (HTRF). Suite à 
l’excitation du donneur (energy pulse), l’enregistrement de la fluorescence émise 
(measurement window) du donneur seul (gris) et de l’accepteur (rouge) est retardé de 50-
150 µs (time delay), évitant ainsi la mesure de la fluorescence non spécifique (milieu, 
protéines, ...) (violet) et de l’accepteur seul (jaune). D’après Cisbio. 
  

 Mode opératoire 
Les cellules exprimant le récepteur hMC4R marqué au cryptate de Tb2+ (Cisbio) sont 

mises en présence de plusieurs concentrations de peptide marqué à la fluorescéine. La 
fluorescence à 520 nm (émission de la fluorescéine) et à 620 nm (émission du cryptate de 
Tb2+) est mesurée à intervalle régulier et de façon automatisée grâce à un CLARIOstar (BMG 
LABTECH). Les mesures sont faites dans une plaque GREINER 384 SMALL VOLUME. 
 

4.2  Tests de fonction 
- Dosage direct (FRET) (réalisé par la société Eurofins Cerep, France) 

o Principe 
La quantification de l’AMPc par le kit Cisbio (cAMP – GS dynamic kit), repose sur un 

test de compétition permettant de doser la concentration intracellulaire d’AMPc. La 
première étape consiste en l’incubation pendant 30 min de cellules CHO exprimant le 
récepteur hMC4R avec une concentration fixe d’agoniste connu, ici NDP-α-MSH à 1 nM, et 
différentes concentrations de peptide HT1-0. Suit l’étape de dosage. Les cellules sont lysées 
afin de stopper la réaction et libérer dans le milieu l’AMPc produit. Un mélange d’AMPc 
marqué avec le fluorophore accepteur D2 et d’anticorps anti-AMPc marqué avec le 
fluorophore donneur est ajouté au milieu. L’AMPc produit non marqué et l’AMPc marqué 
entrent alors en compétition pour la reconnaissance par l’anticorps. Par conséquent, le 
signal de FRET mesuré est inversement proportionnel à la quantité d’AMPc produit par les 
cellules au cours de la réaction avec les ligands (Figure 62).  

 
o Protocole 

Pour le test d’agoniste, les cellules de l'ovaire de hamster chinois (CHO) exprimant de 
façon transitoire hMC4R sont mises en suspension dans un tampon HBSS (Invitrogen) 
complété avec 20 mM HEPES (pH 7.4) et IBMX 500 μM, puis réparties en plaques à une 
densité de 5 103 cellules par puits et incubées pendant 30 minutes à 37°C en présence du 
HBSS (témoin basal), du composé à analyser ou de l'agoniste de référence. Pour la mesure 
du contrôle stimulé, des puits séparés contiennent 30 nM NDP-α-MSH. Après incubation, les 
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cellules sont lysées et l'accepteur de fluorescence (AMPc marqué D2) et le donneur de 
fluorescence (anticorps anti-cAMP marqué au cryptate d'europium) sont ajoutés. Après 60 
min à température ambiante, le transfert de fluorescence est mesuré à λex=337 nm et 
λem=620 et 665 nm en utilisant un lecteur de microplaques (Envision, Perkin Elmer). La 
concentration de l'AMPc est déterminée en divisant le signal mesuré à 665 nm par celui 
mesuré à 620 nm (rapport). Les résultats sont exprimés en pourcentage de la réponse du 
témoin à 30 nM NDP-α-MSH. Pour le test de l’effet antagoniste, les cellules sont préincubées 
pendant 5 minutes à température ambiante en présence de HBSS (témoins basaux et 
stimulés), du composé à tester ou de l'antagoniste de référence. Par la suite, l'agoniste de 
référence NDP-α-MSH est ajouté à une concentration finale de 1 nM. Pour les mesures de 
contrôle basal, des puits séparés ne contiennent pas NDP-α-MSH. Enuite, le protocole est le 
même que pour l'étude des agonistes. L'antagoniste de référence, SHU 9119, est testé dans 
chaque expérience à plusieurs concentrations pour générer une courbe concentration-
réponse à partir de laquelle sa valeur d’IC50 est calculée. L'agoniste de référence standard 
est NDP-α-MSH testé dans chaque expérience à plusieurs concentrations pour générer une 
courbe concentration-réponse à partir de laquelle sa valeur d’EC50 est calculée. L’EC5O 
correspond à la concentration d’agoniste nécessaire pour obtenir 50 % de la réponse 
maximale 

 

 

Figure 62. 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 
rentre 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 par 
les cellules ne donne lieu à aucun signal. Le ratio HTRF est inversement proportionnel à la 
quantité d’AMPc produite par les cellules. Schéma d’après Cisbio. 

 

- Dosage indirect par transfert d’énergie par résonance de bioluminescence 
(BRET) (réalisé par Suli-Anne Laurin, doctorante à l’université de Montréal 
dans l’équipe du Prof Michel Bouvier) 

 
o Principe 

Le principe du BRET est identique à celui du FRET sauf qu’il nécessite une réaction 
enzymatique. Le BRET utilise comme donneur une enzyme. En présence de son substrat, 
l’enzyme catalyse sa transformation avec émission de lumière à une certaine longueur 
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d’onde. Si un accepteur est suffisamment proche, la lumière émise y est transférée et on 
peut ainsi mesurer le signal de BRET à la longueur d’onde d’émission de l’accepteur. Dans le 
cas présent, l’enzyme est une luciférase RlucII catalysant la transformation du DeepBlueC 
(DBC) ou du Prolume Purple avec émission maximale de lumière vers 400 nm. L’accepteur 
est la GFP10 avec une longueur d’onde d’émisson maximale à 515 nm. Contrairement au 
FRET décrit précédemment, les cellules HEK293 surexpriment de manière transitoire non 
seulement le récepteur hMC4R mais aussi la protéine Gα d’intérêt ou la β-arrestine 2 et le 
senseur de localisation membranaire CAAX. 

L’activité agoniste de HT1-0 a été testée avec le biosenseur GRK2 (demande de 
brevet : US20170234870A1). Lorsque la Gα d’intérêt surexprimée dans les cellules se couple 
avec le récepteur hMC4R, l’activation de celui-ci promeut la dissociation du complexe Gαβγ 
et éventuellement l’interaction entre la sous-unité Gγ surexprimée (marquée avec le 
donneur RlucII) et l’effecteur GRK2 surexprimé (marqué avec l’accepteur GFP10), ce qui 
provoque une augmentation du signal de BRET. Pour la voie β-arrestine 2, le biosenseur β-
arrestine-RlucII a été employé (Namkung et al., 2016). Si l’activation du récepteur promeut 
le recrutement de la β-arrestine d’intérêt, le tag RlucII marquant la β-arrestine surexprimée 
peut interagir avec l’accepteur GFP10 surexprimé et ancré à la membrane par le domaine 
CAAX de k-ras, provoquant de ce fait une augmentation du BRET. Les enregistrements sont 
faits sur 25 min dès l’ajout du peptide HT1-0 aux cellules. L’étude de l’activité antagoniste de 
HT1-0 a été explorée à l’aide du biosenseur GAPL (non publié, confidentiel). Pour la voie de 
signalisation Gs, la protéine Gαs marquée avec RlucII quitte le senseur de localisation 
membranaire rGFP-CAAX lorsqu’elle est activée. L’activation du récepteur couplé à Gαs 
entraine donc une baisse du signal de BRET. Pour les voies G15 et β-arrestine 2, l’activation 
du récepteur promeut le recrutement d’un effecteur spécifique marqué avec RlucII au 
senseur de localisation membranaire rGFP-CAAX. Pour la voie G15, l’effecteur est p63. Pour la 
voie β-arrestine 2, il s’agit de la β-arrestine. Dans les deux cas, l’activation du récepteur 
conduit à une hausse du signal de BRET.  

 
o Protocole  

Concrètement, pour tester l’activité antagoniste de HT1-0, les cellules sont 
préincubées avec HT1-0 pendant 30 min puis sont stimulées pendant 45 min avec l’agoniste 
α-MSH ou NDP-α-MSH. Pour les voies Gs et G15, le substrat DBC est ensuite incubé avec les 
cellules pendant 5min. Pour la voie β-arrestine 2, le substrat est le Prolume Purple incubé 
pendant 6 min. Enfin, le signal de BRET est mesuré à t = 3 min pour α-MSH et 10 min pour 
NDP-α-MSH pour les voies Gs et G15 et à tmax pour la voie β-arrestine afin de compenser 
l’internalisation du récepteur. Les lectures se font grâce au lecteur Tristar² de Berthold 
technology (BRET2 : 37°, integration 0,1 sec, channels 400 nm and 515 nm). 
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5.  Obtention de cellules exprimant le récepteur 
hMC4R marqué à la GFP 

 

5.1  Amplification du plasmide codant pour hMC4R-GFP  
Le plasmide utilisé est un plasmide pCMV6-AC-GFP codant pour le récepteur hMC4R 

(plMC4RGFP) marqué en C-terminal par la GFP. Il est amplifié dans des bactéries E. coli XL1 
Blue comme suit. Les bactéries sont transformées après choc thermique avec 0.5 µg de 
plasmide et sont ensuite mises en culture à 37°C sous agitation (200 rpm) en présence 
d’ampicilline (100 µg/mL). Après 24h, la préculture sert à ensemencer 2 x 200 mL de milieu 
LB. Les cultures sont ensuite mises en culture à 37°C sous agitation (200 rpm) en présence 
d’ampicilline (100 µg/mL) pendant 24h. Le lendemain, les cultures sont centrifugées à 4 000 
rpm pendant 30 min à 4°C. Après élimination du surnageant, le plasmide est extrait selon le 
protocole « Midi Prep High copy » du kit NucleoBond®. Après évaporation à l’éthanol, le 
culot obtenu est repris dans du tampon TRIS 5 mM pH 8.5. La concentration en plasmide de 
la solution est déterminée par mesure d’absorbance au CLARIOstar (BMG LABTECH). Le 
rapport d’absorbance 260/280 est vérifié et doit être proche de 1.8. La présence du 
plasmide est vérfié par migration sur gel d’agarose 1% pendant 1h dans du tampon TAE. 

 

5.2  Transfection de cellules CHO K1 
 Des cellules CHO K1 sont transfectées avec le plasmide plMC4RGFP suivant le 
protocole décrit dans le kit Lipofectamine 3000®. La transfection s’effectue dans une plaque 
6 puits adaptée pour la culture de cellules adhérentes. Les cellules sont laissées en culture à 
37°C pendant 24h-48h dans du milieu DMEM/F12 complémenté avec du sérum de veau 
fœtal (10%) et du glutamax.  
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6.  Visualisation de la liaison de HT1-0 marqué 
à la rhodamine sur le récepteur hMC4R-GFP 

 
Le milieu des puits contenant les cellules CHO transfectées est enlevé et remplacé 

par du milieu contenant le peptide marqué avec un fluorophore. Les cellules sont laissées à 
37°C pendant 3h. Les puits sont ensuite vidés, puis rincés avec du milieu DMEM non 
complémenté. 50 µL de DMEM sont finalement ajoutés à chaque puits avant l’observation 
au microscope à fluorescence.  
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Annexe 1. Article « A Venomics approach coupled to High-Throughput toxin production 
strategies for the identification of the first melanocortin toxins” soumis au Journal of 
Medicinal Chemistry. 
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ABSTRACT: Animal venoms are rich in hundreds of toxins with extraordinary biological 

activities. Their exploitation is difficult due to their complexity and the small quantities of 

venom available from most venomous species. We developed a Venomics approach 

combining transcriptomic and proteomic characterization of 191 species and identified 20,206 

venom toxin sequences. Two complementary production strategies based on solid phase 

synthesis and recombinant expression in E. coli generated a physical bank of 3,597 toxins. 

Screened on four GPCRs, this bank gave an incredible hit rate of 3%. Here, we focus on two 

novel toxins: N-TRTX-Preg1a, exhibiting an inhibitory cystine knot (ICK) motif, and N-

BUTX-Ptr1a, a short scorpion-CSαβ structure. Neither N-TRTX-Preg1a nor N-BUTX-Ptr1a 

affect ion channels, the known targets of their toxin scaffolds, but bind to four melanocortin 

receptors with low micromolar affinities and activate the hMC1R/Gs pathway. 

Phylogenetically, these two toxins form new groups within their respective families and 

represent novel hMC1R agonists, structurally unrelated to the natural agonists. 
 

 

Introduction 

It is estimated that more than 200,000 venomous species exist on Earth, found in almost all 

animal subgroups across a range of diverse habitats
1
. Many are terrestrial, such as some 

vertebrates (e.g., frogs, snakes, platypus, lizards, toads) or arthropods (e.g., scorpions, spiders, 

centipedes, ticks, ants), some marine, such as cnidarians (e.g., sea anemones and jellyfish) or 

mollusks (e.g., cuttlefish, octopus, marine cone snails, terebrids, squids), and some aerial 

including insects (e.g., bugs, wasps, bees) and vampire bats. Venoms are used for defense 

and/or predation and are composed, among other components, of peptide toxins. Toxins are 

small proteins up to one hundred residues in size, reticulated by disulfide bridges. Number of 

toxins present in venoms depends of the species and of the method used to identify them. In 

the 1990’s, publications mentioned few tens of toxins in Conus venom. Recently, almost 

6,000 toxins were reported in the species Conus lividus
2
. All in all, we can estimate that at 

least 40 million toxins exist on the planet and of these, less than 5,000 have been 

pharmacologically characterized. Despite this very small number, a plethora of activities have 

been reported. Toxins interacting with membrane receptors like voltage- and ligand-gated ion 

channels
3,4

 and G-Protein Coupled receptors (GPCR)
5–10

 have been frequently described 

whereas other toxins inhibit enzymes or bind membranes to exert hemolytic and/or 

antimicrobial actions
11

. Toxins are very often selective (with the exception of some lytic 

toxins) and make excellent pharmacological tools to better understand the physiological or 

pathophysiological roles of their targets. In some cases, the toxins themselves or their 

derivatives have applied clinical uses, such as Byetta
®
 (exenatide from the beaded lizard) a 

treatment against type-1 diabetes, Prialt
®

 (ziconotide from a cone snail) a treatment for 

chronic pain, Capoten
®
 (captopril) derived from a snake toxin that is widely used to treat 

hypertension, but also some other snake toxins e.g. Defibrase
®
 (batroxobin) with clotting 

properties used to stop bleeding
12

. In addition, more than 20 other toxins are currently 

investigated in clinical trials as biopharmaceutical and therapeutic tools.  

Venoms are a very promising source of selective bioactive molecules and considerable effort 

is being undertaken to discover new toxins with exploitable activities
13,14

. Classically, toxins 

are identified by bioguidage, i.e. successive cycles of venom deconvolution and screening 

tests against a given target. After defining its sequence, the novel toxin of interest must be 

produced to allow in-depth characterization. This strategy is long, costly and risky and 

requires large amounts of venoms, unavailable for most venomous animals which are very 

small in size. This strategy is not adapted for the vast majority of this fantastic biodiversity. 

New sequencing strategies that appeared in the 21
st
 century are revolutionizing the 

toxinological field. These technologies were commonly applied to whole genome sequencing, 



ANNEXES 
 

198 

 

however, eukaryote genomes are typically large with tandem repeats and only few genomes 

from venomous species were reported (several snakes, two scorpions, a handful of spiders and 

dozens of Hymenopteras) but none from cone snails. By contrast, many studies have taken 

advantage of these same strategies for the sequencing of various venom gland transcriptomes. 

Toxins are produced as precursor proteins by specific cells and undergo several maturation 

steps before being secreted
15

. The formation of disulfide bonds is the most important post-

translational modification (PTM) and their arrangement is commonly used to classify toxins
16

. 

Sequenced transcripts are translated into their cognate amino acid sequences allowing 

identification of the endoplasmic reticulum signal peptide, the propeptide and mature peptide 

regions. While tools like SignalP often accurately predict the endoplasmic reticulum signal 

peptide boundary, relying on trancriptomics alone, it is far more complicated to obtain robust 

information regarding further processing to the mature peptide due to the lack of information 

on most pro-protein convertase specific cleavage sites. Moreover, it is important to note that 

using a purely transcriptomic strategy, the physical presence in the venoms of most of the 

sequences described in databases is almost never demonstrated. Alternatively, proteomic 

strategies study only secreted toxins and provide the opportunity to characterize post-

translational modifications (PTMs). The combination of these complementary proteomic and 

transcriptomic strategies leads to a higher level of confidence for mature peptide sequences. 

Consequently, it is expected that the toxin sequences present in these types of databases will 

become more and more accurate. 

The last and most complicated challenge remains the biological characterization of these 

natural peptides. This step cannot be done by a simple sequence analysis, especially for 

peptides with a low sequence similarity with previously characterized toxins. It is necessary to 

build a physical bank of peptides ready to be screened. The FP7 Venomics Project is part of 

the biotechnology program “Small-to-Medium Enterprise (SME)-targeted research for 

developing tools and technologies for high-throughput research”. The total project budget was 

close to 10 million euros (equivalent to 11 million USD) shared by eight partners from five 

countries. The vision associated with the Venomics Project is not only to investigate the 

diversity of venom peptides through the development of “omics” technologies but also to 

replicate toxin diversity in vitro to generate novel peptide banks to be used in drug discovery 

programs
17

. This unique toxin bank was generated and screened on G-Protein Coupled 

Receptors (GPCRs) for which no toxin modulators have previously been described. 

 

 

Results 

A large venomous animal collection. In total, 323 animal samples from 191 different species 

were gathered (Table 1). Almost every terrestrial and marine venomous clade was represented 

by at least one species such as ray (Potamotrygon motoro) or venomous lizard (Heloderma 

horridum exasperatum). Small terrestrial arthropods represented 95 species i.e. half of the 

sourcing. 55 species (29%) were studied for the first time, including 44 new species from the 

most infamous venomous clades (Araneae, Conus, Scorpiones and Serpentes). For instance, 

12 previously-unexplored species of Neogastropods were sourced including Conus canonicus 

from the Conidae family, the most studied group of Neogastropoda. The Turridae and 

Terebridae groups also belong to the Neogastropoda order but have been largely neglected 

compared to their counterpart
18

. For instance, among over 4,000 described species of 

Turridae, venom secretions of only twelve species have been studied so far. One of them, 

Unedogemmula bisaya was included in the sourcing. Concerning the Terebridae family, only 

seven of around 350 described species has been subject of venom analysis. In Venomics 

sourcing, two of them, Terebra subulata and Terebra guttata, were chosen. A third species, 

Terebra maculata, never explored before, completed the Terebridae species of the sourcing. 
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Sourcing also included totally unexplored groups such as Mitridae. Two species considered 

non-venomous, the Silurus glanis fish and the Trachycephalus resinifictrix frog, but known to 

produce toxic skin secretions, were also part of the collection. The diverse collection of 

source animals encompassed various habitats, morphologies and animal sizes ranging from 

millimeters (Manica rubida ant) to several meters (Ophiophagus hannah snake). 

 

Table 1. Selected taxa for sourcing. 

Taxa 

Total 

N° of 

species 

Never 

studied 

species 

Main groups 

Neogastropoda    

Conus 38 10 Conidae 

Other Neogastropoda 5 2 Turridae, Terebridae & Mitridae 

Octopoda 3 0 Octopodidae 

Arthropoda    

Chilopoda  6 2 Scolopendridae 

Scorpiones 40 7 
Buthidae, Scorpionidae, Vaejovidae, Scorpionidae, 

Hemiscorpiidae & Euscorpiidae 

Araneae 41 23 
Theraphosidae, Ctenidae, Agelenidae, Araneidae, Dipluridae,   

Lycosidae, Nephilidae, Sparassidae & Theridiidae 

Hymenoptera 8 4 Apidae, Vespida, Formicidae & Myrmicinae 

Chondrichthyes  1 0 Potamotrygonidae 

Teleostei 8 2 Synanceiidae, Plotosidae & Siluridae 

Squamata    

Serpentes 39 4 Elapidae, Viperidae & Atractaspididae 

Anguimorpha 1 0 Helodermatidae 

Anura 1 1 Hylidae 

 

A huge sequence toxin diversity in animal venoms. De novo transcriptomics opens the door 

to the study of Nature without any previous knowledge of it and with a very high resolution, 

allowing the unbiased identification and quantification of transcripts in a broad spectrum, 

even for those of low expression. Total RNA was extracted from venom glands. In order to 

include species diversity, sample requirements were decreased from 2 µg to 100 ng of RNA, 

being even as low as 60 ng in specific samples. Illumina specific 2x100 pair-end libraries 

were constructed from each RNA following manufacturer´s protocols. Over 60 million reads 

were obtained per sample using Hiseq 2000 sequencing platform with an average length of 

500 nucleotides. 

Two proteomic strategies were used according to the size of the toxins
19

. The first one, for 

venoms presenting most of toxins with less than 25 amino acid residues (like Neogastropoda, 

Hymenoptera, Anura), analyzed the peptides post-disulfide-reduction by liquid 

chromatography coupled to tandem mass spectrometry. The second strategy, dedicated to the 

sequencing of the long venom toxins (> 25 amino acid residues (like Chilopoda, Scorpiones, 

Araneae, Squamata) required additional alkylation and trypsin digestion (short time and low 

enzyme concentration) steps after disulfide treatment leading to the generation of overlapping 

peptides (+/- 15 amino acids)
19

. These resulting peptides were then analyzed with the same 

mass spectrometry platform. The number of sequences varied between fifty to several 

hundred, depending on the venom. A high number of sequences are observed in Conidae 

venoms by proteomics. This diversity relies on the presence of post-translational 

modifications at different sites in a single toxin and has been discussed in previous 

publications
2,20

. A total of 21,300,000 sequence tags were obtained. 
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Proteomic and transcriptomic data generated from the same animal were cross-validated to 

extract only sequences present in both the venom and venom gland transcripts, resulting in 

20,206 validated toxin sequences (defined here as peptide up to 110 residues with at least one 

disulfide bridge). Figure 1 describes these sequences in term of origins, disulfide bridges (1 to 

9), sizes (6 to 110) and PTMs. The quasi-totality of Conus sequences (98%) bears at least one 

PTM, in addition to disulfide bridges. Amidation is found in 2,889 sequences (14%) from all 

groups studied except Terebridae, Turridae, Mitridae and Teleostei. Hydroxylation on Pro, 

Met, Lys or Val residues was found in 2,630 sequences (13%) from various groups with a 

great majority from Conus (70%). In our study, 4-carboxyglutamic acid, pyroglutamic acid 

and bromo-tryptophan appeared to be Conus specific. Strangely, we did not find pyroglutamic 

acid in Arachnid venoms (Scorpiones and Araneae), although its presence has been described 

previously in many other studies
21,22

. The 20,206 toxin sequences were divided into 137 

different cysteine patterns. Among the 97 patterns having an even number of cysteines, 38 do 

not correspond to any known peptide frameworks in any venomous species. Regarding the 59 

known patterns, C-C-CC-C-C framework is the most represented comprising 19% of the bank 

(Table 2). It is related to Inhibitory Cystine Knot Toxins (ICK), which is known to be 

particularly abundant in spider, snail and scorpion venoms
23–26

. For the first time, ICK 

peptides were identified at protein level from Mitridae, Turridae, Manica rubida ant, 

Chilopoda and the octopus Hapalochlaena lunulata.  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1. Statistical representation of the sequence banks built from omics analysis (upper 

panel) and produced Venomics bank (lower panel). 
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Table 2. Cysteine pattern diversity for toxins containing an even number of cysteines 

identified in the Venomics bank. Newly described patterns are highlighted in grey. 

 
Cysteine 

framework 

N° of 

Cys 

 

N° of sequences in: Taxa in 

produced bank  

(N° of species represented) 
Data 

base 

Peptide 

bank 

C-C 2 637 142 
Conus (112), Araneae (11), Serpentes (8), 

Chilopoda (6), Scorpiones (4), Terebridae (1) 

CC-CC 4 247 61 Conus (52), Araneae(5), Serpentes (4) 

CC-C-C 4 611 106 
Conus (92), Araneae (11), Scorpiones (2),      

Serpentes (1) 

C-CCC 4 2 2 Conus (2) 

C-CC-C 4 9 1 Conus (1) 

C-C-CC 4 63 35 Conus (29), Araneae (5), Serpentes (1) 

C-C-C-C 4 764 182 

Conus (81), Chilopoda (49), Scorpiones (25), 

Araneae (21), Terebridae (3), Serpentes (2), 

Hymenoptera (1) 

CCCC-CC 6 10 2 Conus (2) 

CCC-C-C-C 6 1 0  

CC-CC-C-C 6 3 0  

CC-C-CC-C 6 2 1 Araneae (1) 

CC-C-C-CC 6 450 99 Conus (70), Araneae (26), Serpentes (3) 

CC-C-C-C-C 6 10 1 Serpentes (1) 

C-CC-CCC 6 1 0  

C-CC-C-C-C 6 20 5 Araneae (4), Conus (1) 

C-C-CCC-C 6 1 0  

C-C-CC-CC 6 5 1 Serpentes (1) 

C-C-CC-C-C 6 3,739 1,047 

Araneae (887), Conus (82), Scorpiones (25), 

Serpentes (20), Chilopoda (14), Terebridae (12), 

Hymenoptera (7) 

C-C-C-CC-C 6 244 78 
Chilopoda (67), Scorpiones (7), Araneae (3),       

Conus (1) 

C-C-C-C-CC 6 83 20 Chilopoda (11), Conus (5), Scorpiones (4) 

C-C-C-C-C-C 6 2,199 539 

Scorpiones (367), Araneae (76), Conus (33), 

Serpentes (26), Chilopoda (20), Terebridae (15), 

Hymenoptera (2) 

CC-C-C-C-C-C-C 8 10 2 Conus (1), Scorpiones (1) 

C-CCC-C-C-C-C 8 1 0  

C-CC-CC-C-C-C 8 3 0  

C-CC-C-CC-C-C 8 15 7 Araneae (7) 

C-CC-C-C-C-C-C 8 11 3 Scorpiones (2), Araneae (1) 

C-C-CCCC-C-C 8 1 0  

C-C-CCC-CC-C 8 1 0  

C-C-CC-CC-C-C 8 94 28 Conus (17), Araneae (8), Terebridae (2), 

Serpentes (1) 

C-C-CC-C-CC-C 8 12 3 Araneae (2), Conus (1) 

C-C-CC-C-C-CC 8 1 0  

C-C-CC-C-C-C-C 8 438 112 

Araneae (68), Terebridae (13), Conus (11), 

Scorpiones (8), Serpentes (6), Hymenoptera (3), 

Chilopoda (3) 

C-C-C-CCC-C-C 8 29 4 Conus (2), Serpentes (1), Araneae (1) 

C-C-C-CC-C-CC 8 2 0  

C-C-C-CC-C-C-C 8 1,544 257 

Araneae (190), Scorpiones ( 27), Chilopoda (17), 

Conus (10), Hymenoptera (6), Serpentes (5), 

Terebridae (2) 

C-C-C-C-CC-CC 8 4 1 Chilopoda (1) 

C-C-C-C-CC-C-C 8 101 43 
Scorpiones (23), Serpentes (8), Conus (5), 

Araneae (4), Chilopoda (2), Terebridae (1) 

C-C-C-C-C-CC-C 8 2,128 161 Serpentes (70), Chilopoda (44), Scorpiones (33), 
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Araneae (12),Conus (1), Hymenoptera (1) 

C-C-C-C-C-C-CC 8 1 0  

C-C-C-C-C-C-C-C 8 2,560 213 
Scorpiones (171), Terebridae (23), Chilopoda 

(11),Conus (4), Serpentes (2), Araneae (2) 

CC-C-C-CC-C-C-C-C 10 338 0  

CC-C-C-C-CC-C-C-C 10 2 0  

CC-C-C-C-C-CC-C-C 10 1 1 Scorpiones (1) 

CC-C-C-C-C-C-C-C-

C 

10 1 1 Scorpiones (1) 

C-CC-C-CC-C-C-C-C 10 54 7 Conus (4), Araneae (3) 

C-CC-C-C-C-C-C-C-

C 

10 482 0  

C-C-CC-CC-CC-C-C 10 2 1 Scorpiones (1) 

C-C-CC-CC-C-C-CC 10 1 0  

C-C-CC-CC-C-C-C-C 10 13 6 Conus (3), Araneae (1), Serpentes (1), 

Terebridae (1) 

C-C-CC-C-CC-C-C-C 10 57 22 Araneae (20), Serpentes (2) 

C-C-CC-C-C-C-CC-C 10 4 0  

C-C-CC-C-C-C-C-C-

C 
10 224 87 

Araneae (46), Scorpiones (26), Chilopoda (8), 

Serpentes (4), Terebridae (2), Hymenoptera (1) 

C-C-C-CCC-C-C-C-C 10 12 4 Araneae (2), Conus (1), Serpentes (1) 

C-C-C-CC-C-C-CC-C 10 1 0  

C-C-C-CC-C-C-C-C-

C 

10 86 17 Araneae (14), Scorpiones (2), Terebridae (1) 

C-C-C-C-CCCCC-C 10 1 0  

C-C-C-C-CCC-CC-C 10 1 0  

C-C-C-C-CC-C-C-C-

C 

10 3 1 Araneae (1) 

C-C-C-C-C-CC-C-C-

C 

10 5 0  

C-C-C-C-C-C-CCC-C 10 1 0  

C-C-C-C-C-C-CC-C-

C 

10 1 1 Serpentes (1) 

C-C-C-C-C-C-C-CC-

C 

10 605 9 Serpentes (7), Scorpiones (2) 

C-C-C-C-C-C-C-C-C-

C 

10 253 107 Scorpiones (51), Araneae (41), Conus (7), 

Serpentes (4), Terebridae (4) 

CC-C-C-C-CC-C-C-

C-C-C 
12 5 1 Conus (1) 

CC-C-C-C-C-C-CC-

C-C-C 
12 2 1 Serpentes (1) 

CC-C-C-C-C-C-C-C-

C-C-C 
12 1 1 Serpentes (1) 

C-CC-C-C-C-C-CC-

C-C-C 
12 1 0 

 

C-CC-C-C-C-C-C-C-

C-C-C 
12 4 0 

 

C-C-CC-CC-CC-CC-

C-C 
12 2 1 Scorpiones (1) 

C-C-CC-CC-C-C-C-

C-C-C 
12 2 0 

 

C-C-CC-C-C-CC-C-

C-C-C 
12 5 0 

 

C-C-CC-C-C-C-C-

CC-C-C 
12 15 4 Araneae (4) 

C-C-CC-C-C-C-C-C-

C-C-C 
12 3 0 

 

C-C-C-CC-C-C-C-C-

C-C-C 
12 144 7 Araneae (7) 

C-C-C-C-CCC-C-C- 12 3 0 
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C-C-C 

C-C-C-C-CC-CC-CC-

CC 
12 1 1 Scorpiones (1) 

C-C-C-C-CC-C-C-C-

C-CC 
12 1 1 Scorpiones (1) 

C-C-C-C-CC-C-C-C-

C-C-C 
12 33 1 Hymenoptera (1) 

C-C-C-C-C-CC-C-C-

C-C-C 
12 245 99 Scorpiones (90), Araneae (7), Chilopoda (2) 

C-C-C-C-C-C-C-C-C-

CC-C 
12 1 0 

 

C-C-C-C-C-C-C-C-C-

C-CC 
12 1 0 

 

C-C-C-C-C-C-C-C-C-

C-C-C 
12 22 3 Conus (2), Scorpiones (1) 

CC-C-C-C-C-C-CC-

C-C-C-C-C 
14 3 0 

 

C-CC-C-C-C-C-C-

CC-C-C-C-C 
14 1 0 

 

C-CC-C-C-C-C-C-C-

CC-C-C-C 
14 2 1 Conus (1) 

C-C-CC-CC-C-C-C-

C-C-C-C-C 
14 11 0 

 

C-C-C-CC-C-C-C-C-

C-CC-C-C 
14 13 3 Conus (2), Araneae (1) 

C-C-C-CC-C-C-C-C-

C-C-C-C-C 
14 574 7 Araneae (6), Terebridae (1) 

C-C-C-C-CC-C-C-

CC-C-C-C-C 
14 1 1 Araneae (1) 

C-C-C-C-C-CC-C-

CC-C-C-C-C 
14 3 0 

 

C-C-C-C-C-CC-C-C-

C-C-C-C-C 
14 2 0 

 

C-C-C-C-C-C-CC-C-

C-C-C-C-C 
14 4 0 

 

C-C-C-C-C-C-C-C-C-

C-C-C-C-C 
14 14 1 Scorpiones (1) 

C-CC-C-C-C-C-C-

CC-C-C-C-C-C-C 
16 1 0 

 

C-C-C-C-CC-C-C-C-

C-C-C-CC-C-C 
16 2 0 

 

C-C-C-C-C-C-C-C-C-

C-C-C-C-C-C-C 
16 4 2 Scorpiones (1) , Terebridae (1) 

C-C-C-C-C-C-C-C-C-

C-C-C-C-C-C-C-C-C 
18 1 1 Scorpiones (1) 

 

Interestingly, 874 sequences covering 40 cysteine patterns display an odd number of cysteine 

residues (Table 3). Only thirteen were previously described. Two patterns (both lacking 

vicinal cysteine residues) are particularly abundant: C-C-C-C-C-C-C with 130 sequences 

(Scorpiones, Serpentes, Octopoda, Conus) and C-C-C-C-C specific to the Araneae taxon with 

179 sequences. We did not identify any sequences from Conus sharing the latter pattern, 
despite it having been previously described

27
.  
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Table 3. Cysteine pattern diversity for toxins containing an odd number of cysteine residues 

identified in the Venomics bank. Newly described patterns are highlighted in grey.  
 

Cysteine framework 
N° of 

Cys 

N° of sequences in : 
Taxa in produced bank  

(N° of species represented) 
Data 

base 

Peptide 

bank 

CC-C 3 27 3 Araneae (3) 

C-CC 3 3 0 
 

C-C-C 3 37 3 
Scorpiones (1), Conus (1), Serpentes 

(1) 

CC-CCC 5 2 0 
 

CC-C-CC 5 4 1 Conus (1) 

CC-C-C-C 5 11 0 
 

C-CC-C-C 5 17 0 
 

C-C-CC-C 5 42 1 Araneae (1) 

C-C-C-CC 5 3 0 
 

C-C-C-C-C 5 179 3 Araneae (3) 

CC-C-C-CC-C 7 1 0 
 

C-CC-C-C-C-C 7 3 2 Araneae (2) 

C-C-CC-CC-C 7 10 2 Araneae (2) 

C-C-CC-C-C-C 7 97 20 Araneae (20) 

C-C-C-CC-C-C 7 15 3 Araneae (3) 

C-C-C-C-CC-C 7 55 0 
 

C-C-C-C-C-CC 7 3 0 
 

C-C-C-C-C-C-C 7 130 2 Chilopoda (1), Scorpiones (1) 

CC-C-CC-C-C-C-C 9 2 0 
 

CC-C-C-CC-C-C-C 9 12 0 
 

CC-C-C-C-C-CC-C 9 2 0 
 

C-CC-C-C-C-CC-C 9 9 1 Serpentes (1) 

C-CC-C-C-C-C-C-C 9 5 0 
 

C-C-CC-CCC-C-C 9 1 0 
 

C-C-CC-CC-C-C-C 9 1 0 
 

C-C-CC-C-C-C-C-C 9 23 0 
 

C-C-C-CC-C-C-C-C 9 3 0 
 

C-C-C-C-CC-C-C-C 9 12 0 
 

C-C-C-C-C-C-CC-C 9 5 0 
 

C-C-C-C-C-C-C-CC 9 1 0 
 

C-C-C-C-C-C-C-C-C 9 14 0 
 

C-CC-C-C-C-C-CC-C-C 11 1 0 
 

C-CC-C-C-C-C-C-C-C-C 11 8 0 
 

C-C-CC-C-C-C-C-C-C-C 11 1 0 
 

C-C-C-CC-C-C-C-C-C-C 11 1 0 
 

C-C-C-C-C-C-C-C-CC-C 11 3 0 
 

C-C-C-C-C-C-C-C-C-CC 11 1 0 
 

C-C-C-CC-C-C-C-C-C-C-C-C 13 121 0 
 

C-C-C-C-C-C-C-C-C-C-CC-C 13 6 0 
 

C-C-C-CC-C-C-C-CC-C-C-C-C-

C 
15 3 0 

 

 

Among these 20,206 sequences, 782 (4%) display a new cysteine pattern and 4,393 (22%) 

share less than 50% sequence identity with any described peptide or protein in the 

UniprotKB/SwissProt database using default settings (e-value max =1). It must be noted that 

the cysteine connectivity of the native toxins can not be explicitly determined using this 

pipeline. 
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From sequences to a high throughput screening compatible toxin bank. In order to allow 

screening and characterization of peptide activity, we developed two high-throughput 

production protocols. 5,923 sequences representing the broad diversity of the sequence 

database were selected and produced in the dedicated time of 18 months. Coming from 64 

different species, they cover 91 different cysteine patterns, including 14 with an odd number 

of cysteine residues (Tables 1 and 2). 

We selected 931 peptides shorter than 35 residues, with or without PTMs, to be produced by 

solid phase chemical synthesis
28

. The crude synthetic product was cleaved from the resin, 

desalted and subjected to an optimized oxidation process, whatever the number or pattern of 

cysteines
28

. After a final desalting step, liquid chromatography and mass analysis were 

performed to validate the presence of the expected oxidized mass (Figure S1). 893 toxins 

from 9 to 34 residues with 1 to 3 disulfide bridges were successfully produced, representing a 

success rate of 96%. 

The remaining 4,992 sequences containing more than 34 residues were selected for 

heterologous expression in E. coli
29–31

. All synthetic genes encoding toxin sequences were 

subcloned into an optimized periplasmic expression plasmid containing an N-terminal E. coli 

Disulfide bond Isomerase C (DsbC) chaperone fusion tag, a 6xHIS tag for purification and a 

tobacco etch virus (TEV) protease cleavage site to release the native peptide from the fusion 

protein. Expressed fusion proteins are purified on a Nickel resin, subjected to overnight TEV 

cleavage and finally desalted. The correct mass was confirmed by mass analysis (Figure S2). 

2,704 toxins, from 35 to 110 residues with 1 to 9 disulfide bridges were successfully produced 

representing a success rate of 54%. 

Determining disulfide connectivity in native toxins is a challenge and the Venomics project 

did not have the resources to carry out this task. In the absence of this information, cysteine 

residues were randomly oxidized and the vast majority of toxins presented a unique peak in 

LC, suggesting that they adopted only one conformation, hopefully the natural one. In the 

case where LC profiles presented two or three peaks with the good expected oxidized mass, 

we assumed that it could be due to the generation of peptide isomers
32

 (Figures S1 and S2).  

Together, these two strategies resulted in a bank of 3,597 peptides composed of 71 different 

cysteine frameworks (Table 1). In addition, 158 toxins (4%) display a novel cysteine pattern 

and 1,026 (29%) share less than 50% sequence identity with any previously described peptide 

or protein in the UniprotKB/SwissProt database. All together, we have successfully translated 

the high complexity of the omics bank into a physical toxin bank via high throughput 

methods. 

 

A rich source of GPCRs ligands. Animal toxins are mostly known for their bioactivity on 

ion channels. Few but very interesting toxins active on GPCRs have also been identified
33

. 

For example, the commercially available type 2 diabetes treatment, Byetta (derived from a 

venomous lizard) targets a class A GPCR. We selected four GPCRs linked to unmet medical 

needs in therapeutic areas such as diabetes, obesity, inflammation and allergy. A competitive 

binding strategy against a radio-labelled ligand was used for screening. For each receptor, 

binding conditions were optimized to obtain a Z’-factor above 0.5. The Venomics bank was 

tested once and 468 hits were obtained. The two first targets provided an amazing high hit rate 

of 4 and 9%. At the opposite, the two others gave very poor results (Table 4). 
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Table 4. Hit rate following the Venomics bank screening on different GPCRs. 
 

 
Hit rate Global (%) 

Origin of hits (%) 

Targets chemical synthesis recombinant expression 

GPCR1 9 57 43 

GPCR2 4 11 89 

GPCR3 0.3 64 36 

GPCR4 0 0 0 

 

 

First animal toxins on melanocortin receptors. We concentrated our study on the best-hit 

receptor, the human melanocortin 4 receptor (hMC4R). This receptor regulates food intake 

and its genetic invalidation is responsible of morbid obesity. Hit diversity is extraordinarily 

high in terms of toxin origin, number of disulfide bridges, length (Figure 2) and cysteine 

pattern (Table 5). Of the 286 hMC4R hits, 80 representative sequences were tested by dose-

response characterization (data not shown), displaying affinities from nM to low µM range 

(Figure 2). Activity of eight hits could not be confirmed, giving a success rate of 90%. Half of 

the hMC4R-active peptides have an unknown cysteine pattern (Table 5) or share less than 

50% sequence identity with toxins in other databases. The ICK-related and the CSαβ-related 

cysteine patterns are particularly well represented. Toxins with these patterns are renowned 

for their activities on ion channels. We selected one member of each of these structural 

families to perform a detailed structural and pharmacological characterization.  

 

 

 
Figure 2. Statistical representation of hits following Venomics bank screening on hMC4R. 

Affinities of 80 toxins representative of cysteine pattern diversity were measured by binding 

inhibition of 
125

I-NDP-α-MSH on CHO cells stably expressing hMC4R.  
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Table 5. Cysteine pattern diversity of hMC4R hits. Newly described patterns are highlighted 

in grey.  

 
Cysteine 

frameworks 

N° of 

Cys 

N° of 

seq 

% of 

total hit 
Taxa (number of sequences) 

C-C 2 8 3% Conus (5), Araneae (1), Scorpiones (1), Serpentes (1) 

CC-CC 4 16 6% Conus (13), Araneae (1), Serpentes (1), Undefined (1) 

CC-C-C 4 4 1% Conus (3), Araneae (1) 

C-C-CC 4 4 1% Conus (4) 

C-C-C-C 4 25 9% Conus (14), Chilopoda (5), Scorpiones (5), Araneae (1) 

CC-C-C-CC 6 7 2% Araneae (4), Conus (3) 

C-C-CC-C-C 6 97 34% 
Araneae (86), Conus (6), Scorpiones (3), Hymenoptera (1), 

Serpentes (1) 

C-C-C-C-CC 6 4 1% Chilopoda (3), Conus (1) 

C-C-C-C-C-C 6 71 25% 
Scorpiones (62), Araneae (5), Chilopoda (2), Conus (1), 

Serpentes (1) 

C-C-CC-CC-C 7 1 <1% Araneae (1) 

C-C-CC-C-C-C 7 1 <1% Araneae (1) 

C-C-C-CC-C-C 7 1 <1% Araneae (1) 

C-C-CC-C-C-C-C 8 5 2% Scorpiones (4), Araneae (1) 

C-C-C-CCC-C-C 8 1 <1% Serpentes (1) 

C-C-C-CC-C-C-C 8 9 3% Scorpiones (5), Chilopda (3), Serpentes (1) 

C-C-C-C-C-CC-C 8 10 3% Serpentes (5), Chilopoda (3), Scorpiones (2) 

C-C-C-C-C-C-C-C 8 10 3% Scorpiones (9), Terebridae (1) 

C-C-CC-C-C-C-C-

C-C 
10 2 1% Araneae (2) 

C-C-C-C-C-C-C-C-

C-C 
10 4 1% Scorpiones (2), Araneae (1), Serpentes (1) 

CC-C-C-C-C-C-C-

C-C-C-C 
12 1 <1% Serpentes (1) 

C-C-C-C-C-CC-C-

C-C-C-C 
12 4 1% Scorpiones (3), Chilopoda (1) 

C-C-C-CC-C-C-C-

C-C-C-C-C-C 
14 1 <1% Araneae (1) 

 

The ICK-related N-TRTX-Preg1a comes from the spider Poecilotheria regalis while the 

CSαβ-related N-BUTX-Ptr1a from the scorpion Parabuthus transvaalicus. N letter 

(uppercase nu greek letter) has been chosen as the activity descriptor for modulators of 

hMCRs. All the following work was done with synthetically produced toxins of > 95% purity 

(Figures 3 and S3). N-TRTX-Preg1a and N-BUTX-Ptr1a display low micromolar affinities on 

every studied subtype of melanocortin receptors stably expressed in CHO-K1 cells for 

hMC1R, hMC4R, hMC5R and HEK293 cells for hMC3R (Table 6, Figure 4). Agonistic and 

antagonistic functions on the signaling pathways hMC1R/Gs and hMC4R/Gs were assessed 

on HEK293 cells. To control the experiments, it was demonstrated that neither toxin induced 

any effect on control hMCR-free HEK293. Both toxins tested at 100 µM induced cAMP 

production on hMC1R, similar to 1 nM of α-MSH, while no effect was observed on hMC4R 

(Figure 4B). In the presence of 1 nM of α-MSH, the toxins slightly enhance hMC1R related 

cAMP production but did not reduce the cAMP production related to hMC4R (Figure 4B). 
Both toxins were tested at 100 µM on several sodium channels (NaV1.1, NaV1.2, NaV1.3, 

NaV1.4, NaV1.5, NaV1.6, NaV1.7 and NaV1.8), potassium channels (KV1.1, KV1.2, KV1.3, 

KV1.4, KV1.5, KV1.6, KV2.1, KV3.1, KV4.3, KV7.1, KV7.3, KV10.1, KV11.1(hERG), GIRK1), 

a voltage-gated calcium channel (CaV3.3) and ligand-gated ion channels nAChR α12β1γδ and 

nAChR α7). No activity could be detected (Figure S4 and S5).  

 

 

https://lite.qwant.com/redirect/CAkfVtqf4EXe%2F9swzz8oybH%2B5Y5a%2B%2FiJEiiVlIpneDs%3D/https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FIon_channel_linked_receptors?position=10&query=channel%20receptor&t=web&l=fr
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Table 6. Inhibition constant (Ki) values of N-TRTX-Preg1a, N-BUTX-Ptr1a on melanocortin 

receptors, mean (µM) ± SEM (n=3-10). 

 
 hMC1R hMC3R hMC4R hMC5R 

N-TRTX-Preg1a 1.8 ± 0.3 19.8 ± 3.5 7.1 ± 1.5 10.0 ± 4.4 

N-BUTX-Ptr1a 2.9 ± 0.6 3.9 ± 0.7 2.6 ± 0.4 2.2 ± 0.8 

     

                          N-TRTX-Preg1a                                                   N-BUTX-Ptr1a 

 

 

 

 

Figure 3. Analytical HPLC chromatogram of the final purified products of N-TRTX-Preg1a 

and N-BUTX-Ptr1a. Between 10 and 15 µg of each toxin were analyzed on a X Bridge BEH 

300Å 5 µm 4.6 x 250 mm with a gradient of 10-50% CH3CN/TFA 0.1% in 40 min at a flow 

rate of 1 mL/min. A spontaneous transformation of the N-terminal glutamine (Q form) residue 

of the peptide N-BUTX-Ptr1a into a pyroglutamic acid (Z form) can be detected after crude 

peptide deprotection. According to LC-MS analysis performed on Elute Sp Pump HPG 700 

(Brucker) coupled with AmaZon SL LC/MS (Bruker),  the peak at 18.077 min corresponds to 

the Q form (average mass of 3795.70 m/z) and represents 96.5% of the total area. The peak at 

18.802 min with an average mass of 3778.70 m/z seems to correspond to the  Z form of the 

peptide and represents 3.5% of the total area. 
 

 
Figure 4. Pharmacological characterization of N-TRTX-Preg1a and N-BUTX-Ptr1a. (A) 

Representative curves of binding of 
125

I-NDP-α-MSH on hMC1R, hMC4R and hMC5R 

(stably expressed in CHO cells) and on hMC3R (stably expressing in HEK293 cells) in the 

presence of N-TRTX-Preg1a (left panel) or N-BUTX-Ptr1a (right panel). Mean (%) ± SD 

(n=2-3). (B) Functional assays on HEK293 (grey), HEK293 stably expressing hMC1R (blue) 

or HEK293 transitory expressing hMC4R (red). cAMP production expressed as % of the 

positive control (1 µM forskolin). Preg1a: N-TRTX-Preg1a. Ptr1a: N-BUTX-Ptr1a. Mean (%) 

± SEM (n = 3), ***: p<0.001; one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnett's 

multiple comparison test. 
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Are N-TRTX-Preg1a and N-BUTX-Ptr1a real ICK-related and CSαβ-related scaffold 

toxins ? The two N-TRTX-Preg1a and N-BUTX-Ptr1a toxins have a cysteine pattern 

corresponding to the ICK-related and the CSαβ-related structure with the following pairing 

C1-C4, C2-C5, C3-C6. As both toxins display original pharmacological activities, we 

characterized both structures by NMR and determined experimentally their cysteine 

connectivity. Both peptides are well-folded, illustrated by their good dispersion of resonances. 

All the 
1
H (except for the methyl groups of Met2 and Met28 of N-BUTX-Ptr1a), the 

15
N 

chemical shifts and the 
13

C resonances of Cα and Cβ were assigned. Depositions in the 

BioMagResBank were done with the entry code 34117 for N-TRTX-Preg1a and 34118 for N-

BUTX-Ptr1a. 

A set of 546 NOEs for N-TRTX-Preg1a were used in the final ARIA run, which includes 454 

unambiguous restraints (Table S1). Additional constraints were introduced during the iterative 

ARIA procedure: 38 dihedral angle restraints, 10 H-bond constraints observed within the β-

strands and 3 covalent bonds between sulphur atoms (C2-C19, C9-C22, C18-C27). Indeed, 

when enough experimental data had been introduced into the first runs of the iterative ARIA 

process, the C18-C27 disulfide bond is formed in two-thirds of the N-TRTX-Preg1a 

structures. The fine analysis of NOE constraints and the evaluation of distance between sulfur 

atoms allowed discrimination between the two remaining possibilities: C2-C19, C9-C22, 

C18-C27 (favorable) or C2-C22, C9-C19, C18-C27 (excluded). Therefore, the corresponding 

covalent bonds were added between sulfur atoms to refine the N-TRTX-Preg1a structure in 

the last runs of the calculations. The 10 models representative of the solution structure (Figure 

5A) display a very low RMSD, small potential energy values, respect all the experimental 

data and are in perfect agreement with standard covalent geometry with 64.8% of the residues 

in the most favored regions of the Ramachandran plot, and 35.2% in additional allowed 

regions (Table S1). The N-TRTX-Preg1a structure is very well defined, organized into the 

ICK motif without ambiguities regarding cysteine pairing. It is composed of a short 

antiparallel β-sheet made up of two short strands (22–23 and 26–27). The very short turn 

between these two strands, containing two arginine residues (R24 and R25), is highly 

constrained. Note the presence of an extended region (7–9), which faces the two-stranded β-

sheet, resembling a third quasi-β-strand. Proline residue 12 is in a majority trans configuration 

(about 80%). N-TRTX-Preg1a sequence produced only a handful of significant hits in public 

databases and shares only 61% identity with the closest toxin with a known activity, Hs1a 

from Cyriopagopus schmidti (Figure 5C), a calcium channel blocker
36

.  

Regarding structural determination of N-BUTX-Ptr1a, 839 NOEs (including 558 

unambiguous distance restraints) and 4 hydrogen bonds present within the β-sheet were used 

in the final ARIA run (Table S2). 92% of the 250 final structures display a C1-C4, C2-C5, 

C3-C6 disulfide bridge array, without adding any constraint on the bonds. The 10 models 

representative of the solution structure (Figure 5B) display low root mean square deviations 

(RMSD), small potential energy values, and respect all the experimental data, as attested by 

the absence of residual violations (Table S2). The Ramachandran plot exhibits 53% of the 

(,) angles in the most favored regions, and 40% in the additional allowed regions. The N-

BUTX-Ptr1a structure scaffold is a well-known motif within scorpion toxins
48

, plant 

defensins
49

 and insect defensins
50

, and was designated as a cysteine-stabilized α-helix β-sheet 

motif (CSαβ motif)
51

. The structure is composed of an α-helix (11–19) and a 2-stranded short 

β-sheet (26–28; 31–33), stabilized by three disulfide bridges (C6-C27, C12-C32, C16-C34) 
unambiguously assigned. N-BUTX-Ptr1a shares the same sequence pattern as the majority of 

α-KTx toxins known to block potassium channels: C-x(4,5)-C-x(3)-C-x(6,9)-[GAS]-K-C-

[IMQT]-x(3)-C-x-C (Prosite PS01138). Yet, N-BUTX-Ptr1a shares only 59% identity with 

the closest toxin with a known activity, Parabutoxin-3 from the same species Parabuthus 

transvaalicus (Figure 5D), a potassium channel blocker
40

. The coordinates of structures have 

https://prosite.expasy.org/cgi-bin/prosite/get-prosite-entry?PS01138
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been deposited in the Protein Data Bank (http://www.pdb.org) with the entry codes 6SAA and 

6SAB for N-TRTX-Preg1a and N-BUTX-Ptr1a, respectively. 

While N-TRTX-Preg1a and N-BUTX-Ptr1a display the canonical ICK and CSαβ structure, 

respectively, their sequences diverged so much from most described toxins that homology 

searches or phylogenetic reconstruction failed to assign them into known toxin groups. On 

one hand, N-TRTX-Preg1a matched only a handful of spider toxins that could not be linked to 

the main group of spider ICK toxins.  On the other hand, phylogenetic reconstruction with all 

known alpha-KTx (UniProt) placed N-BUTX-Ptr1a as sister to a clade consisting of several 

monophyletic alpha-KTx subfamilies (alpha-KTx 2, 4 and 12).  
 

A 

 
 

 

B 

 

 

C    

Name Sequence %Id Targets 

N-TRTX-Preg1a        RCLHAGAACSGPIQKIPCCG-TCSRRK--CT  MCRs 

ω-TRTX-Hs1a        KCLPPGKPCYGATQKIPCCG-VCSHNK--CT 61% Cav2.237 

U2-TRTX-Pc1a        RCLPAGKTCVRGPMRVPCCG-SCSQNK--CT 54% Unknown 

U6-TRTX-Cg1a         CEPSGKPC-RPLMRIPCCG-SCVRGK--CA 46% Unknown 
    

ω-CTX-GVIA         CKSPGSSCSP--TSYNCCR-SCNPYTKRCY 29% Cav2.238 

ω-CTX-MVIIA         CKGKGAKCSR--LMYDCCTGSCRSGK--C- 29% Cav2.239 

D    

Name Sequence %Id Targets 

N-BUTX-Ptr1a     QMDMRCSASVECKQKCLKAIGSIFGKCMNKKCKC  MCRs 

Parabutoxin-3      EVDMRCKSSKECLVKCKQATGRPNGKCMNRKCKCYPR 59% Kv1.1, Kv1.2, Kv1.340 

Hongotoxin-2    HFIDVKCTTSKECWPPCKAATGKAAGKCMNKKCKCQ 53% Unknown 

Rj1m1    IVIDVPCTVSKECWSACKKAVGTDRGKCMGKKCKCYP 53% Unknown 

Tst26    VFINAKCRGSPECLPKCKQAIGKAAGKCMNGKCKCYP 53% Kv1.2, Kv1.3 41 

Ts7    VFINAKCRGSPECLPKCKEAIGKAAGKCMNGKCKCYP 53% Kv1.1, Kv1.2, Kv1.3, Kv1.6, Shaker Kv 
42–

44 

Tco30 WCSTCLDLECGASRECYDPCFKAFGRAHGKCMNNKCRCYT 50% Shaker B KCh45 

TtBut WCSTCLDLACGASRECYDPCFKAFGRAHGKCMNNKCRCYT 50% Unknown 
    

Charybdotoxin    ZFTNVSCTTSKECWSVCQRLHNTSRGKCMNKKCRCYS 41% Kv1.2, Kv1.3, Kv1.5, Kv1.6, KCa1.1, 

Shaker Kv
22,46 

Agitoxin-2   GVPINVSCTGSPQCIKPCKDA-GMRFGKCMNRKCHCTPK 38% Kv1.1, Kv1.2, Kv1.3, Kv1.646,47 
 

 

Figure 5. Structural characterization of N-TRTX-Preg1a and N-BUTX-Ptr1a. Primary 

structure and overlay of the 10 NMR models representative of the solution structure of N-

TRTX-Preg1a (A) and N-BUTX-Ptr1a (B). N and C termini are indicated. Comparison of 

amino acid sequences between N-TRTX-Preg1a (C) or N-BUTX-Ptr1a (D) and the most 

similar toxins obtained with NCBI Protein Blast program (default settings). Cysteine residues 

are in bold and orange, conserved residues from N-TRTX-Preg1a or N-BUTX-Ptr1a are in 

green. Sequence alignment was performed with Clustal Omega (version 1.2.4 from Emboss 

programs, EBlosum62 matrix for two pair alignment). 

http://www.pdb.org/
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Discussion and conclusions 

To our knowledge, this is the first time that a thorough ‘-omic’ analysis of venoms has been 

carried out on such a wide number and diversity of venomous species from various habitats 

(128 terrestrial, 55 aquatic and 8 aerial) including two European species (Manica rubida ant 

and Buthus occitanus scorpion). The Manica rubida ant was the smallest species of the 

project, studied for the first time and 35 sequences were validated. The numbers of validated 

sequences ranges from 0, due to experimental failures (some collecting conditions were not 

compatible with proper mRNA extraction), to 1,163, in the venom of the Mediterranean 

scorpion Buthus occitanus. Finally, no validated toxin sequences could be detected in the skin 

secretions of Silurus glanis fish and the Trachycephalus resinifictrix frog. An average of 106 

toxin sequences per venom were validated, much less than what could be expected according 

to the assumed richness of venoms. This difference highlights the difficulties in obtaining full 

and unambiguous toxin sequences. The gotten sequence diversity also highlights our very 

limited state of knowledge of the toxin world. Indeed, almost one quarter of the toxins share 

less than 50% sequence identity with known toxin sequences, suggesting unpredictable and 

original biological activities. Furthermore, 65 new naturally occurring cysteine patterns have 

been found, suggesting 65 new structural organizations. This is an opportunity to discover 

peptides with attractive biophysical properties in terms of engineering and thermodynamic 

stability for optimal drugability. Another level of complexity, not investigated here, is the 

dimerization (homo- and/or hetero-) of toxins containing an odd number of cysteines. A 

specific proteomic analysis should be designed to address this point. 

Converting a sequence database into physical peptides is challenging, in particular for the 

oxidation of disulfide bridges. Our recombinant expression strategy was able to directly 

produce oxidized peptide and has proven to be effective in terms of high throughput 

production. The two-step chemical synthesis strategy was also extremely efficient. This is 

mainly thanks to the use of a universal folding strategy applied on all toxins regardless of size 

or number of cysteines. These production strategies provided peptides with impurities, as no 

high-efficiency purification step was performed. While the presence of these contaminations 

could have caused numerous false positive results during the screening tests
52

 we shown this 

was not the case as 90% of the tested hits were confirmed. 

GPCRs constitute one of the largest and most versatile families of receptors. They are 

involved in a wide spectrum of physiological functions. Since the late 20
th
 century, 

pharmaceutical companies have significantly diminished their natural product programs, 

partly because of the advances in both HTS and combinatorial synthesis, thereby the creation 

of large synthetic libraries of small but artificial molecules. Natural product libraries consist 

of extracts and partially purified fractions and are perceived to be incompatible with HTS. 

Unfortunately, this loss of interest in natural products correlated with the overall reduction in 

new leads in the drug development pipeline and the substantial decline in new drug 

approval
53

. The Venomics bank reconciles venoms, a particularly difficult exploitable 

resource of natural peptides, with HTS. The screening of the Venomics bank provided an 

extraordinary hit rate of 3%, much higher than the one reported in literature concerning 

artificial molecules and estimated at around 0.05%
54,55

. To our knowledge, this is the first 

large-scale demonstration of the power of natural peptide toxins to provide GPCR ligands. 

This strategy opens up an unexplored avenue for the discovery of new ligands on receptors 

linked to diseases with unmet medical needs. 

MC4R is mainly expressed in the paraventricular nucleus of the hypothalamus. Its activity is 

finely regulated by both anorexigenic agonists, the melanocyte stimulating hormones (MSH), 

and the orexigenic antagonist, Agouti-related protein (AgRP)
56

. Loss-of-function mutations 

on hMC4R are the primary cause of monogenic obesity (http://www.orpha.net/) making it a 

therapeutic target in eating disorders. Currently, only one MC4R ligand is in clinical trials 

http://www.orpha.net/
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(Setmelanotide, https://clinicaltrials.gov/). Subtype 1 (MC1R) is also of therapeutic interest 

with its protective role against melanoma. It elicits eumelanin production, a dark, UV 

radiation-absorbing, photoprotective pigment
57

 and promotes nucleotide excision repair of 

DNA damaged by UV radiation
58

. There is an urgent need for development of innovative 

ligands to better understand MCR functions and to generate new medicines. N-TRTX-Preg1a 

and N-BUTX-Ptr1a are the first MCR venom-peptide ligands, structurally unrelated to natural 

endogenous MCR agonists. Very interestingly, despite having two different structures, they 

both activate hMC1R without exhibiting the HFRW pharmacophore, previously described in 

endogenous agonists as the minimal active sequence
59,60

. In addition, they promote a 

synergistic effect with endogenous agonist α-MSH. This activity deserves to be finely studied 

as both ligands may activate hMC1R by a new molecular mechanism. N-TRTX-Preg1a and 

N-BUTX-Ptr1a inhibit 
125

I-NDP-α-MSH binding on hMC4R but are not able to modulate 

activate or antagonize the hMC4R/Gs pathway, under our experimental conditions. This 

discrepancy can comes from our experimental procedure or from a biased function of the two 

toxins.  A deeper exploration of the functions of the two toxins on various MC4R signaling 

pathways (Gq, β-arrestin, Kinases, etc.) will be performed to better understand their modes of 

action. 

N-TRTX-Preg1a exhibits a common ICK fold only described so far for activity on ion 

channels. Its sequence is close to calcium channel toxins but does not possess the tyrosine 

residue in position 16 (N-TRTX-Preg1a numbering), described to be essential for blocking 

CaV2.2 channel conductivity
61

. N-BUTX-Ptr1a, close in sequence to potassium channel 

toxins, possesses a dyad composed of a basic and an aromatic residue
62,63

 (F24 and K26, N-

BUTX-Ptr1a numbering). This dyad, stated as essential for potassium activity
62,63

 but we 

shown that is clearly not sufficient for N-BUTX-Ptr1a to bind potassium channels. N-TRTX-

Preg1a and N-BUTX-Ptr1a sequences diverge so much within their own group that it was 

even impossible to phylogenetically anchor them into known toxin families. Thus, they 

constitute new clades for ICK and CSαβ families. Several other toxins of the produced bank 

sharing more than 80% of sequence identity with these two toxins are present in the Venomics 

database, suggesting that N-TRTX-Preg1a and N-BUTX-Ptr1a are not the only members of 

these new families. Production and pharmacological characterization of these natural variants 

should provide interesting insights with regard to the mode of action of these toxins on 

hMCRs. This may aid the generation of ligands with improved affinity and selectivity for 

development of new hMC1R agonists with applications in the treatment and/or prevention of 

melanoma. 

 

To our knowledge, the Venomics bank is the largest one ever built. We demonstrated that it 

represents a real opportunity to identify ligands with unusual structures and pharmacological 

properties. Its high hit rate shows that quality can beat quantity. Two toxins, with classical 

toxin structures but original pharmacological activities highlight the diversity of toxin 

properties and open the door to the development of new hMCR modulators. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://clinicaltrials.gov/
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Experimental Section 

Sourcing. We paid important caution to respect the natural resources to which we had access. 

Thus, we limited the number of collected specimens to the strict number necessary to ensure 

the amounts and volumes of biological samples were compatible with the experiments to be 

carried out within the Venomics consortium. For instance, during the Mayotte and Polynesia 

expeditions, supernumerary cone snails collected during the day, were systematically dropped 

back to water. In the case of the venomous lizard specimen (Heloderma horridum 

exasperatum), the lizard was anaesthetized while a veterinary surgeon performed surgery to 

remove only one of the venomous salivary glands of the animal. The animal fully recovered. 

This demonstrates the applicability of such a strategy of tissue extraction that could certainly 

be applied with success to rare snakes too. 

Transcriptomic analysis. The Illumina paired-end NGS platform was selected to assure 

sequence and data quality. 203 RNA samples from different venomous species were 

sequenced through a low-input method. Quality and quantity of total RNA was determined 

using a Bio-analyzer 2100 (Agilent, California), and Qubit 2.0 (ThermoFisher, 

Massachussetts). The poly(A)+ mRNA fraction was isolated from total RNA and cDNA 

libraries were obtained following Illumina´s recommendations. Briefly, poly(A)+ RNA was 

isolated on poly-T oligo-attached magnetic beads and chemically fragmented prior to reverse 

transcription and cDNA generation. cDNA fragments then went through an end repair 

process, the addition of a single ‘A’ base to the 3’ end and then ligation of the adapters. 

Finally, the products were purified and enriched with PCR to create the indexed final double 

stranded cDNA library. Library quality was analyzed via a Bioanalyzer 2100 High Sensitivity 

assay and quantity was determined by real-time PCR using a LightCycler 480 (Roche, 

Basilea, Suiza). The pool of libraries was sequenced by paired-end sequencing (100 x 2) on an 

Illumina HiSeq 2000 sequencer (Illumina, California). Bioinformatic analysis was a crucial 

step of the process to identify peptide sequences. This analysis started with NGS raw data 

quality control, followed by exhaustive cleaning of primers, adapters, indexes and low-quality 

bases. The next step consisted of joining the paired-end reads and dereplicating all reads 

before entering the assembly step itself. To assure the quality of the assembly two different 

assemblers were used; Velvet (v1.2.10)
64

 and Trinity (v2.1.1)
65

, creating a robust and 

comprehensive de novo assembly pipeline.  

Proteomic analysis. Venoms predominantly containing toxins with less than 25 amino acid 

residues such as cone snails and wasps, were treated with dithiothreitol (10 mM final 

concentration, 1 hour at 56 °C) and alkylated with iodoacetamide (20 mM final concentration, 

1 hour at room temperature). Reduced and alkylated peptidic toxins were separated by reverse 

phase chromatography (nanoLC-UPLC Acquity, Waters, Milford, Massachusetts, United 

Stated) and analyzed by tandem mass spectrometry (Q-Exactive, ThermoFisher, Waltham, 

Massachusetts ,United States). This “top-down” proteomics approach has the advantage of 

measuring the mass of the intact full-size toxins but also allows for sequence determination 

using collision-based fragmentation mass spectrometry experiments. Venoms containing large 

toxins, such as snake, spider and scorpion venoms, were, after reduction and alkylation, 

enzymatically cleaved (by using a ratio of 1/50 protein/trypsin, with incubation at 37°C over 1 

hour). These cleavage conditions yield truncated peptides cleaved at different positions, with 

several overlapping peptides covering the full toxin sequence. The peptides were then 

analyzed with the same nanoUPLC-MS/MS platform, in the same way as the smaller toxins 

permitting the full toxin sequences to be determined. As large toxins have been transformed 

into a collection of smaller peptides, the fragmentation yield is then much better and MS/MS 

spectra can provide useful sequence information. 

Sequence validation. For the transcriptomics data, different databases were generated: (1) the 

first one including genes coding for peptidic toxins by using predictive bioinformatics tools 
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and (2) the rest of the venom gland transcriptome translated into the six possible open reading 

frames. The bioinformatics data analysis has been supported by Peaks software 

(Bioinformatics Solutions Inc., Waterloo, Canada). In addition to classical data analysis, 

Peaks was also used to de novo sequence peptides not identified from the databases, and to 

predict mutations with Spider algorithms. All the peptides discovered was classified and only 

those with a false discovery rate of less than 0.1% were considered for inclusion in the 

Venomics database. 

High-throughput peptide production by solid phase synthesis. The high-throughput 

chemical production of toxins up to 34 residues with or without post-translational 

modifications (PTMs) was undertaken by solid phase peptide synthesis on an automated 

Prelude synthesizer (Protein Technologies, USA) equipped with six reactions vessels using 

the Fmoc strategy. Amino acids were coupled twice for 10 minutes using five or twenty 

equivalents for toxins up to 25 residues or between 26 and 34 residues, respectively, on a 

ChemMatrix
®
 or pre-loaded Wang resins using HCTU as a coupling reagent. Both strategies 

lead to toxins with excellent purities higher than 50%. After a desalting step on homemade 

C18 columns and a drying step, the refolding of the different toxins was performed directly on 

the crude material. A universal folding protocol was applied for each toxin as already 

described
28

 using 50 mM HEPES buffer pH 7.5, 20% acetronitrile, 1 mM cysteine, 0.1 mM 

cystine, over 48 hours at 4 °C. After a desalting step and analytical characterizations by 

analytical HPLC on a Waters e2695 separation module equipped with a XBridge BEH300 

C18 column ( 5µm , 4.6x250mm, Waters) and by mass spectrometry on a MALDI-TOF 

spectrometer (4800 MALDI TOF-TOF Analyser from Applied Biosystems, USA), the toxins 

were distributed in 96 well plates at a concentration between 2-120 µM. 

High-throughput peptide production by recombinant expression. Optimization of gene 

synthesis and expression clone constructs for venom-peptide production have been published 

previously
31

, in addition to the final protocols used in this project
29

. Briefly, genes encoding 

animal venom peptides were designed with codon optimization for expression in E. coli using 

the ATGenium codon optimization algorithm (NZYTech genes & enzymes, Portugal). 

Synthetic genes were produced in a high-throughput pipeline and purified PCR products were 

subsequently cloned into the pHTP4 expression vector using the NZYEasy Cloning kit 

(NZYTech genes & enzymes, Portugal), according to ligation independent cloning (LIC) 

technology protocols. In pHTP4, peptide genes are placed under the control of a T7 promoter, 

and are produced as fusion proteins in the E. coli periplasmic space. Fusions contain an N-

terminal Disulphide bond isomerase C (DsbC) fusion, an internal hexa-histidine tag for 

purification and a TEV protease recognition sequence to allow cleavage and isolation of the 

native peptides. Optimization of expression and purification conditions
30,31

 and the final 

recombinant production protocols used herein
29

 have been described previously. All steps 

were carried out in 24-deep-well plates or in 96-deep-well plates on a Tecan Freedom EVO 

200 robot (Switzerland)
66

. pHTP4 expression plasmids were transformed into BL21 (DE3) 

pLysS E. coli and cultured overnight at 25 °C before harvesting. Cell pellets were lysed 

enzymatically and by sonication. DsbC-His-peptide fusions were isolated from the soluble 

cell lysates by nickel affinity purification. Concentrations of the 96 purified DsbC-His-fusion 

proteins were estimated by UV absorbance at 280 nm in a microtiter plate reader (GENios 

Plus, TECAN, Switzerland). TEVsh protease was added (1/10 w/w) directly to the eluted 

fusion proteins. The mixture was supplemented with a final concentration of 0.1 mM DTT 

then incubated overnight at room temperature in a Microtron shaking incubator (INFORS-HT, 

Switzerland) (200 rpm). Finally, samples were acidified for 1 h with a final concentration of 

5% acetonitrile and 0.1% formic acid (FA) at room temperature with mild agitation. TEV 

protease were precipitated during this acidification process and the 96 recombinant toxins per 

plate were subjected to a final purification step on C18 chromatographic resin by Solid Phase 
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Extraction (SPE). The target peptides were eluted from the C18 resin, and analyzed by 

UHPLC and MS to confirm the identity and the quantity of the toxin (Figure S2). The toxins 

were distributed in 96 well plates at a concentration between 1-10 µM. 

Production of N-TRTX-Preg1a and N-BUTX-Ptr1a toxins. Linear peptide was obtained by 

solid phase chemical synthesis following the same protocol described above using Fmoc-

Thr(tBu)-Wang resin LL (Novabiochem
®
) for N-TRTX-Preg1a and H-Cys(Trt)-Trityl 

NovaPEG resin (Novabiochem
®
) for N-BUTX-Ptr1a. After resin cleavage and ether 

precipitation, linear peptide was then purified on Waters Preparative HPLC 600 with an 

XBridge BEH 300Å Prep C18 column (5 µm, 19 x 250 mm, Waters). The oxidation step was 

performed using Venomics oxidation conditions
28

. Resulting oxidized peptide was finally 

purified on a Waters 600 controller using an XBridge BEH 300Å Prep C18 column (5 µm, 10 

x 250 mm, Waters). Purity of the final product was assessed separately by MALDI-TOF 

spectrometry (4800 MALDI TOF-TOF Analyser (Applied Biosystems, USA)) and analytical 

HPLC on Waters e2695 separation module with an XBridge BEH 300Å C18 column (5 µm, 

4.6 x 250 mm, Waters). Final quantity was measured by amino-acid quantification using the 

PicoTag kit (Waters Associates, Milford, MA). 

Sequence analysis and phylogenetic reconstruction. Sequences were queried against 

UniProt (release 2019_02) and refseq_protein (release-96) with blastp 2.29.1. Searching 

parameters were adjusted for short-length sequences. Spider and scorpion venom proteins in 

UniProt were annotated as in VenomZone (https://venomzone.expasy.org/ release May, 

2019). Multiple sequence alignments were performed with mafft 7.310 --auto option. 

Phylogenetic trees were obtained with RAxML 8.2.11 --PROTGAMMAAUTO --# 100 

options, and MrBayes v3.2.0 ngen=1000000 nchains=4 nruns=2. 

NMR structures. Solutions of 0.5 mM N-TRTX-Preg1a, and 1.2 mM N-BUTX-Ptr1a were 

prepared in 3 mm tubes (respectively, 315 μg of N-TRTX-Preg1a and about 1 mg of N-

BUTX-Ptr1a were dissolved in 220 μL of H20/D20 (95/5), at pH 4.5). All NMR spectra were 

acquired on a BRUKER 700 MHz NMR spectrometer equipped with a 5 mm TCI cryoprobe, 

at 298K. The standard set of 2D 
1
H-NMR experiments (COSY, 80 ms TOCSY, and 160 ms 

NOESY) were completed with natural abundance 
15

N- and 
13

C-HSQC spectra. Processing, 

analyses, and calculations were successively performed with Bruker’s TopSpin3.2, 

CcpNMR
67

 and Aria2.3
68

 software. Chemical shift assignments were carried out following the 

classical procedure, distance constraints were deduced from the volume integration of NOE 

correlations and introduced into the standard iterative calculation process of the Aria 

(ambiguous restraints for iterative assignment) software. For each Aria run, 500 structure 

calculations were performed per iteration, and 250 structures were calculated in the final 

iteration in water. For both samples, the first runs were performed allowing all combinations 

of disulfide pairing (ambiguous intersulfur constraints option). This option was kept for the 

N-BUTX-Ptr1a, for which the calculations converged towards a unique array of disulfide 

bridges, and the only additional constraints were the H-bonds observed in the β-sheet already 

formed in the first runs. For the N-TRTX-Preg1a sample, (φ,ψ) angular restraints deduced by 

the TALOS software
69

 from 
13

C and 
1
H chemical shifts were added to NOE constraints. 

Covalent bonds between sulphur atoms involved in each defined bridge were introduced in 

the last runs of the calculation. Finally, for each peptide, ten of the structures refined in water 

in the final iteration were selected according to their agreement with experimental data. The 

final sets of structures were displayed and analyzed using PyMol (The PyMOL Molecular 

Graphics System, Version 2.0 Schrödinger, LLC), and their quality were evaluated using 

Promotif
70

 and PROCHECK3.5
71

 software.  

Screening. Radioligands and membranes expressing receptors were purchased from Perkin 

Elmer (Courtaboeuf, France). For each receptor, screening conditions were optimised in order 

to get a Z’-factor value superior to 0.5. Z’-factor is defined as:   
                 

                     
 , 

https://venomzone.expasy.org/
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where MAD equals Median Absolute Deviation. Following screening, peptides with an 

associated binding value less than Median – 3xMADmedian
72

 were classified as hits. Peptides 

were screened at concentrations between 0.1 to 10 µM according to their production yields. 
Radioligand binding assays. The 

125
I-NDP-α-MSH and melanocortin receptors were 

purchased from Perkin Elmer (Courtaboeuf, France). Binding experiments were performed 

using radioligand at 50 pM in a 100-µL reaction mixture at room temperature in buffer 

composed of 25 mM Hepes pH 7.4, 1 mM MgCl2, 1 mM CaCl2, 0.2 g/L BSA with various 

concentrations of competitors. Nonspecific binding was measured in the presence of 1 µM 

NDP-α-MSH (Tocris Bioscience). After 3 hours of incubation time, samples were filtered 

through 96 well GF/C filter plates preincubated with 0.5% polyethylenimine. 25 µL of 

MicroScint 0 was added onto each dry filter and the radioactivity was quantified on a 

TopCount beta counter (Perfinelmer, Courtaboeuf, France) with 45% yield. Competition 

binding data were fitted to a one-site/state inhibition mass action curve using Prism software, 

v5.0.0 (GraphPad, La Jolla,CA, USA). IC50 values were converted to Ki, using the Cheng–

Prusoff equation
73

. Kd values were 0.34 nM, 0.47 nM, 0.25 nM and 0.88 nM, respectively, for 

hMC1R, hMC3R, hMC4R and hMC5R. Data represent at least three independent experiments 

performed in duplicate and are presented as mean ± SEM. 

Functional assays. Human embryonic kidney cells (HEK293, DSMZ, ACC305, 

authentication: full-matching STR reference profile of 293 in the database, authentic) and 

HEK293-MC1R (human embryonic kidney cells expressing the human melanocortin 1 

receptor with an N-terminal HA-tag and C-terminal FLAG-tag due to stable transfection, 

selection marker: hygromycin, AG Beck-Sickinger, University Leipzig, Leipzig, Germany) 

were grown in Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) with 4.5 g/L glucose and L-

glutamine and Ham's F12 (1:1, v/v; Lonza) supplied with 15% (v/v) heat-inactivated fetal calf 

serum (FCS; Lonza) in a humidified atmosphere at 37 °C and 5% CO2. HEK293 or stably 

transfected HEK293-HA_MC1R_FLAG cells were transfected in solution with 0.15 µl 

Lipofectamine 2000 (Invitrogen) per well and 30 ng Plasmid pGL4.29[luc2P/CRE/Hygro] 

(Promega) per well and additionally 30 ng pcDNA3-hMC4R per well when needed. 

Lipofectamine and plasmid solutions were prepared in 6 µl Opti-MEM medium (Gibco) per 

well. After 5 min incubation at RT the Lipofectamine solution was slowly added to the DNA 

solution and incubated for 30 min at RT. Transfection of 20,000 cells/well in 30 µl medium 

(DMEM/Ham’s F12/ 15% FCS) without antibiotics was performed in solution by slowly 

adding the DNA/Lipofectamine solution to the cells. After careful mixing, 42 µl per well was 

plated on a 384-well microplate (Greiner bio-one, F-Bottom, white) and incubated overnight. 

The day after transfection, medium was removed and cells were stimulated with 15 µl peptide 

solution in serum free medium (1 nM α-MSH (AG Beck-Sickinger, University Leipzig, 

Leipzig, Germany) corresponding to ~EC85 at hMC1R or ~EC75 at hMC4R, 100 µM N-

TRTX-Preg1a or 100 µM N-BUTX-Ptr1a) for 3 h at 37 °C, 5% CO2. As a positive control 1 

µM forskolin (Sigma-Aldrich) was used, while serum-free medium was used as the negative 

control (baseline). For Luciferase detection 15 µl OneGlo Substrate (Promega) was added at 

RT to each well. The 384-well plate was transferred directly to the plate reader (Tecan Infinite 

200 PRO) and luminescence was measured after shaking for 5 sec (double orbital, amplitude: 

3.5 mm) and 5 min incubation with an integration time of 1000 ms at room temperature. Data 

analysis was performed with GraphPad Prism. After baseline subtraction, data were 

normalized to stimulation with 1 µM Forskolin. Data represent the mean ± SEM from three 

independent experiments performed in triplicates. Statistical analysis was performed with 

GraphPad Prism 5.03 (GraphPad Software, Inc., San Diego, California, USA). Statistical 

significance was determined by one-way analysis of variance (ANOVA) followed by 

Dunnett’s multiple comparison test. *** p < 0.001.  
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Electrophysiology. For the expression of NaV channels (human (h)NaV1.1, rat (r)NaV1.2, 

rNaV1.3, rNaV1.4, hNaV1.5, mouse (m)NaV1.6, hNaV1.7, rNaV1.8 channels and the auxiliary 

subunits rβ1, hβ1), KV channels (rKV1.1, rKV1.2, hKV1.3, rKV1.4, rKV1.5, rKV1.6, rKV2.1, 

hKV3.1, rKV4.3, hKV7.2, hKV7.3, hKV10.1, hKV11.1), CaV channels (rCaV3.3), hGIRK1 and 

nAChRs (hα1β1γδ and hα7) in Xenopus laevis oocytes, the linearized plasmids were 

transcribed using the T7 or SP6 mMESSAGE-mMACHINE transcription kit (Ambion, 

Carlsbad, CA). The harvesting of stage V–VI oocytes from anesthetized female Xenopus 

laevis frogs was previously described
74

. Oocytes were injected with 50 nl of cRNA at a 

concentration of 1 ng/nl using a microinjector (Drummond Scientific, Broomall, PA). The 

oocytes were incubated in a solution containing 96 mM NaCl, 2 mM KCl, 1.8 mM CaCl2, 2 

mM MgCl2, and 5 mM HEPES pH 7.4, supplemented with 50 mg/L gentamycin sulfate. 

Two-electrode voltage-clamp recordings were performed at room temperature (18–22 °C) 

using a Geneclamp 500 amplifier (Molecular Devices, Downingtown, PA) controlled by a 

pClamp data acquisition system (Axon Instruments, Union City, CA). Whole cell currents 

from oocytes were recorded 1–4 days after injection. Bath solution composition was 96 mM 

NaCl, 2 mM KCl, 1.8 mM CaCl2, 2 mM MgCl2, and 5 mM HEPES pH 7.4. Toxins were 

applied directly to the bath. Resistances of both electrodes were kept between 0.8 and 1.5 

MΩ. The elicited currents were filtered at 2  kHz (NaV), 0.5 kHz (KV & CaV), 0.05 kHz 

(GIRK & nAChR) and sampled at 20 kHz (NaV), 2 kHz (KV & CaV) and 0.1 kHz (GIRK & 

nAChR) using a four-pole low-pass Bessel filter. Leak subtraction was performed using a -P/4 

protocol. For the electrophysiological analysis, a number of protocols were applied from a 

holding potential of −90 mV. KV1.1–KV1.6 currents were evoked by 250 ms depolarizations 

to 0 mV followed by a 250 ms pulse to −50 mV. KV2.1, KV3.1, and KV4.3 currents were 

elicited by 250 ms pulses to +20 mV from a holding potential of −90 mV. KV7 and KV10.1 

currents were evoked by 2 s depolarizing pulses to 0 mV from a holding potential of −90 mV. 

Current traces of KV11.1 channels were elicited by applying a +40 mV prepulse for 2 s 

followed by a step to −120 mV for 2 s. Sodium current traces were evoked by 100 ms 

depolarization to the voltage corresponding to maximal sodium current in control conditions. 

For GIRK measurements, the oocytes were clamped at -70 mV and superfused with a high 

K+ solution (96 mM KCl, 2 mM NaCl, 1 mM MgCl2, 1.8 mM CaCl2, 5 mM HEPES pH 7.5). 

CaV channel currents, carried by 10 mM Ba
2+

, were elicited by 200 ms test depolarizations 

applied from -90 mV to voltages ranging from -50 mV or +30 mV. For nAChRs, oocytes 

were clamped at a holding potential of −70 mV throughout all recordings. To minimize 

interference of endogenous Ca
2+

-activated Cl
− 

channels during the experiments, a Ca
2+

-free 

bath perfusion solution was used, containing 82.5 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 1 mM MgCl2, 2.5 

mM BaCl2, and 5 mM HEPES pH 7.4. Current responses were evoked by 10 s applications of 

increasing concentrations of acetylcholine (starting at 200 μM). All data were analyzed using 

pClamp Clampfit 10.1 (Molecular Devices) and Origin 7.5 software (OriginLab, 

Northampton, MA). 

Toxins nomenclature. Newly characterized toxins were named according to the rational 

nomenclature proposed by King et al.
75

 with a greek letter associated with a biological 

function followed by the generic name indicating from which taxon the toxin is derived, 

genus and species indicated respectively by uppercase and lowercase letters, a number to 

distinguish different toxins with similar activity and a lowercase letter for isoforms. In this 

study, uppercase nu greek letter (N) was chosen as new descriptor of toxins active on 

melanocortin receptors. 
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Annexe 2. Informations supplémentaires de l’article « A Venomics approach coupled to 
High-Throughput toxin production strategies for the identification of the first melanocortin 
toxins” soumis au Journal of Chemical Chemistry. 
 
 

Figure S1. LC-MS analysis of five representative toxins with their cystein patterns, produced 

by solid phase chemical synthesis. For chemically produced peptides, analysis was performed 

on Elute Sp Pump HPG 700 (Brucker) coupled with AmaZon SL LC/MS (Bruker) at 214 nm.  

Column : XBridge® Peptide BEH C18 300Å 3.5µm, 4.6x150 mm (Waters); Gradient : 0-50% 

CH3CN/TFA0.1% in 50min ; flow rate : 1mL/min. Oxidation of a two disulfide bridge 

peptide can lead to one or several oxidized forms included dimers whereas oxidation of a 

three disulfide bridge peptide often lead to only one oxidized form. For –CCCC-CC- 

previously never described pattern, produced peptide contains only four of the six possible 

disulfide bridges. The surface of the peak corresponding to the correct mass was integrated for 

toxin quantification. 
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Figure S2. Analysis of 4 representative toxins with their cystein patterns, produced by 

recombinant expression. A) Analysis on a UHPLC (Accela High Speed LC) on a Hypersil 

GOLD column C18 175 Å 1.9 µm, 1x50 mm (ThermoScientific) at 280 nm. The acetronitril 

gradient is drawn on the graph. The surface of the peak corresponding to the correct mass was 

integrated for toxin quantification. Green arrows indicate the correct mass. Orange arrows 

indicates a ghost peak corresponding to the 80% acetonitrile flush. B) mass analysis on a 

MicroTOF (Bruker,  accuracy <5ppm,  resolution >10,000). An external calibration was 

performed using NaI clusters. C) Zoom on the most intense charge state. ppm: parts per 

million. 
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Figure S3. Quality assessment at each stage of M-TRTX-Preg1a (left panel) and M-BUTX-Ptr1a (right 
panel) production in Fmoc solid-phase chemical synthesis. (A) Peptide sequences with cysteine 
residues highlighted in red. (B) Analytical HPLC chromatogram of the crude peptide, (C) after 22h of 
oxidation, and (D) of the final purified product at 214 nm. Column: X-Bridge BEH 300Å 5 µm 4.6 x 250 
mm; Gradient: 10-50% CH3CN/TFA 0.1% in 40 min; flow rate: 1 mL/min. (E) MALDI-TOF spectra of the 
final pure products. Noted masses correspond to monoisotopic masses. A spontaneous transformation 
of the N-terminal glutamine (Q form) residue of the peptide N-BUTX-Ptr1a into a pyroglutamic acid (Z 
form) seems to occur during crude peptide deprotection and can be detected in the final purified 
product in spite of purification. 

1
1

.6
6

7

A
U

0.00

0.28

0.56

0.84

1.12

0.00

25.00

50.00

75.00

100.00

Minutes

0.0 3.0 6.0 9.0 12.0 15.0 18.0 21.0 24.0 27.0

1
8

.2
6

5
1

8
.7

7
2A

U

-0.06

0.00

0.06

0.12

0.18

0.00

25.00

50.00

75.00

100.00

Minutes

0.0 3.0 6.0 9.0 12.0 15.0 18.0 21.0 24.0 27.0

1
8

.0
7

7
1

8
.8

0
2

A
U

A
U

0.00

0.22

0.44

0.66

0.88

0.00

0.22

0.44

0.66

0.88

Minutes

0.00 4.00 8.00 12.00 16.00 20.00 24.00

1
0

.7
3

9

A
U

0.00

0.22

0.44

0.66

0.88

0.00

25.00

50.00

75.00

100.00

Minutes

0.00 3.00 6.00 9.00 12.00 15.00 18.00 21.00 24.00 27.00

λ = 214 nm 

λ = 214 nm 

2
4

.5
5

0
2

5
.3

9
4

A
U

0.00

0.20

0.40

0.60

0.80

0.00

25.00

50.00

75.00

100.00

Minutes

0.0 3.0 6.0 9.0 12.0 15.0 18.0 21.0 24.0 27.0 30.0 33.0 36.0 39.0

Q form 
3799,72 m/z 

 
Z form 

3782,73 m/z 

 

λ = 214 nm 

λ = 214 nm 

λ = 214 nm 
Q form 

3799.7 m/z 

 

Z form 
3782.7 m/z 

 

λ = 214 nm 



ANNEXES 
 

227 

 

 
Figure S4. Activity of 100 μM N-TRTX-Preg1a on ion channels. Representative whole cell 

traces of oocytes expressing cloned Nav isoforms (Nav1.1-Nav1.6, Nav1.8), KV isoforms 

(KV1.1-1.6, KV2.1, KV3.1, KV4.3, KV7.1, KV7.3, KV10.1, hERG), CaV3.3, GIRK1 or nAChRs 

(αβγδ and α7). The dotted line indicates the zero-current level. The red * lines indicate the 

steady-state current peak amplitude in the presence of 100 μM N-TRTX-Preg1a. 
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Figure S5. Activity of 100 μM N-BUTX-Ptr1a on ion channels. Representative whole cell 

traces of oocytes expressing cloned Nav isoforms (Nav1.1-Nav1.6, Nav1.8), KV isoforms 

(KV1.1-1.6, KV2.1, KV3.1, KV4.3, KV7.1, KV7.3, KV10.1, hERG), CaV3.3, GIRK1 or 

nAChRs (αβγδ and α7). The dotted line indicates the zero-current level. The blue * lines 

indicate the steady-state current peak amplitude in the presence of 100 μM N-BUTX-Ptr1a. 
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Table S1. Experimental NMR data used for the calculations, and final structural statistics for 

the ten models representative of the solution structure of N-TRTX-Preg1a. 

 

NMR constraints 

Distance restraints 

Total NOE 546 

Unambiguous 454 

Ambiguous 92 

Hydrogen bonds 10 

Dihedral Angle Restraints 38 

Disulfide bridges
a
 (C2-C19, C9-C22, C18-C27) 

Structural Statistics (6SAA.pdb) 

Average violations per structure 

NOEs ≥ 0.3Å 0 

Hydrogen bonds ≥ 0.5Å 0 

Dihedrals ≥ 25° 0 

Dihedrals ≥ 15° 3 

Average pairwise rmsd (Å) 0.18 

Ramachandran Analysis 

Most favored region 64.8% 

Allowed region 35.2% 

Generously allowed 0% 

Disallowed 0% 

Energies (kcal.mol
-1

)
b
 

Electrostatic -811 ± 8 

Van der Walls -169 ± 3 

Total energy -608 ± 15 

Residual NOE energy 26 ± 5 

a : Introduced as covalent bonds; b : values are given as mean ± standard deviation (n=10) 
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Table S2. Experimental NMR data used for the calculations, and final structural statistics for 

the ten models representative of the solution structure of N-BUTX-Ptr1a. 

 

NMR constraints 

Distance restraints 

Total NOE 839 

Unambiguous 558 

Ambiguous 281 

Hydrogen bonds 4 

Disulfide bridges ambiguous 

Structural Statistics (6SAB.pdb) 

Average violations per structure 

NOEs ≥ 0.3Å 0 

Hydrogen bonds ≥ 0.5Å 0 

Average pairwise rmsd (Å) 0.40 

Ramachandran Analysis 

Most favored region 53.0% 

Allowed region 40.3% 

Generously allowed 5.0% 

Disallowed 1.7% 

Energies (kcal.mol
-1

)
a
 

Electrostatic -1252 ± 46 

Van der Walls -116 ± 79 

Total energy -1056 ± 96 

Residual NOE energy 22 ± 6 

a : values are given as mean ± standard deviation (n=10) 
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Annexe 3. Criblage de conditions d’oxydation de N-CTX-Can1a. Pour chaque condition, le 
mélange réactionnel est analysé au bout de 24h. Colonne : X Bridge BEH 300 3.5 µm 4.6 x 
150 mm ; Gradient : 10% ACN puis 1% d’ACN/min ; débit : 1 mL/min. λ = 214 nm 
 

- Variation de la température et de la concentration en agent chaotropique 
Deux couples oxydo-réducteur ont été testés : Cys/CC et GSH/GSSG. Gnd, HCl : chlorure de 
guanidinium ; GSH : glutathion réduit ; GSSG : disulfure de glutathion ; TA : température 
ambiante 
 

Conditions 

  C finale 

  mM 

HEPES pH 7,5 200 

Cys 1 

CC 1 

Linéaire 0,04 
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Conditions 

  C finale 

  mM 

TRIS pH8 200 

GSH 0,5 

GSSG 0,5 

Linéaire 0,04 
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- Variation du pH (à température ambiante) 
Conditions pH 6.2-7.5 

  C finale 

HEPES  200 mM 

Gnd, HCl 2000 

Cys 1 

CC 1 

Linéaire 0.04 

 

 
 

Conditions pH 11 
H2O   

TRIS pH 11 200 

Gnd, HCl 2000 

GSH 1 

GSSG 1 

Linéaire 0.04 

 
 

A
U

%
 C

o
m

p
o
s
iti

o
n

0.10

0.20

0.30

0.40

0.00

20.00

40.00

60.00

80.00

100.00

Minutes

12.00 13.00 14.00 15.00 16.00 17.00 18.00 19.00 20.00



ANNEXES 
 

234 

 

- Utilisation uniquement forme oxydée : cystine (CC) 
Conditions 

 
C finale 

 
mM 

HEPES pH 7 200 

Gnd, HCl 2000 

Linéaire 0.04 

 

 
 
 
 

- Utilisation uniquement forme réduite : cystéine (Cys) 
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Annexe 4. Rendements des différentes étapes de production des différentes formes de N-
CTX-Can1a, N-CTX-Mil1a et N-CTX-Ltg1a produites en pontage dirigé. Le rendement de 
synthèse est calculé par dosage des Fmoc. Les rendements des deux étapes d’oxydation sont 
calculés après purification en HPLC du produit. 

 
Pont fixé 

Rdt de 
synthèse 

Rdt de la 
1ère 

oxydation 

Rdt du 
pontage 

dirigé 
Rdt global 

Can1a-2 C1-C6 65% 17% 29% 3% 

Can1a -3 C2-C6 69% 15% 54% 6% 

Can1a -4 C3-C6 63% 21% 36% 5% 

Can1a -5 C4-C6 65% 21% 71% 10% 

Mil1a Bead C1-C2 51% 39% 24% 5% 

Mil1a Globular C2-C4 52% 29% 28% 4% 

Mil1a Ribbon C2-C3 56% 45% 67% 17% 

Ltg1a Bead C1-C2 56% 83% 53% 25% 

Ltg1a Globular C2-C4 52% 29% 33% 5% 

Ltg1a Ribbon C2-C3 51% 31% 40% 6% 
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Annexe 5. Spectres de masse MALDI-TOF des différentes formes oxydées en pontage dirigé 
de N-CTX-Can1a. Le pont fixé est indiqué entre paranthèses. Les masses notées 
correspondent aux masses monoisotopiques. 
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Annexe 6. Oxydation aléatoire de P014846. A) Profil HPLC après 5 jours d’oxydation à 4°C. 
Colonne : X Bridge BEH 300 5 µm 4.6 x 250 mm ; Gradient : 15% ACN puis 1% d’ACN/min. B) 
Spectres de masse MALDI-TOF du pic majoritaire purifié. Les masses notées correspondent 
aux masses monoisotopiques. L’encadré est un agrandissement du massif isotopique de la 
masse majoritaire. 

A)  

B)  
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Annexe 7. LC-MS (ESI-IT) des formes oxydées «Bead », «Ribbon » et « Globular » de N-CTX-
Mil1a. La masse majoritaire de chacun des spectres est signalée en gras. La masse de la 
toxine N-CTX-Mil1a est soulignée lorsqu’elle est détectée. Colonne : XBridge® Peptide BEH 
C18 300Å 3.5 µm, 4.6x150 mm ; Gradient : 0% ACN/TFA0.1% puis 1% CH3CN/TFA0.1% /min. 
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Titre : Des toxines animales comme ligands innovants des récepteurs aux mélanocortines 

Mots clés : RCPG, MC4R, Toxines animales, HT1-0, obésité, cachexie  

Résumé : Le sous-type 4 des récepteurs aux 

mélanocortines (MC4R) est une cible 

thérapeutique pour le traitement des troubles de 

l’homéostasie énergétique. Aucun traitement 

efficace n’est pour l’instant sur le marché. Dans 

ce contexte, une banque de toxines animales 

synthétiques a été criblée, aboutissant à 286 

hits. Au vue de ce chiffre exceptionnel, cinq des 

toxines les plus originales au niveau séquence 

ont été sélectionnées et caractérisées 

pharmacologiquement. N-TRTX-Preg1a de 

l’araignée Poecilotheria regalis et N-BUTX-

Ptr1a du scorpion Parabuthus transvaalicus 

sont les premières toxines agonistes du sous-

type 1 des récepteurs aux mélanocortines 

(MC1R). Ce récepteur stimule la pigmentation 

de la peau et joue un rôle clé dans la prévention 

du mélanome. Les deux toxines forment 

chacune un nouveau groupe au sein de leur 

famille de toxines, respectivement les knottin et 

les toxines CSαβ. L’étude des conotoxines N-

CTX-Can1a et N-CTX-Mil1a, a été abandonnée  

du fait de la complexité de leur synthèse et de 

leur faible affinité. N-CTX-Ltg1a, issue du cône 

Conus lithoglyphus, est une toxine prometteuse. 

Sa séquence ne ressemble à aucune famille 

connue de toxine et elle présente une affinité 

nanomolaire sur MC4R. Avec 4 cystéines, elle 

peut être oxydée de trois façons différentes, 

rendant son étude complexe. Nous avons 

simplifié progressivement cette toxine pour 

aboutir à un peptide linéaire simple à produire 

et plus affin d’un facteur 3 que la toxine de 

départ avec une sélectivité d’un facteur 3 à 13 

par rapport aux autres MCRs. La Hunger-Toxin 

(HT1-0) antagonise l’activation des voies de 

signalisation Gs, G15 et β-arrestine 2 du MC4R. 

Des études de relation structure-activité ont 

permis de délimiter les zones importantes dans 

l’interaction avec MC4R et serviront à 

l’optimisation future du peptide. 

Prochainement, la confirmation in vivo de 

l’effet anorexigène pourrait ainsi ouvrir la voie 

vers un nouveau traitement de la cachexie.  
 

 

Title : Animal toxins as innovative ligands on melanocortin receptors 

Keywords : GPCR, MC4R, animal toxin, HT1-0, obesity, cachexia 

Abstract: Melanocortin 4 receptor (MC4R) is 

a therapeutic target for the treatment of energy 

homeostasis disorders. No effective treatment 

is currently available on the market. In this 

context, screening of a synthetic toxin bank 

resulted in 286 hits. In light of this exceptional 

figure, five of the most original sequences have 

been selected and pharmacologically 

characterized. N-TRTX-Preg1a from the spider 

Poecilotheria regalis and N-BUTX-Ptr1a from 

the scorpion Parabuthus transvaalicus are the 

first toxins agonist of the melanocortin 1 

receptor (MC1R). This receptor stimulates skin 

pigmentation and plays a key role in preventing 

melanoma. Each forms a new group within its 

family, respectively knottin and CSαβ toxins. 

The study of N-CTX-Can1a and N-CTX-

Mil1a, two conotoxins, was discontinued due 

to the complexity of their synthesis and their  

low affinity for MC4R. N-CTX-Ltg1a, from 

the cone snail Conus lithoglyphus, is a very 

promising toxin. It is not linked to any known 

toxin family and exhibits nanomolar affinity on 

MC4R. With four cysteines, the toxin can be 

oxidized into three different forms, making its 

study complex. We gradually simplified it to a 

linear peptide that is easy to produce and 3-fold 

more potent on MC4R than the original toxin 

with a 3-13-fold selectivity compared to other 

MCRs. Hunger-Toxin (HT1-0) antagonizes the 

activation of the signaling pathways Gs, G15 

and β-arrestin 2 of MC4R. Structure-activity 

relationship studies have identified important 

areas in the interaction with MC4R and will be 

used for future peptide optimization. In the 

near future, the in vivo confirmation of the 

anorexigenic effect could thus pave the way for 

a new treatment of cachexia. 
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