tion olfactive. Lors de plusieurs études
menées au cours des années 2000, on a
appris aux abeilles a associer une odeur a
une récompense sucrée et on a observé le
role des corps pédonculés dans la mémo-
risation: lorsque cette structure cérébrale
était détruite ou inhibée par des substances
chimiques, les abeilles ne parvenaient plus
a mémoriser les odeurs.

Pour trouver les bases neuronales des
concepts, la premiere étape est donc de
vérifier I'implication des corps pédonculés.
Plusieurs laboratoires pensent lancer des
projets en ce sens dans I'année a venir. Ils
devraient obtenir des résultats au cours des
deux ou trois prochaines années.

Comment observer le cerveau des
abeilles en fonctionnement? Les techniques
d’imagerie par résonance magnétique
(IRM) sont inapplicables, car leur réso-
lution est de I'ordre du millimetre, et le
cerveau de 'abeille mesure moins de un
millimetre cube. En revanche, la robus-
tesse de l'abeille autorise les méthodes
invasives. On réalise donc de I'imagerie
cérébrale en ouvrant la cuticule (la cara-
pace) du crane (une opération indolore,
cette cuticule n’étant pas innervée), puis en
injectant un colorant dans le cerveau : cette
substance se colore en présence des ions
calcium libérés par les neurones lorsqu’ils
émettent des impulsions électriques. On
observe alors le cerveau de I'abeille au
microscope (voir la figure 3).

On utilise égalementI'électrophysiologie :
cette technique consiste a mesurer directe-
ment 'activité de neurones et d’ensembles
de neurones en implantant des électrodes
dans le cerveau des insectes. La pointe de
I’électrode est placée soit a la surface du
neurone, soit a I'intérieur.

Lasseule limitation, en passe d étre réso-
lue, estla difficulté d'étudier des apprentis-
sages complexes sur des abeilles immobi-
lisées en laboratoire. Cette immobilisation
est nécessaire pour I'imagerie cérébrale et
l'enregistrement de l'activité du cerveau. Or
une abeille immobilisée peine a apprendre
de simples couleurs et est incapable de
mémoriser des concepts relationnels. Une
solution en cours de développement serait
d’utiliser des simulateurs de vol ou de
marche, qui donneraient I'impression d'un
mouvement libre a 1’abeille immobilisée.
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5. LES CORPS PEDONCULES [en violet) pourraient étre I'aire cérébrale responsable des
concepts relationnels chez I'abeille. En effet, ils sont trés développés et regoivent des informa-
tions de multiples zones du cerveau — a l'instar du cortex préfrontal des primates, qui sous-
tend les fonctions cognitives supérieures chez ces animaux.

Des dispositifs de ce type ont déja été
développés par plusieurs équipes de1'Uni-
versité de Queensland, en Australie. Dans
I'und’eux, I'abeille est collée a une tige qui
la maintient sur une boule tournant quand
ellemarche. L'analyse des mouvements de
laboule, maintenue en suspension par un
flux d’air, renseigne sur la direction dans
laquelle I'abeille veut se diriger et sur sa
vitesse. Nous voudrions utiliser un simu-
lateur de marche de ce type, avec un écran
cylindrique o1 serait projetée une image qui
bougerait en fonction des mouvements de
I'abeille. Le simulateur de marche semble
suffire a autoriser des apprentissages com-
plexes et est plus simple et moins cofiteux
qu’un simulateur de vol.

En paralléle, des modélisations de ces
apprentissages devront étre réalisées pour
comprendre leurs fondements neuronaux.
Dans une telle modélisation, un neurone
virtuel intégre des stimulations excitatrices
ou inhibitrices en provenance d'autres neu-
rones. Quand un certain seuil d’excitation
est atteint, il envoie un message excitateur
ou inhibiteur a d’autres neurones.

En 2011, I'équipe de Barbara Webb, de
I'Université d Edimbourg, en Ecosse, a obtenu
des premiers résultats pour des apprentis-
sages simples (la mémorisation d’odeurs)
chezla drosophile, dont le cerveau est bien
moins complexe que celui del'abeille. Dans
sa simulation, la perception d"une molécule
odorante entrainait'activation d un ensemble
deneurones, chacun réagissant a une carac-
téristique chimique particuliere. Lorsque cet
ensemble était activé en méme temps que les

neurones détectant la récompense sucrée (ce
qui se produit quand les abeilles trouvent
cette récompense en méme temps qu’elles
pergoivent]'odeur), les synapses connectant
les neurones en jeu étaient potentialisées,
est-a-dire quelles devenaient plus efficaces
pour transmettre le signal. Apres quelques
essais virtuels, 'activation du circuit neuronal
codant]’odeur suffisait a activer celui dela
détection du sucre. Cest ainsi qu'un insecte
réel serait attiré vers la source de I'odeur.

B. Webb a déduit de ses travaux qu'un
grand nombre de neurones n’est pas néces-
saire pour mémoriser une odeur: c’est
le nombre de synapses qui importe. Des
projets sont en cours d’élaboration pour
simuler I'encodage d’apprentissages plus
complexes, tels ceux de catégories percep-
tives, chez les abeilles.

Le cas des abeilles montre que la mani-
pulation de concepts relationnels n’est pas
l'apanage des vertébrés. L'étude de ces facul-
tés chezl'insecte devrait nous renseigner sur
la complexité cérébrale minimale permet-
tant d’atteindre de tels niveaux cognitifs.
Enfin, elle ouvre des perspectives dans le
domaine de l'intelligence artificielle et de
la reconnaissance visuelle par ordinateur.
La rapidité avec laquellel'abeille apprend
les concepts relationnels montre qu’elle
a développé des mécanismes cérébraux
efficaces pour effectuer cette tache. Quand
nous les aurons mieux compris, nous pour-
rons nous en inspirer pour concevoir des
logiciels de reconnaissance visuelle sus-
ceptibles d’étre utilisés notamment dans
des robots miniatures. ]
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Des

La membrane des cellules
est infranchissable pour
nombre de molécules
présentant un intérét
thérapeutique. De petits
fragments de protéines
découverts dans

les années 1990 pourraient
leur permettre d’accéder
alintérieur des cellules.

nouvelles molécules ayant un intérét

thérapeutique n’a cessé de croitre.
Toutefois, un obstacle majeur limite le
développement de nouveaux médicaments:
parmi ces molécules, rares sont celles qui
franchissent la membrane des cellules et
en atteignent l'intérieur, ou elles pour-
ront remplir leur role. Couplage avec des
lipides, ajout de molécules agissant sur
les membranes cellulaires, perméabilisa-
tion électrique des tissus in vivo, diverses
méthodes ont été développées pour faciliter
I’entrée de ces molécules dans les cellules.
Toutefois, ces méthodes perturbent les
cellules ou restent peu efficaces.

Une autre voie, cependant, semble pro-
metteuse: certains fragments de protéines
—ou peptides - facilitent ]'absorption, par
les cellules, des molécules auxquelles ils
sont liés, et ce sans perturber lamembrane
cellulaire. L'histoire de leur découverte a
été riche en rebondissements, et la piste a
méme failli étre abandonnée. Néanmoins,
les multiples preuves de son efficacité et
de son innocuité laissent penser qu’elle
pourrait devenir un outil important de
la recherche pharmaceutique.

L'intérét pour ces peptides particuliers
a commencé au début des années 1990,
lorsque deux biologistes de1'Ecole normale

C es dernieres années, le nombre de
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L’ESSENTIEL

= La membrane des cellules
ne laisse passer que peu
de molécules, en général
de petite taille
et non chargées.

mLes biologistes
cherchent un moyen
de faire pénétrer
de fagon ciblée dans
certaines cellules des

molécules plus grandes
a effet thérapeutique,
telles que de I'ADN

ou des protéines.

mDes fragments
de protéines nommés
peptides de pénétration
cellulaire apportent une
solution prometteuse,
car méme associés
aune macromolécule,
ils entrent facilement
dans les cellules.

CLES

moleculaires
pour les cellules

Roland Brock et Wouter Verdurmen

supérieure, a Paris, Alain Prochiantz et
Alain Joliot, ont découvert une étonnante
propriété d'une protéine impliquée dans
le développement des neurones chez la
drosophile et nommée antennapedia. La
protéine induit la production de cellules
neuronales a partir de cellules non spéciali-
sées—un processus nommé différenciation
neuronale —, et les deux biologistes cher-
chaient a préciser le mécanisme en jeu en
reproduisant son action sur des cellules
en culture.

Pour introduire la protéine dans ces
cellules, ils ont rendu les membranes cel-
lulaires légerement perméables par addi-
tion de certaines substances, car dans des
conditions normales de culture, les cellules
n’absorbent pas facilement des molécules
aussi grandes que des protéines. A leur
grande surprise, cependant, A. Prochiantz
et A. Joliot ont constaté que la protéine
antennapedia pénétrait méme dans les
cellules intactes, non perméabilisées, ot
elle activait la différenciation neuronale.
La protéine avait donc atteint sa cible, le
noyau cellulaire, ot elle jouait son role
dans la régulation des genes.

Peu apres cette découverte, en 1994, la
méme équipe a montré qu'antennapedia
traverse la membrane des cellules grace a
une petite région de la protéine. Et qu'un
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peptide de 16 acides aminés (les consti-
tuants des protéines) synthétisé a l'image
de ce domaine était aussi capable de fran-
chir lamembrane des cellules. La synthese
d’un fragment de protéine aussi court est
facile et rentable. De la description de ce
«peptide de pénétration cellulaire » (cell
penetrating peptide ou CPP) nommé péné-
tratine par ses découvreurs a la recherche
d’applications biotechnologiques, il n'y
avait qu'un pas: si ce peptide, une fois
couplé a d’autres molécules, assurait
leur entrée dans les cellules, les pers-
pectives seraient nombreuses. Le
premier succes futle transport d'un
peptide qui inhibe une enzyme, la
protéine kinase C.

Les biologistes ont aussi recher-
ché les propriétés structurelles confé-
rantau peptide pénétratine sa capacité
de transporteur. Ils eurent rapidement
la réponse. Deux ingrédients étaient
nécessaires pour une absorption efficace
des molécules dans les cellules: des chaines
d’acides aminés portant une charge élec-
trique positive et quelques longues chaines
d’acides aminés hydrophobes.

Des peptides qui
pénetrent dans
les cellules

Dés 1988, Maurice Green et Paul Lowen-
stein, a I'Université de Saint Louis, dans
le Missouri aux Etats-Unis, ainsi qu'Alan
Frankel et Carl Pabo, de 1'Université Johns
Hopkins, a Baltimore dans le Maryland,
avaient publié des observations similaires
avec la protéine TAT du virus de I'immu-
nodéficience humaine (VIH): les cellules
absorbaient spontanément la protéine,
qui y activait alors la transcription des
genes du virus.

L'équipe de Bernard Lebleu, del'Institut
de génétique moléculaire de Montpellier,
identifia par la suite dans la protéine TAT un
domaine de 11 acides aminés responsable
du processus. Ce fragment a ensuite été
étudié plus en détail, lui aussi en tant que
peptide de pénétration cellulaire.
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Les observations de la pénétration dans
les cellules ont immédiatement suscité un
grand intérét en biotechnologie, car elles
réfutaient un dogme selon lequel les grosses
molécules hydrophiles (ayant une affinité
pour I'eau) ne pouvaient pas accéder au
milieu intérieur de la cellule, le cytoplasme,
sans endommager la membrane. C'était ce
qu’avaient montré notamment des essais
antérieurs, réalisés avec des peptides et des
polymeres agissant sur la membrane. Ces

molécules, qui ressemblent par certaines
propriétés aux peptides de pénétration
cellulaire, facilitent certes 1’entrée de
protéines dans les cellules, mais ce
faisant, elles perturbent les mem-
branes, parfois s’y incorporant et
modifiant leurs propriétés jusqu’a

les détruire.
Ainsi, Hugues Ryser et Ronald

Hancock, de 1'Université Harvard a

Boston, avaient montré des 1965 qu’en
présence de chaines composées de nom-
breux acides aminés portant une charge
positive —une succession d’acides aminés
lysine (ou polylysine), par exemple —, la
protéine albumine pénetre plus de 50 fois
mieux dans les cellules. Etla méme expé-
rience reproduite dans les années 1970 avec
la polylysine couplée a des protéines et a
des molécules plus petites que I'albumine
a donné des résultats similaires. Toutefois,
il s’est révélé que les polymeres de lysine
endommagent les cellules en raison de
leur effet sur la membrane, a 1'instar des
peptides testés avant la découverte des
peptides de pénétration cellulaire.

Enrevanche, le transport de molécules
couplées a ces nouveaux peptides est bien
moins perturbant pour les cellules. Ces
peptides rendent le cytoplasme accessible a
des molécules qui, de par leurs propriétés,
ne peuvent diffuser a travers la membrane
et pour lesquellesiln’existe pasnon plus de
canaux ou de transporteurs membranaires.
Ces molécules sont par exemple de courtes
séquences d’ADN ou d’ARN —des oligonu-
cléotides -, tels les petits ARN interférants
(ARNI) qui contrdlent1'activité des genes,
mais aussi des protéines, des peptides et
méme des nanoparticules (voir la figure 2).
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Les peptides de pénétration cellulaire
constituent donc une aide universelle pour
importer des macromolécules a visée thé-
rapeutique dans les cellules. La membrane
cellulaire ne laisse passer que tres peu
de molécules. De par sa structure et ses
propriétés chimiques, elle sert de barriere
hautement sélective et contrdle ainsi la
composition du cytoplasme. Alors que les
surfaces interne et externe de lamembrane
portent des charges électriques et sont
hydrophiles, I'intérieur de la membrane,
constitué d’acides gras, est hydrophobe.
C’est pourquoi seules de petites molécules
non chargées et hydrophobes réussissent
a traverser la membrane: les molécules
chargées sont repoussées ou se collent a
la surface de la membrane, tandis que les
molécules hydrophiles sont repoussées par
les chaines grasses dont est formé 1'inté-
rieur de la membrane. Toutes les molé-
cules chargées ou, plus précisément, les
grandes molécules polaires (c’est-a-dire
dont les charges sont réparties de fagon
asymétrique) nécessitent des canaux ou
des molécules de transport pour franchir
la membrane.

Une absorption directe ?

Or il n’existe aucun transporteur de ce
type pour les macromolécules telles que
les oligonucléotides, les peptides ou les
protéines. Leur seul moyen d’entrer dans
la cellule est I'endocytose. Au cours de
ce processus, les cellules capturent des
molécules et des particules du milieu qui
les entoure a l'aide de récepteurs a leur
surface (ou parfois sans récepteur), puis
les enferment dans des vacuoles formées
a partir de la membrane, nommées endo-
somes. Les endosomes fusionnent avec
d’autres vacuoles, les lysosomes, lesquelles
contiennent des enzymes qui dégradent
les macromolécules telles que les protéines
ou I’ADN. De ce fait, seuls les éléments
constitutifs de ces macromolécules, ¢’est-a-
dire des acides aminés ou des nucléotides,
arrivent dans le cytoplasme. Cette voie
d’acces est donc peu utile pour importer
des molécules thérapeutiques: avant que
ces dernieres puissent remplir leur fonction,
la plupart sont détruites.

On comprend d’autant mieux l'en-
thousiasme suscité par la découverte des
peptides de pénétration cellulaire que les
premiéres recherches sur leur mode d’entrée
ont permis de conclure a une importation

directe de ces peptides et de leur charge-
ment dans le cytoplasme, sans endocytose.
D’apres le modele de I'époque, les peptides
provoquaient une perturbation minime de
la structure membranaire, suffisante pour
laisser passer le peptide et son chargement
atravers la membrane jusque dans le cyto-
plasme, mais trop faible pour perturber le
fonctionnement de la cellule.

Une série de résultats étayait le modele.
Notamment, deux observations allaient a
l'encontre d'un mécanisme d’endocytose
par récepteur. D'une part, que le peptide
de pénétration cellulaire ait été synthétisé a
partir d’acides aminés dits L ou a partir de
leurs images dans un miroir (acides aminés
dits D), son absorption restait constante. Or
un récepteur spécifique du peptide L ne
peut reconnaitre le peptide D correspon-
dant. D’autre part, méme a des concentra-
tions élevées, les quantités de molécules
transférées dans la cellule ne tendaient pas
vers un maximum: le mécanisme d’entrée
n’étaitjamais saturé au point de se bloquer,
contrairement al’endocytose par récepteur,
limitée par le nombre de récepteurs a la
surface de la cellule.

En outre, I'importation n’était pas
non plus perturbée par des conditions qui
bloquent 1’endocytose, telles que I'aug-
mentation de la rigidité de la membrane
par refroidissement ou la suppression
des molécules qui fournissent I'énergie
nécessaire au processus. Ainsi, alors que
'endocytose est stoppée par une baisse de
la température des cellules a 4 °C ou par
une pénurie des molécules qui transportent
I’énergie, I'absorption via des peptides de
pénétration cellulaire n'était pas perturbée.
Enfin, des études physicochimiques visant
a déterminer les interactions des peptides
aveclamembrane, ainsi que des expériences
réalisées sur des modeles de membrane
confortaient I'hypothese d"une absorption
directe. Ainsi, a la fin des années 1990, le
mécanisme d'importation des peptides de
pénétration cellulaire paraissait élucidé.

La pénétration se fait
par endocytose

Les choses se sont alors compliquées. Tout
d’abord, en 1999, nous avons obtenu un
résultat inattendu. Nous avions voulu
utiliser de tels peptides pour étudier les
interactions des protéines al'intérieur des
cellules, mais nos premiers travaux ont tout
de suite remis en question la représenta-
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tion établie, selon laquelle I'absorption
par les cellules serait indépendante du
chargement: dans nos expériences, les
quantités importées variaient notablement
lorsqu’on modifiait quelques acides aminés
du peptide transporté.

Puis en 2003, une nouvelle étude de
’équipe de B. Lebleu a marqué un tour-
nant dans la recherche sur les peptides de
pénétration cellulaire. Les biologistes de
Montpellier se sont apergus que la technique
qui permet de conserver les cellules entre
lame etlamelle et de les observer au micros-
cope, la fixation, influe sur la répartition
des peptides dans la cellule. La fixation,
qui agit par coagulation ou précipitation de
certains composants cellulaires, consiste a
immobiliser les cellules en les conservant
dans un état le plus proche possible de leur
état naturel. Or jusqu’alors, presque toutes
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les expériences d’absorption de peptides
avaient été analysées sur cellules fixées,
car pour les besoins de la microscopie, les
peptides étaient marqués par un colorant
quine pouvait accéder au milieu intracel-
lulaire qu’apres fixation.

Ainsi, selon B. Lebleu et ses collegues,
les preuves expérimentales d une absorption
directe reposaient en grande partie sur un
effet secondaire dela fixation : ce processus
endommage les membranes, ce qui permet
aux peptides d’accéder au cytoplasme, qu'ils
se soient trouvés a la surface de la cellule
ou déja al'intérieur, au sein d’endosomes.
Une fois dans le cytoplasme, les peptides
se répartissent uniformément, puis se lient
ades protéines. Ce scénario explique aussi
pourquoi, dans les expériences précédentes,
le froid ou le manque d’énergie n’avaient
pasinhibé I'absorption: dans ces conditions,

Peptide de
pénétration
cellulaire

les peptides se fixaient a la face externe des
cellules et accédaient ensuite a l'intérieur
de la cellule grace a la fixation.

Enrevanche, lorsque les biologistes ont
reproduit I'expérience dans des cellules
en culture, non fixées, avec des peptides
couplés a une molécule fluorescente, ils ont
observé au microscope des points lumineux
révélant des vacuoles intracellulaires qui
n’étaient autres que... des endosomes.
Etlorsqu’ils bloquaient I'endocytose, par
exemple par le froid, la coloration des
endosomes était plus faible.

Cela signifie que les peptides pénétrent
dansa cellule non pas en traversant directe-
ment lamembrane, mais essentiellement par
unmécanisme d’endocytose sans récepteur.
En revanche, I'absorption de la protéine
antennapedia semble bien directe, comme
décrite dans les années 1990.
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2. DES MOLECULES HABITUELLEMENT INCAPABLES DE TRAVERSER la membrane cellu-
laire — peptides, protéines, oligonucléotides, et méme nanoparticules — y parviennent a l'aide
de peptides de pénétration cellulaire. Ce mécanisme élargit la recherche de nouveaux médica-
ments a toutes ces classes de molécules, alors qu’elle était cantonnée auparavant aux petites
molécules, seules capables de traverser la membrane cellulaire.

D’autres recherches avaient indiqué
I’existence d"une absorption par endocy-
tose, mais ce fut cette étude-la qui réorienta
profondément les recherches sur les pep-
tides de pénétration cellulaire. Jusqu'alors,
ces peptides étaient considérés avant tout
comme des outils moléculaires d utilisa-
tion simple. Et voila qu'ils devenaient des
éléments absorbés par endocytose, un
processus complexe qui aboutit le plus

souvent a une destruction, dans les lyso- G I O s S a i re

somes, des molécules absorbées avec eux.

En outre, plusieurs expériences menées sur Membrane cellulaire

de tels peptides n’ont pas donné les résul- Membrane qui entoure

tats espérés, ce qui a renforcé les doutes la cellule, composée

concernant la méthode. d’une double couche de lipides
Ces revers auraient pu sonner la fin dans laquelle s’insérent

des recherches menées sur les peptides de diverses protéines

pénétration cellulaire. Au lieu de cela, les (récepteurs, canaux, etc.).

scientifiques ont redoublé d’efforts dans

des directions tres diverses. La recherche Cytoplasme

sur ces peptides devint interdisciplinaire Ensemble du matériel (hors

et inclut la chimie, la pharmacologie et la noyau) que contient la cellule.

biologie cellulaire. Plusieurs facteurs ont
contribué a ce développement surprenant.
D’une part, l'existence d"une absorp-
tion efficace par endocytose sans récepteur
était en soi une découverte importante.
D’autre part, des peptides de pénétration
cellulaire avaient déja fait leurs preuves.
Il semblait donc que cela fonctionnait Oligonucléotide
malgré tout. Le défi consistait désormais Court fragment d’ADN ou d’ARN.

Peptide

Courte chaine d’acides
aminés, les constituants
des protéines.
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a comprendre les causes du succes et a les
transposer a d’autres situations. De plus,
entre-temps avaient été mises au point
des techniques pour libérer le contenu
des endosomes dans le cytoplasme avant
que les molécules internalisées ne soient
dégradées dans les lysosomes. Il suffisait
d’adapter ces stratégies aux conditions
expérimentales des peptides de péné-
tration cellulaire.

Par ailleurs, le besoin d"un outil per-
mettant de faire entrer des macromolécules
dans les cellules se faisait de plus en plus
pressanten pharmacologie. Notamment, des
oligonucléotides permettant d'inactiver des
genes —en l'occurrence avant tout les ARN
interférants évoqués plus haut - s’étaient
révélés particulierement prometteurs dans
le traitement de certaines maladies, et on
espérait les amener au contact de leur
cible a I'aide de peptides de pénétration
cellulaire. Plus que jamais, 1 objectif était de
s’affranchir des limites fixées par 'utilisa-
tion de petites molécules, afin de lancer le
développement de nouveaux médicaments
a base de macromolécules.

Pres de 100 peptides
. ege /7
identifiés

Depuis, un nombre croissant d’équipes,
principalement en Europe, aux Etats-Unis et
au Japon, ont identifié pres de 100 peptides
de pénétration cellulaire et des variantes
de certains peptides déja connus. Plu-
sieurs mécanismes d’absorption ont été
mis en évidence, qui dépendent du pep-
tide, de son chargement et de la concen-
tration utilisée. Par exemple, couplées a
des peptides de pénétration cellulaire, des
petites molécules peu hydrophiles, telles
que les substances actives anticancéreuses,
sont directement absorbées a travers la
membrane. En revanche, dans le cas de
macromolécules telles que des protéines,
l'internalisation a lieu par endocytose. Par
ailleurs, pour une raison encore incon-
nue, 'efficacité d'un peptide varie selon
le type cellulaire. Mais un peptide bien
choisi permettrait de cibler une population
de cellules particuliere, par exemple des
cellules cancéreuses, ce qui diminuerait
le risque d’effets indésirables.

Les processus moléculaires de 1'ab-
sorption d'un peptide de pénétration cel-
lulaire ne sont pas encore entierement
expliqués. Le peptide se fixe d’abord sur
la membrane cellulaire, étape au cours de
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laquelle la liaison de domaines du peptide
chargés positivement a des charges néga-
tives présentes sur la membrane joue un
role important. Ces charges négatives se
trouvent par exemple sur des molécules de
sucre, associées aux éléments constitutifs
de la membrane (voir la figure 1). La fagon
exacte dont la fixation du peptide a la
surface externe de la membrane entraine
ensuite ]'absorption reste a découvrir. On
sait seulement que certains peptides pro-
voquent une réorganisation du squelette
dela cellule, ou cytosquelette, un ensemble
de filaments qui sous-tendent la membrane
de la cellule et lui conférent sa forme.

Alintérieur des endosomes, une grande
partie des molécules couplées aux peptides
de pénétration cellulaire sont dégradées et
peu arrivent intactes dans le cytoplasme.
Leur quantité dépend du peptide utilisé (ce
qui détermine de fagon décisive la qualité du
peptide en tant que facteur d'importation).
C’est pourquoi les chercheurs ont développé
des stratégies pour faciliter la libération du
contenu des endosomes.

Deux stratégies sont utilisées. D'une
part, des modifications structurelles du
peptide suffisent parfois a libérer les macro-
molécules associées dans le cytoplasme
avant qu’elles n"atteignent les lysosomes.
Elles consistent a ajouter au peptide des
groupes chimiques qui réagissent a ’aci-
dité, le contenu des endosomes étant plus
acide (pH égal a 5) que le cytoplasme (pH
égal a 7). D’autre part, on peut associer
aux peptides de pénétration cellulaire des
molécules qui déstabilisent la membrane
des endosomes. Cette seconde stratégie
a pris exemple sur le virus de la grippe,
dont le matériel génétique, apres endo-
cytose, se libere tres efficacement dans le
cytoplasme, grace a certains domaines pro-
téiques qui déstabilisent les membranes.

Traverser la barriere
hémato-encéphalique ?

La perspective de pouvoir introduire
dans les cellules, grace a ces peptides,
des molécules jusqu’ici non utilisables en
thérapeutique a permis aux chercheurs de
procéder aussitot aux premiers essais chez
la souris. Lors d"une expérience clé de ce
domaine de recherche, I'équipe de Steven
Dowdy, qui travaillait alors a I'Institut
médical Howard Hugues et a I'Université
de Washington, aux Etats-Unis, a réussi
a introduire dans les cellules de souris
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Peptide
de pénétration
cellulaire

Endocytose

Mécanisme par lequel

la cellule internalise

des molécules extérieures:
des vacuoles remplies

de liquide extracellulaire,
les endosomes, se creusent
a sa surface, se détachent
et migrent dans la cellule.

Lysosome

Vacuole dans laquelle

des protéines et des
nucléotides sont dégradés
en leurs constituants.

Epissage alternatif
Processus parlequel, aprés
transcription d’un géne,
l'intermédiaire — un ARN
messager mature — est
obtenu par excision de
certains segments d’ARN.
Une mutation du gene peut
perturber son déroulement,
de sorte que I’ARN messager
produit ne permette pas

la synthése d’une protéine
fonctionnelle.

Molécule
de sucre

Protéine
membranaire

CELLULE

une enzyme couplée au peptide TAT.
Aprés avoir injecté I'enzyme a I’animal,
les scientifiques I'ont détectée dans tous
les tissus, y compris le cerveau. Cette
étude suggere que I'enzyme, non seule-
ment avait pénétré dans les cellules de
tous les tissus, mais avait aussi franchi
la barriere physiologique qui sépare le
systeme nerveux central de la circulation
sanguine — la barriere hémato-encépha-
lique, filtre particulierement sélectif qui
proteége le cerveau des agents pathogenes.
Ce résultat reste toutefois a confirmer.
Encouraggés par ces premieres résultats,
diverses équipes universitaires et entre-
prises de biotechnologie ont entrepris des
études chez la souris et chez 'homme. La
société américaine Psorban a été la premiere
a tester un peptide hepta-arginine couplé a
I'immunosuppresseur cyclosporine (cette
molécule bloque la réponse immunitaire),
pour une utilisation sur la peau en cas de
psoriasis, une maladie auto-immune. Mais
les résultats ont été décevants.
L'utilisation de nucléotides couplés
a un peptide de pénétration cellulaire
dans le traitement de la myodystrophie de
Duchenne semble en revanche plus pro-
metteuse. Cette maladie génétique entraine
une faiblesse musculaire a issue fatale, en
particulier chez les garcons. L'objectif est
de corriger un défaut d'épissage alternatif
(le mécanisme qui permet de produire

O,

3. LES PEPTIDES DE PENETRATION CELLULAIRE accédent a lintérieur de la cellule par diffé-
rents mécanismes. Le principal est 'endocytose [A1 & A3]. Des molécules présentant des
charges positives se lient a la surface de la cellule grace a la présence de sucres portant des
charges négatives, localisés sur des protéines de la membrane (A1]. Aprés endocytose (A2),
les peptides et leur éventuel chargement accédent au cytoplasme (A3). Un autre mécanisme,
plus rare, est le passage direct a travers la membrane (B).
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Vers des applications thérapeutiques

\

Montpellier,deuxgroupesdere-
Acherche ont indépendamment
débuté des travaux pionniers pour
surmonter les problemes d'interna-
lisation de biomolécules en utilisant
despeptidesdepénétrationcellulaire.
Leurs études visent le traitement de
diverses pathologies.

L'équipedeBernardLebleuadéve-
loppé le peptide TAT (48-60) issu du
virusdel'immunodéficiencehumaine,
quiresteaujourd’huil’'undespeptides
de pénétration cellulaire les plus étu-
diés. Cette équipe a aussi contribué
a la caractérisation in vitro et in vivo
denouveauxpeptidesrichesenacide
aminéarginine,encollaborationavec
|'équipe de Michael Gait, de I'Univer-
sitéde Cambridge. Cespeptidesinter-
nalisés par endocytose sont associés
a des molécules actives via une stra-
tégie dite covalente mettant en jeu
la formation d‘une liaison chimique
entre le peptide vecteur et la mo-
lécule a transférer dans les cellules.
Deuxexemples,enparticulier,ontdon-
né des résultats encourageants: des
oligonucléotides construits pour em-
pécher la traduction anormale de sé-
quences ARN dans le traitement de la

myopathie de Duchenne, et des pep-
tides cardioprotecteurs pour le trai-
tement des lésions du myocarde a la
suited'uninfarctus.Danslesdeuxcas,
des résultats prometteurs ont été ob-
tenus apres injection dans des mo-
deles animaux, avec d'intéressantes
perspectivesd'applicationscliniques.
Desoncoté, I'équipede GillesDivita
aétélapremierea utiliser des vecteurs
peptidiquespourletransportdebiomo-
|écules dans les cellules via une stra-
tégie non covalente. Les peptides uti-
lisés, dits amphipathiques, présentent
a la fois un groupe hydrophi-le et un
groupehydrophobe.Courts, ilssontca-
pables de former des nanostructures
non covalentes stables avec les mo-
[écules biologiques. Ces peptides per-
mettent le transport de biomolécules
dansdenombreuxtypescellulairessans
altérer leur fonction biologique, selon
unmécanismeindépendantdel’endo-
cytose, contrdlé par le potentiel élec-
trique de la membrane et sa fluidité.
Ces peptides vecteurs ont été utilisés
avec succes ex vivo et in vivo pour
transporter différents types de bio-
moléculesactives (peptides, protéines,
acides nucléiques, ARN interférants).

Un peptide de pénétration cellulaire (en vert] a été internalisé
dans le cytoplasme de cellules isolées de ceeur de souris
non fixées (en rouge, les membranes de la cellule et en bleu,

le noyau cellulaire). -

Aujourd’hui, ces deux équipes ont fu-
sionné pour réunir leurs savoir-faire
dans le développement de vecteurs
peptidiquescommesystémedetrans-
port de biomolécules prometteuses
sur le plan pharmacologique. L'une
des principales difficultés restant a
surmonter est le manque de spécifi-
cité tissulaire des peptides de péné-
trationcellulaire,c'est-a-direl'absence
de distinction entre les tissus sains et
malades. Une piste envisagée est de
lescombineravecdespeptidescongus
spécifiquement pour cibler une des-
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tination cellulaire, en particulier les
tissus cancéreux (homing peptides).
L'adressage spécifique del’'ensemble
peptidevecteur-moléculeactivedans
certains types cellulaires est la seule
facon d'assurer une répartition opti-
maledesentitésthérapeutiquesdans
les cellules malades tout en limitant
leurs effets indésirables.

Prisca Boisguerin,

Sébastien Deshayes,

Gilles Divita et Bernard Lebleu
CRBM, CNRS UMR 5237,

DIMNP, CNRS UMR 5235

et Université Montpellier 2

plusieurs protéines a partir d'un méme
gene) intervenant dans la traduction d"un
certain gene. Dans ce cas, des études pré-
cliniques ont permis d’obtenir quelques
succes. De plus, ni chez la souris ni chez
I’homme, les peptides de pénétration cel-
lulaire n’ont entrainé jusqu’ici d’effets
indésirables, ce que confirme la trés faible
toxicité observée dans les expériences réa-
lisées sur des cellules en culture.

Des peptides optimisés

Larecherche sur les peptides de pénétra-
tion cellulaire est aujourd hui active. Prés
de 20 ans apres la premiére description
des peptides et avec un nombre croissant
d’études cliniques a 'appui, les efforts
commencent a porter leurs fruits. On com-
prend mieux les mécanismes d’absorption,
etles études cliniques permettent d opti-
miser les peptides pour une éventuelle
utilisation thérapeutique.

En particulier, des absorptions tres effi-
caces de peptides couplés a des nucléotides
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ont été obtenues, d"une part en modifiant de
fagon ciblée la séquence des acides aminés
des peptides, d’autre part en greffant des
groupes moléculaires supplémentaires sur
leur séquence. C'estainsi que I'équipe d'Ulo
Langel, de I'Université de Stockholm, I'un
des pionniers de la recherche sur les pep-
tides de pénétration cellulaire, a amélioré
considérablement I'importation de nucléo-
tides en fixant des groupes de molécules
de type chloroquine a de tels peptides. La
chloroquine, un antipaludique, facilite la
libération des molécules contenues dans
les endosomes.

Malgré tous ces progres, la route sera
encore longue. La connaissance des méca-
nismes moléculaires de 1'absorption des
peptides de pénétration cellulaire reste
insuffisante. Le développement de ces pep-
tides s’effectue toujours par une succession
d’essais, d’erreurs et d’ajustements, car
le processus d'importation demeure trop
complexe pour étre directement exploi-
table dans les protocoles expérimentaux.
La principale difficulté provient du fait

que plusieurs facteurs doivent s’articuler
correctement: la fixation a la membrane,
l’absorption, la libération des molécules
par les endosomes, ainsi que leur protec-
tion contre la dégradation. Enfin, pour une
utilisation clinique, il s’agit de mettre en
balance les cofits et les bénéfices thérapeu-
tiques. Les peptides de pénétration cellu-
laire constituent avant tout une stratégie
d’absorption pour les macromolécules.
Or la production de ces macromolécules
est souvent plus cofiteuse que celle des
substances actives usuelles, constituées
de molécules plus petites.

Mais I'enjeu de ces peptides est plus
vaste. En déchiffrant leurs mécanismes
d’entrée dans les cellules, on comprendra
mieux 1'absorption des macromolécules en
général. Des similitudes existent dans la
facon dont ces peptides et certains virus
accedent al'intérieur des cellules. Les pep-
tides de pénétration cellulaire constitue-
raient donc un systéme modéle simplifié
de choix pour comprendre des processus
biologiques fondamentaux. ]
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