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30/ Biologie moléculaire

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 leurmode 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
'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,
contrairemental’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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