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1. ' INTRODUCTION

Les premiéres études sur les venins de scorptions ont été essentielle-
ment motivées par 1l'importance médicale des piqlres de ces animaux dans plusieurs
régions du monde telles 1l'Afrigque du Nord et du Nord-Est, le Moyen Orient et le
Mexique. Il é&tait normal que les premiers venins analysés aient &té ceux de
quelques espéces pouvant 8tre mortelles pour 1‘homme. Considérant, d'une part,
la quantité limitée de venin qu'un scorption peut injecter et, d'autre part, le
tableau clinique dramatigue qui peut résulter d'une seule pigiize de l'animal, on
en vint rapidement z penser que cette sécrétion devalt contenir des principes
d'une trés grande aciivité biologique dont la purification &tait hautement sou-
haitable afin que i'c1 pOt déterminer leur structure chimique et élucider leur
mode d'action. C'e:t ainsi qu'une nouvelle famille de protéines neurotoxiques
allait’ 8tre caractérisée (41). Plus le nombre de données sur ces substances va
s'accumulant, meilleur est 1'usage que l'on peut en faire en tant qu outils
spéc;fiques en neurobiologie.

2. PURIFICATION ET STRUCTURE

Aprés les premiers essais infructueux (2, 34, 53) en vue d'iscler, &
partir d'homogénats de telsons, les principes actifs des venins de scorptions,
des améliorations successives, basées principalement sur la mise en oceuvre de
la chromatographie sur colonne d'échangeurs d'ions ou de tamis moléculaires,
nous ont permis finalement de mettre au point une méthode générale de purifica-
tion des protéines neurotoxiques de faible masse molaire (28, 29, 31). Tét dans
le cours de nos études, nous avons trouvé que les composés responsables de la
mortalité de la souris (qui seront appelés dans la suite toxines anti-mammiféres,
par comparaison avec les toxines anti-insectes et les toxines anti-crustacés)
étalent en effet des substances basiques situées, du point de vue de leur struc-
-ture, & la frontiére entre les peptides et les protéines (26, 30, 31, 32, 33).
L'isolement, & partir du venin d'Androctonus australis Hectorn, de deux. toxlnes
anti-mammiféres (37) allait nous permettre de déterminer, dans un premier temps,
leur masse molaire par ultracentrifugation (toxine I : 7300, toxine II : 7700)
et de confronter les valeurs obtenues avec celles correspondant aux masses molai-
res minimum calculées 3 partir des ccmp051tions en acides aminés (toxine I :
6922, toxine II : 7249).

La méthode -générale de purifzcation des toxines de scorption comporte prlncipale-.
ment les &tapes suilvantes i -

- extraction par l'eau dlstlllee en vue d'éliminer les muccprotéines gqui -
pourraient géner la suite des operatlons d'isolement et emp&cher ainsi 1l'obten-
tion de toxines pures avec un bon rendement; lorsque les mucoprotéines sont pré-
sentes en trés grand: quantité, l'extraction par l'acétone ou la filtration sur
gel en présence d’acide acétique 0,5 N sont recommandées en vue de leur élimina-
tion (27, 28) ; . :
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- la filtration moléculaire, avec recyclage, sur gel de Sephadex G-50
(tampon & l'acétate d'ammonium 0,1 M, pH B,6) qui permet la séparation d'un grand
nombre de fractions; le tampon acétate d'ammonium a &té cholsi du fait de sa vo-
latilité qui permet la concentration des fractions par lyophilisation (30).

Par ailleurs, il constitue un milieu défavorable 3 la croissance des micro-orga~-
nismes, spécialement & pH alcalin. !

- la chromatographie par échange d'ions dans les conditions d'éguilibre
(c'est-d-dire avec utilisation de la m2me solution tampon &u début & la fin de
l'expérience), successivement avec des échangeurs d'anions et des échangeurs de
cations, ccnduisant a l'isclement et & la purification finale de nombreuses pro-
téines neurotoxiques actives sclt contre les mammiféres, soit contre les insectes,
scit contre les crustacés., Une seule fois, nous avong d@ utiliser une &lution '
avec gradient pour chtenir a 1'état pur, & partir du venin d'Androctonus austra-
£is Heector, une toxin~ anti-crustacés (55).

La métkodr, habituellement appliquée aux venins, a été aussi employée .
avec succés en vue de la purification, & partir d'homogénats de telsons dessé-
chés, des composés toxiques principaux de Buthus occectanus funetanus et de
Centhunodides suffusus sufgusus {16).

Les venins de cing scorptions dangereux de la sous~famille des Buthinae
(famille des Buthidae) ont &été soumis & la procédure de purification : Androcfonus
austhalis Hecton (naB), Androctonus mauretandicus mauretanicus (amm),  Buthus
oceltanus pardis (Bop), Buthus occifanus funetanus (Bot) et lelurus quinguesiri-
atus quinquestriatus (Lag). A partir de ces venins, trente et une toxines anti-
mammiféres, deux toxines anti-insectes et une toxine anti-crustacés ont été
purifiées et caractérisées au meins par leur toxicité spécifique et leur compo-
sition en amino-acides. On peut trouver les données correspondantes, pour vingt
et une de ces proteines, dans une revue récente (56). Dans un autre laboratoire
(54) une toxine anti-insectes a été isolée & partir du venin de Buthus epeus
(Be). Les venins de deux scorptions du genre Centhruroides (espéces d'Amérique
du Nord et d'Amérique Centrale, sous famille des Cenfrurinae, famille des BuihLdaQ)
ont été bien étudiés :

- le venin de Centhrurodided suffus auﬁﬁuaua (Cs3) qui a é&té puriflé dans
notre laboratoire et a fourni deux toxines anti-mammiféres (16) ;

- le venin de Centruroides sculpturatus Ewing (CSE) & partir duquel une
toxine active contre les poulets et trois toxines actives contre les insectes
ont &té isolées (3,4). Enfin, le venin de Tityus servulatus (T4), un scorpion
d'Amérique du Sud appartenant & la sous famille des Tityinae' (famille des
Buthidae) a fait 1'objet des travaux de deux groupes indépendants. Diniz (15),
collectant le venin d'animaux vivant dans une aire trés délimitée de 1'Etat de
Minas Gerais, au Brésil, a purifié une toxine anti-mammiféres connue dans la
littérature de langue anglaise comme étant la "Tityus toxin" (TsTx). Possani et
coll. (36}, travaillant sur lot de venin de l'Institut Butantan (Sac Paulo,
Brésil) ontisolé une toxine anti-mammifére appelée toxine Y . Compte tenu des
compositicns en aminc-acides publiées, la TsTx et la toxine Y sont des protéines
différentes. La toxine Y contient un résidu de méthionine :
cet amincg-acide est absent de toutes les autres toxines anti-mammiféres purifides
& ce jour.

La détermination des séquences d'aminc-acides des toxines de scorpions
& suscité beaucoup d'intéré&t au cours des dernilres années. L'état actuel de nos
connaissances dans ce domaine est présenté dans la Figure 1 gui concerne vingt
huit des quarante quatre toxines qui ont été isolées a partir des venins de scor-
pions et caractérisées au niveau chimique (composition en amino-acides). Jusqu'ici



89

eyl
4 i |
A 1.’1
7
£

n. i
T4
ST
Bol

Lag

Amm

Bot
Bot
Vot
Lpp
Bop
Bop

Css
Css

‘CSE

Ts

CsE
CsE
CsE

AaH

ge

t!

VIII

IIT

II
11

vl
v2
v3
IT

IT
T

] -~ 0y o 2 il o

I - i v ot P
~KEDGY IV EBN-170Y 1CV;P~MM——CDUAH.QT‘-“*-G”“C-F7VP”GHJCWC KDI.P-DNVE IXDTSIY.~=~CT
~KEDGYIVUD NP W HO TP e e DAL N-GO85 500U FLVPSCLASHC~ KDL = L (VP IRDTS N ~=CT
=KPRET IVEPH-10C . Y 2y DD == - COGLCI i “:::¢”r? LVPSGLACHC~KDLY~DiN'/2 IrNTSRI~~CTR
VPDGETIVIOR 'L‘ah,.- ------ CDALCKILI-CAXSES-Cor LIPS GLACWC -VALP~DIVE IKDPSYK~--CES
~GROGY IS DTR- WV CUPPe e = D0GLK o v o
~VYDEY IVEDV-NEUYRCER - —— AT CNIE T TRL~ M2 G- Y CQ A SPYGIACYCY K~ LD - DHVRTKGPGH~~~CH~

CLEDGY INDOK- WO DFE DG -=—TAY SHOBCK - CCEE O~ YCQUASPYCHITLCYICY - LP - DRVS IKEXGR--=CN
~LHDGY LIDRL - U PUGK -~ ~HAYCDDE Sl K- GUESL-Y SoINSEYGNACHC Y K~ LP ~DRVSIKEKGR~=-Ci!
=VKDGY IVLOR~N_ 1 YI'CG. I~ —~FAYINETL, . .
=~LIIDCYIVODE--NCTYICGT - ——NAYCNERECV. T ~KGE. .

L7 L AY YEEDK- WOV YT CGS-—~HEYCH T ECTI (B~ G- « »
DKHDGYIK?PH’NbtYhCGK““NPYﬁ

-GRDAVILOPE-- N"WYEC\K*——NTYCWDLC“KN "“—YCQWLGR ICHACYC~IDLP- DKVPIRIEGK=~-CHF

- =GRDAYLACPE-NCVYECAD “--T"“CWEL“WKG“\H” 3C-YCDWLGKYGRACWC =KDLE~DNVP TR PGH==~C 1"

~VRDAY I ACHY~NCVYTCF V-——~ D2 OND IOV i~-GAXES~YC. . .
-VRDAYIAr Y ~NCVYFCFR---NSYCIDLI. . .

-GRGVYIAL {A~NCLY. ..

~GRDAY 1Al DX-NCAYXRCAL-—=-XXYCH. ..

'_-kEGYLVCKSTGCKYFCLLLGDNDYCHREMRQPYGRSQCGYCYHF“‘—“ACQC_THLY EQAVVWPLPNKT-CN-

~~KEGYLVEKSTGCKYECLKLGDNDYCL. . .
—-KDGYLVE K-TGCKKTCYKLGENDFCNRECKVIKHIGGSYGYCYGF ~~~-~GCYC-EGLP-DSTOTWPLPNK~~CT
- -KEGYLMDH-EGCKLSCF-IAPSGYCGRECGI. . ..

==Y GYLVKKSDGCKYDCFWLGKNEBNTCECKAKNQGGSYGYCYAF ~ === -ACWC~-EGLP~ESTPTYPLPNK~--CS~

-=KEGYLVNRSTGCKYGCLKLGENEGNKCECKARNDGGSYGYCYAF————— ACWC—EGLP-ESTPTYPLPNK-—CSS
-=KEGYLVKKSDGCKYGCLKLGENEGNTCECKAKNQGGSYGYCYAR =~ mmm ACWC-EGLFP~ESTPTYPLPNK--CS
-KKNGYAVDSS-GKAPECLL-~—SNYCNNQCTKV—HYADKGYCCLL ————— -SCYCFGINDDRKVLEISDTRKSYCDTTI IN

MCMPCFTTRPDMAQOCRACCKGRGKCFGPQCLCGYD
~CGPCFTTDPYTESKCATCCGGRGKCVGPQCLCNRI

.. figure 1 : Séquences d'amino-acides des toxines de. scorpions.
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Légende de la Figure 1 : Ségquences d'amino-acides des toxines de scorpions.

AaH I, I', I", IT et III : toxines I, I', I", II et III d'Andreoctonus
austraklis Hectorn actives contre les mammiféres (39, 40, 41, 42, 43, Martin, M.F.
et Kopeyan, C., communication personnelle) ; BaH IT : toxine du méme scorpion
active contre les insectes (57, Martinez, G., communication personnelle).

Amm III, V et VI : toxines TII, v et VI d’'Androctonus mauwrefandicis
mauretanicus actives contre les mammiféres ; Amm IT : toxine du méme scorpicn
active contre les insectes (Rosso, J.P., communication personnelle).

Be IT : toxine de Buthud epeus active contre les insectes (54).

Bop I et III : toxines I et III de Buthus occitanus pardis actives
contre les mammiféres (39).

Bot I, II, III, VIII et XI : toxines I, II, III, VIII et XI de
Buthus occitanws funefanus actives contre les mammiféres (39, 41, Grégoire, J.,
communication perscnnelle).

CSE I : toxine 1 de Centrurodides sculpturatus Ewing active contre le
poulet (4) ; CsE vl, v2 et v3 : variants toxiques du méme venin actifs contre
les insectes (3).

Css I et II : toxines I et II de Centruroides Ssuffusus suifususactives
contre les mammiféres (16, 39). .

Igg III, IV et V : toxines III, IV et V deleilwtus quinguesiriatus
quingquestriatus actives contre les mammiféres (21, 39, 41, Kopeyan, C., commu-
nication personnelle).

Ts Y: toxineY de Tétyi seonufatus active contre les mammiféres (36).

Afin d'obtenir le degré maximum d'homclogie, les séquences des toxines
actives contre les mammiféres ont été alignées en considérant comme invariables
les résidus de demi-cystine et des délétions (-) ont été arbitrairement intro-
duites. Dans le cas de RaBE IT, d'une part, CsE vl, v2 et v3 d'autre part, sept
des huit résidus de demi-cystine ont été alignés. Pour £inir, Be IT et Amm IT,
deux toxines "courtes" actives contre les insectes, ont &té comparées.

Les séquences déduites par comparaison sont soulignées.

La notation & une seule lettre pour la représentation des séquences
d'amino-acides est utilisée conformément & (1968) : Eur.J. Biochem., 5:151~-153:

A : alanine I : isoleucine R : arginine

C : demi-cystine K : lysine S : sérine

D : acide aspartigue L : leucine T : thréonine
E : acide glutamigque M : méthionine V : valine

F : phénylalanine N : asparagine W : tryptophane
G : glycine P : proline ¥ : tyrosine

H : histidine Q : glutamine.
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quinze séquences complétes d'amino-acides ont &té déterminées (en outre, on
pourra veoir, sur la méme figure, les résultats partiels concernant treize autres
toxines).

I1 apparait que les toxines de scorptions sont des protéines de
faible masse molaire, composées d'une seule chaine polypeptidique réticulée parx
quatre ponts disulfures. C'est seulement dans les cas des toxines AaH I et RaH II
que des valeurs de massee molaires, voisines de 7 000, ont pu &tre obtenues par
ultracentrifugation (37). Pour toutes les autres toxines, qui ont été éludes des
colomnes de Sephadex G-50 dans un volume plus grand que le "volume mort" {(comme
ce fut le cas pour les toxines RaH I et AaH II}, la masse molaire chimique mini-
mum, calculée a partir de la composition en amino-acides, étalt considérée comme
la valeur réelle de la masse molaire. Ce raiscnnement n'a encore jamais &été dé-
menti par les déterminations des séquences d'amino~acides. Dans le cas de la
toxine AaH II, la structure covalente compléte est connue, &étant donné que
Kopeyan et coll. (20) ont publié les positions des ponts disulfures (Figure 2)
Deux ponts disulfures de la toxine RaH I ont &té trouvés dans des positions
identiques a celles existant dans. la toxine AaB II (40) : 12 et 62, 24 et 46
(les positions 24, 46 et 62 dans la toxine RaH I sont hcmelcgues des positions
26, 47 et 63 dans la toxine AaH IY : voir Figure 1). On peut, en effet, penser
raisonnablement que, dans toutes les toxines anti-mammiféres, les résidus de
demi cystine sont associés deux & deux de la méme fagon. La présence de ces
quatre ponts disulfures pourrait &tre regponsable de la grande stabilité des
toxines de scorpions : dans le cas de la toxine AaH II, on a trouvé gue, entre
pH 4 et pH 9, l'une des configurations de la molécule(parmi les quatre possibles)
était prédominante et trés stable vis-a-vis de la dénaturation par la chaleur
et du traitement par l1'urée 9,5 M. Ceci est dG & son haut degré de structure
ordonnée (12).

Lorsqu'on considére les toxines anti-mammiféres, le pourcentage maxi-
mum d'homologies entre les structures primaires est cbtenu lorsque les résidus
d'amino-acides sont allgnés en respectant la position des ponts disulfures
(Figure 1). Il a &té montré précédemment que cette nouvelle famille de protéines
r~uvait étre divisée en plusieurs groupes en tenant compte de certaines ressemblan-
ces de structure (41, 56), mais au fur et a mesure gque le nombre des séguences
connues augmente, celui des groupes augmente également. A 1'heure actuelle, il
est possible de définir cing groupes : 1 ~ le groupe de la toxine AaH I qui
comprendrait, outre cette derniere considérée comme référence, les toxines BaH 1',
AaH I", AaH III et Amm III, avec une séquence typique ~prcline-proline- dans
les positions 20 et 21 et une extrémité C- terminale avec un carboxyle libre ;
2 - le groupe de la toxine AaH II qui comprendrait, cutre la toxine de référence,
les texines Lgqqg V, Aamm V, Bot III et Bot XI, dont l'extrémité C- terminale est
amidée ; 3 - le groupe de la toxine Bot I qui comprendrait, cutre la toxine de
reférence, les texines Bot 1I, Bot VIIT, Lggq III, Bop I et Bop II, dont 1'extré-
mité C-terminale est amidée, comme c'est le cas pour le grcupe précédent ;

4 - les toxines Lgg IV et Amm VI constitueraient un groupe dent la caractéristi-
que principale, pour le moment, serait la présence d'un résidu N- terminal sup-
plémentaire ; 5 - le groupe de la toxine Css II qui, outre la toxine de référence,
comprendrait les toxines Css I, CsE I et TsY ; les toxines de ce groupe présentent,
4 leur extrémité N- terminale, un résidu de meoins que les toxines des groupes i,

2 et 3 ci-dessus ; par ailleurs, leur extrémité C- terminale est libre. Cette
tentative de classification des toxines anti-mammiféres en cing groupes est en
accord complet avec les résultats des expériences d'immunolcgie (P. Delori,
communication personnelle) : ainsi, chaque toxine du-groupe AaH réagit avec
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Figure 2 : Représentation schématique de la positlon des ponts disulfures de
- .1m toxine II d'Androctonus australis Hector active contre les mammiféres (20).
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1'antisérum préparé contre la toxine AaH I ; la méme corrélation est obtenue
entre les toxines du groupe ABH II et l'antisérum préparé contre cette derniére,
..entre les toxines du groupe Bot I et l'antisérum préparé contre cette toxine de
référence ; il en est de méme pour les toxines du groupe Css II et l'antisérum

- anti-toxine Css II. Inversement; une toxine appartenant & l'un-des groupes ne
réagit pas avec les antiserums préparés contre les toxines de référence des
-autres groupes.

54 l'on considére maintenant les toxines anti-insectes, il est encore
possible, dans le cas des toxines AaH IT, Css vl, Css v2 et Css v3 d'alignmer
sept deshuit résidus de demi-cystine avec ceux des toxines anti-mammiféres, Par
contre, les toxines Be IT et Amm IT sont complétement différentes de toutés les
autres toxines anti-mammifdres ou anti-insectes ; bien qu'elles aient des séguen-
- ¢es d'amino~acides beauccup plus courtes, elles peossédent éncore quatre ponts
- disulfures qui sont situés chez ces deux protéines 34 la méme place, le nombre
total des homologies étant de vingt et une.

3. MODIFICATIONS CHIMIQUES

Des modificaticons chimiques des résidus d'amino-acides fonctionnels
des toxines de scorpions actives contre les mammiféres ont été réalisées avec
- trois objectlfs dlstincts :

- étudler les relatlons entre la structure et 1' actiV1te de ces mclécules ;
- obtenir des dérivés radicactifs ayant conservé leurs propriétés pharmaco-
 logiques ;

' - préparer, a l'inverse, de puissantes anatoxines.

On a ainsi montré (17) que :

- la réduction sélective et la S- méthylation d'un pont disulfure de la
toxine RaH II conduit & la perte de l'activité ;.

- le seul résidu de tryptophane de la toxine AaH II ne semble pas &tre impor-
-tant pour l'activité ;

- une modiflcation des groupements carboxylates conduit & la formation d'un
dérivé totalement inactif de la toxine AaH II ; :

: ~ une modlfication des groupements aminés par acétylation ou. C1traconylation
supprime I'activité. La toxine RaH I acétylée se comporte comme une puissante ana-
toxine, mais le traitement par 1'hydroxylamine de la toxine AaH II acétylée
{1'hydroxylamine regénere les résidus de tyrosine acétylés) est nécessaire pour que
la molécule se comporte corme. un toxclde (P. Delorl, communication personnelle] z
ainsi;, omn-en a @éduit que, dans la toxine AaH II, des résidus de tyrosine devraient
faire partie des sites antigéniques ;

= la réaction avec l'acide iodo-acethue affecte, dans le cas de la toxine
haB II, & la fois des groupqnents aminés et des résidus d'histidine. et, dans le
cas de la toxihe BaH I, un seul groupef-NH 4’ un résidu de lysine. Pour la toxine
AaH I, l'étude cinétique de la modification chimique et de -la perte d'activiteé
montre que cette derniére suit rigoureusement la transformation d'un résidu de
lysine qui a été récemment identifié {49) comme occupant la position 67. Sur la
Figure-l, on remarque que la position 67 est caractérisée, d'une fagon générale,
dans les toxines anti-mammiféres, par la prédsence d'un résidu basique de lysine
ou d'arginine, Toutefecis, la valine a &été trouvée, en position 67, dans la toxine
Bot XI (49), appartenant au groupe AaH II et qui est cent fois moins toxique pour
la souris que la toxine de référence de ce groupe (39). On peut conclure de cette
&tude que, dans le but d'cbtenir un dérivé marqué radicactif ayant conservé sa
toxicité, il faut éviter l1'utilisation de méthodes comportant la modification des
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groupements ¥ aminés car ceux-ci sont importants, sinon essentiels, pour l'activi-
té des toxines. Par ailleurs, puisgque les toxines AaH II et Bot XI manifestent
des propriétés antigéniques commmes (P. Delori, communication personnelle), la
toxine Bot XI qui est, de loin, la moins active du groupe, peut &tre considérée,
dans une certaine mesure, comme une anatoxine naturelle ; ' ’

- 1a quanidination de la toxine RaH II, au contraire, n'affecte pas, de
maniére significative, son activité.

L'iodation des toxines de scorpions a été réalisée dans le but d'cbte-
nir des dérivés radiocactifs. En utiligant de l'iodure de potassium A pH 8,0,
on avait d'abord pu préparer les toxines anti-mammiféres RaH I et AaH II icdées
et parfaitement ‘actives avec des radioactivités spécifique§zg'environ 40 Cci/mmole
(38) . Plus: récemmént, la méthode d'oxydation de l'iodure (" "I) par la lactope-
roxydase a &été appliquée et les toxines AaH I et AaBH II ont &té iodées avsc des
radiocactivités spécifiques atteignant 2 000 Ci/mmole, tout en conservant intacte
leur toxicité (44, 45). Les avantages de ce procédé sont les sulvants :

- un temps court (moins de 4 heures) est nécessaire pour achever l'expérience

- la purification de la proté&ine i partir du mélange réactionnel est obtenue
par précipitation avec un antisérum spécifique et la dissociation du précipité
antigéne-anticorps réalisée a l'aide d'acide acétigue : la protéine native puis
le dérivé marqué restent ainsi dans le méme tube évitant les possibilités de
pertes et de contaminations. Grace a cette méthode, il a été possible de connaitre
la quantité de protéine récupérée et donc de calculer les valeurs des concentra-
tions et des radioactivités spécifiques ;

-~ le rendement de la protéine marquée aprés purification est bon (50 & 80%); -
la protéine modifiée peut &tre obtenue dans un petit volume (1 ml), ce qui n'est
pas le cas lorsque la filtration sur gel ou la chromatographie d'échange d'ions
est utilisée pour la purification. Les protéines marquées ont été soumises &
des analyses trés poussées. Dans le cas de la toxine RaH I, il a été possible de
suivre, par dégradation autcmatigueigéﬂdman, la vitesse d'iodation de ses trois
résidus de tyrosine en fonction de I total incorporé dans la protéine : les
trois résidus réagissent mais avec des vitesses relatives différentes. Dans le
cas de la toxine AaE-I; gui confﬁgnt'sept résidus de tyrosine, 1‘hétérogénéité
de la prépariggoﬁ”marquée avec . "I est encore plus probable. La toxine AaH I
marquée par I a été utilisée pongmettre au point un radioimmuno-essai pemet-
tant la détection spécifique de 10 mole ( 7,2 picogrammes) de toxine RaH I
(51). Trois autres toxines pures : RaH III, qui appartient au m&me groupe que la
précédente, AaH II et Bot I, qui sont les toxines de référence des deux autres
groupes (Figu;e 1),18gt été testées vis-3-vis de leur compétition avec la toxine
AaH I marquée avec I. Les demi-effets maximums étaient obtenus avec 30 fois
plus de toxine AaH III et avec 4 300 fois plus de toxine AaH II. Dans le cas de
la toxine Bot- I, aucun effet ne se manifestait avec un excés de 4 300 fois. Si
1'on considére que l'effet observé avec la toxine AaH II peut trés bien s'expli-
quer par une contamination de 0,02% de toxine RaH I dans la préparation utilisée,
on peut conclure gue les toxines anti-mammiféres des différents groupes n'ont pas
de propriétés antigénigques communes. Au contraire, la toxine AaB III, qui appar-
tient au m&me groupe que la toxine AaH I, peut e?sger en compétition, de fagon
significative, avec la toxine AaH I marquée par I. -
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4. MODE D'ACTION

_ Le mode d'action des toxines de scorpions a été étudié de fagon appro-
fondie en utilisant scit les venins bruts soit les toxines purifiées : une revue
concernant ce domaine a été récemment publiéc (56). Presque tous les effets.
décrits a4 ce jour peuvent étre expliqués par une libération des neurctransmet-
teurs au niveau des synapses, résultant d'un effet excitateur primaire des to-

xines sur les membranes axonales. qw{nquum

Ainsi Adam et coll. (1) ont montré que le venin de Ledurus/quingues-
fdatus,mis au contact de la fibre nerveuse de grencuille, avait un effet dépo~
larisant qui était abeoli en l'absence d'ions sodium dans le milieu. Koppenhéfer
et Schmidt (22-24), faisant agir le venin de la méme espéce sur le noeud de
Ranvier d'une fibre nerveuse isolée de grenouille et Narashashi (35), qui a
étudié l'effet du venin de Buthus famufus sur une préparation d'axone géant de
calmar, ont.montré, dans des conditions de voltage imposé, que les venins de
scorpions. provoquaient une inhibition de l'inactivation du courant sodium et
une suppression du courant potassium. Les ions calcium s'oppesent aux changements
dans les propriétés de la membrane causés par le venin de scorpion (50). Plus
récemment, le mode d'action des toxines anti-mammiféres RsH I et AaH II a &té
étudié. On a trouvé que la toxine ARaB I, au contact des axones géants d'écrevis-
se et des nerfs de homards, dans les conditions de voltage imposé, affectait &
la fois la fermeture du canal sodium (prolongation du potentiel d'action avec
apparition d'un plateau typique, retard et blocage partiel de l'inactivation
du courant d'entrée du sodium) et 1l'ouverture du canal potassium (décroissance
du courant potassium de l'état stationnaire). La toxine semble réagir avec un
seul type de site récepteur dans les membranes axonales. Les constantes de
dissociation des complexes toxine-récepteur sont O,25yM pour l'écrevisse et
0,704 pour le homard (48). La toxine RaH I modifie considérablement le poten~
tiel d'action du clone NIE-115 de cellules de neuroblastome de souris en augmen-
tant son amplitude et sa durée, le demi-effet maximum &tant obtenu pour des con-
centraticns 0,4 nM et 2,5 nM respectivement. La tétrodotoxine, qgui blogue sélec-
tivement 1'augmentation de la conductance au sodium de la membrane, inhibe complé-
tement 1l'effet de la toxine AaE II, tandis que la vératridine, alcaloide gqui
cause la dépolarisation des nerfs, potentialise son action. La fixation quasi-
irréversible de la toxine RaH II ne se produit pas sur les mémes sites que celle
de la tétrodotoxine et de la vératridine, mais sur des sites rdégulateurs spéci-
fiques impliqués dans 1l'inactivation de 1'ionophore sodium (6). Cette propriété
de la toxine ARaH II d'inhiber sélectivement l'inactivation de 1'ionophore sodium
lié au potentiel d‘'action a &té utilisée pour mettre en évidence la présence de
canaux sodium rapides quiescents dans des cellules de coeur embryonnaires mani-
festant un potentiel d'action de type lent (7).

Des travaux récents utilisant les méthodes du transport ionique -ont
montré gque 1les cellules de neuroblastomes, électriquement excitables, cultivées
An vitrno, étaient trés utiles dans }'étude de 1l'ionophore sodium 1i¢ au potentiel
d'action (8, 10, 11). Une protéine neurotoxique, purifiée & partir du venin de
Lecunus quinquestriatus, a présenté une fixation potentiel de membrane - dépen-
dante sur l'iocnophore sodium lié au potentiel d‘'action de ces cellules de neuro-
bilastomes (9, 11). Parmi les toxines anti-mammiféres isclées dans notre labora-
toire, la toxine AzE II est la plus toxique contre l'animal entier (DL 510yg/kg
souris) et la plus active sur les cellules de coeur A'embryon de pouleg en culture
chez lesquelles elle provoque des effets chronotropes et inotropes positifs et
stimule l'entrée passive du sodium et du calcium & des concentrations agssi
basses que 10 nM (13). En utilisant de la toxine AaH 1I marguée avec 12 I, on a
pu montrer une fixation saturable, non seulement sur les cellules de neuroblas-
tomes électriquement excitables (14) et sur les synaptosomes préparés & partir
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du striatum de cerveau de rat (19} (Figures 3a et 3¢}, mais aussi sur les cellu~
les de coeur d'embryon de poulet en culture. La représentation de Scatchard des
données {(Figures 3b et 34) révéle, & la fois pour les neuroblastomes et les syna~
ptoscmes, tne seule classe de sites sans interaction mutuelle, de haute affinité,
avec un coefficient de Hill de 1,0. Dans dix expériences sur les cellules de
neuroblastomes, la valeur du est comprise entre 0,3 et 0,6 nM et le nombre

de sites par cellule entre 4 et B0OO (14). Les expériences sur les synaptosomes
donnent des valeurs du K_ situées entre 0,1 et 0,3 nM et des capacités de fixa-
tion allant de 30 & 60 fmecles/mg de protéine (19). Dans le cas des cellules de
neuroblastome, la valeur du K_ est presque égale & la concentration de toxine
produisant le demi-effet maximum sur le potentiel d'action comme cela a été mon=-
tré par les méthodes de l‘électrophyféglogie (6). La fixation sur les synaptoso-
mes de la toxine RaH II marguée par I confirme les résultats antérieurs qui
montraient un effet stimulant de la toxine AaH I sur la libération des neuro-
trangpetteurs par les synaptoscomes (46). La fixation de la toxine AaH II marquée
par I apparait comme voltage-dépendante du fait gqu'elle peut &tre inhibée ou
bien par augmentation de la concentration extracellulaire de potassium jusqu'a
obtenir la dépolarisation des cellules ouw bien (Figure 4a) par traitement avec
la gramicidine D, ionophore artificiel (18, 25). Des résultats similaires ont
été obtenus sur les synaptosomes. La représeTEgtion de Scatchard (Figure 4b) de
la fixation de la toxine AaH.II marguée pary I en présence et en absence de
gramicidine D met en évidence 1l'augmentation de la constante de dissociation ap-
parente, sans changement du nombre des sites de fixation.

Les polypeptides neurotoxiques purifiés & partir de 1l'anémone de mer
Anemonia sufeafa ont manifesté, comme les toxines de scorpions, des effets spé-
cifiques sur la fermeture du canal sodium dans les axones myélinisés et non
myélinisés (5, 47). La toxine II d'Anemenia sufcata et la toxine AaH II présen-
tent des interactions compétitives vis & vis d'un site commun de fixation impli~-
gqué dans l'inactivation de 1'ionophore scodium des cellules de neuroblastome.
La démonstration peut &tre résumée sur trois figures : figure Sa - la Eﬁgine II
d'Anemonia sufecata inhibe la fixation de la toxine AaH II marquée par I, le
demi-effet maximum étant obtenu pour une ceoncentration 160 nM ; figure 5b - une
relation linéaire est observée entre, d'une part, le K de lfinhibition de la
fixation par la toxine II d’Anemonéa sulcata et, d'autré part, la concentration
de la toxine zaH II marquée par 1251 ; figure 5c¢ - lalﬁgprésentation de Scat-
chard de la fixation de la toxine AaH II marquée par I en présence et en
absence de la toxine II d'Anemonia sufcata montre un accroissement de la cons-
tante apparente de dissociation sans changement dang le nombre des sites de
fixation (14). On aboutit a des résultatsl5§milaires quand l'inhibition de la
fixation de la toxine ZaH II marguée par 1 sous l'influence de la toxine II
d'Anemonia sulcata est testée sur les synaptosomes {19).

Dans le tableau I sont rassemblées les constantes de disscciation
obtenues quand différentes toxines anti-mammiféres appartenant & divers groupes
(voir Figure 1) sont étudiées po?isleur capacité & inhiber la fixation spécifigque
de la toxine AaH II marquée par ~  X. La toxine AaH II est la plus puissante des
toxines anti-mammiféres vis-a-vis des trois systémes biologiques utilisés. La
toxine Lgg V, qui fait partie du groupe de .la toxine AaH II, est aussi trés
puissante. La toxine Igg V a été trouvée 2 a4 3 fois moins active que la toxine
AaH IT pour stimuler la pénétration passive du sodium et du calcium dans les
cellules de coeur d'embryon de poulet an culture. L'activité des toxines AaH I
et Bot I est encore plus faible et, par ailleurs, fortement dépendante du systéme
biclegique employé.
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125
lules étalent incubfes, en présence de Na

& = Effet de la dépolarisation de membrane, induite par l1a
gramicid®D, vis-~d-vis de la fixation de ia toxine AzH II marquée par

I(s= £1251'

J sorx ) sur lea celluleg de neuroblastops,
140 nM, avec {°
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et des quantités croimsantes fg grsmicidine D (4 ). M&ne expérience en
ajoutant au miifeu de la toxine AaH II non marqués 200 nM (4).

125 b = Représentation de Scatchard de la fixation spécifique de
L*““1) 2cTx sur las cellules de neuroblastome en l'absence (A4) et en
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Figure 5 :

a = Déplacemant de la fixat}gg sur les cellules de neurcblas-~
tome de la toxine BaH II marquée par 1

(‘[12513 ScTx) sous L'effet de im toxine I1 4d'anémone de mer Anemondia
sufeata non marquée en l'absence ( @ ) et en la prédsence ( O ) de toxine
AaH II nen margude 200 nM.

_ b = Relation entre la concentratiop.de la toxins II d'Anemenda
sulcata réduisant de moitié ia fixation de [ T1 SeTx su52%es cellules
de neurckblastome (KO .) et la concentration initiale de [ “TI] ScTx
utilisée. '
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Toxines Cellules de coeur Cellules de Synaptosomes de
d'embryon de poulet | neuroblastome cerveau de rat
AaH II 1 - 3 0.3 - 0.6 0.1 - 0.3
faB I 400 150 3
Bot I 50 3 800 1 300
Lgq ¥ - 0.9 0.8.
Tableau 1 : Constantes de dissociation (nM) de différentes

toxines de scorpion.
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Une concentration 10yM de toxips.Css I n'inhibe pas la fixation spé-
cifique de la toxine Aall II marguée par I sur les cellules de coeur d'embryon
de poulet et les synaptosomes de cerveau de rat. De plus, nous avons trouvé que
cette toxine ne stimulait pas la captation passive du sodium et du calcium par
les cellules cardiagques embryonnaires de poulet et ne modifiait pas le potentiel
d'action de ces cellules, pas plus que celui des cellules des neu;oblastomes.
Ainsi, la toxine Css I1 ne semble pas avoir d'interactions avec la méme classe
de sites, en relation avec la fermeture de l'ionophore sodium impligué dans le
potentiel d'action des cellules excitables, que la toxine ARaH II. Par conséquent,
son mode d'action est nécessairement différent.

Les toxines anti-insectes et les toxines anti-crustacés, purifiées &
partir du venin de scorpion compte tenu de leur activité paralysante respecti-
vement pour les larves de mouches et pour les isopodes (55, 57), meontrent, lors-
qu'elles sont testées sur des préparations nerf-muscle d'un arachnide, d'un
crustacé, d'un insecte et d'un mammifére, des effets excitants sur les muscles,
dds & une activité dépolarisante sur les nerfs moteurs. Toutefois, seule la to-
xine RaH IT a €té trouvée hautement sélective sur la préparation nerf-muscle
d'insecte (52, 56) : de ce fait, cette toxine peut servir d'outil spécifique
pcur l'étude des neurones 4'insectes.

En conclusion, les venins de scorpions peuvent &étre considérés comme
une excellente source en vue de la purification d'outils spécifiques extréme-
ment précieux pour l'étude de l'ionophore sodium lié au potentiel d'acticen dans
différentes préparations biologiques. '
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RESUME ET CONCLUSIONS

Des conditions originales de purification ont jermis d'isoler, &
partir des venins des scorpions de la famille des Buthidie, de nombreuses subs-
tances toxigques spécifiquement actives sur les mammiféres, les insectes et les
crustacés,

La détermination de la structure primaire de c¢es composés & montré
qu'il s'agissait de protéines de faible masse molaire, ne comportant gquére plus
de 70 résidus d'acides aminés, réticulées par 4 ponts disulfures.

L'approche de la connaissance du mode d'action des toxines a mis en
jeu des méthodes trés variédes : utilisation des isotopes radioactifs tant pour
la mesure des flux ioniques transmembranaires gue pour le margquage par l'iode
des protéines ; emploi des cultures de cellules (myocytes de coeur d'embryon
de poulet, cellules de neuroblastome de souris), de modéles biologiques divers
provenant de vertébrés ou d'invertébrés (préparations nerf-muscle, axones iso-
lés, synaptosomes), de diverses techniques d'électrophysiclogie dont la méthode
du voltage imposé : dans le cas des toxines actives sur les mammifédres qui sont
actuellement les mieux connues, on pense que le récepteur de ces protéines est
1lié au fonctlonnement de l'entité physiologigue communément appelée " canal
sodium”. : :

: La comparaison de plusieurs séquences primaires dans ce Gernier groupe
de composés montre qu'ils constituent une véritable famille de protéines ol un
résidu particulier de lysine joue un rdle important dans l'activité de la molé-
cule, ce qui est confirmé par l'emploi de différentes méthodes spécifiques de
modification chimigur des résidus d'amino-acides. '

SUMMARY AND CCNTTI'Z [ONS

Original methods of purification have proved to be successful in the
isolation, from several venoms of scorpions belonging to the family of Buthddae,
of various toxic substances specifically active against mammals, insects and
crustaceans.

The determination of the priméry structure of these compoments has
shown that we are dealing with proteins of low molecular weight, possessing
at the most 70 residues of amino acids and cross-Linked by 4 disulfide bridges.

For the stuﬁy_of the mode of action of the toxins, different metheods
have been applied, mainly use of : radiocactive isotopes for the measurement of
transmembral ionic currents as well as for the preparation of radiciodinated
proteins ; cell cultures (embryonic chick heart myocytes, mice neuroblastoma
cells) ; several biological models from vertebrates and invertebrates (nerve-
muscle preparations, 1Isolated axons, synaptosomes) ; various electrophysiclogi-
cal techniques including the voltageclamp method : in the case of the toxins
active against mammals, which are the best known at the present time, it appears
that the receptor of these proteins 1is part of the physiological entity sc called
"sodium channel®, '

The comparison of many primary seguences in this group of components
shows clearly that they form a family of proteins in which a peculiar residue
of lysine plays an important role in the activity of these molecules, this
assumption being confirmed by the results of several specific chemical modifica-
tinns of different toxins. .



