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1. INTRODUCTlON 

Les premières ~tudes sur .les venins de scorptions ont été es 'sentielle~ 
ment motivées par l'importance médicale des piqûres de ces animaux dans ' plusieurs 
région"i du mOFlde telles l' Afriqy.e du Nord e t du Nord":Est. 'le "Moyen Orient et le 
Mexique. Il étaie. normal que les premiers venins analysés , aient été ceux de 
quelqu~s espèces pouvant être mortelles po~r l'.homme. considérant, d'une part, 
la quantité limitée de venin qu'un 5corption peut injecter et, d'autro part, le 
tableau clinique dramatique qui peut r ésulter d'une seule piqQre de l'animal, o~ 
en vint ,rapidem~nt à penser que cette sécrétion devalt __ contenir des principes 
d'une très qr'and'", clc 'l:'cvité' biologique dont la purification était hautement sou
hai table afin q l.; !'; 1-' C l pOt déterminer leur structure chimique e,t élucider leur 
mode d'action. c' ,, ~,-_ t ..:linsi qu 'une no~velle fMlille de" protéines neurotoxlquea 
allait', être ctllro!llctérisée- (41). Plus le, nombre de -données sur ces substances va 
s'ac cumulant, meilleur est l'usage que l'on, peut en faire en tant qu'outils 

. spécifiques en neuroblo1091-e. 

2. PURIFICATION ET STRUCTURE 

Après l e s premiers essais intructueux (2, 34, 53) en vue d'isoler, à 
partir d'homogénats de telsons, les principes actifs des venins de scorptions, 
des améliorations successives, basées principalement sur la mise en oeuvre de 
la chromatoqraphie sur colonne d'échangeurs li,'ions ou de tamis m61écul~lres, 
nous ont permis finalement de mettre au point -une méthode qén~rale de purifica
tion des pro~éine6 neurotoxiques , de faible 'masse molaire (28, 29, 31). TOt dans 
l~ cours de nos 6tudes, nous avons trouvé que les compos~s responsables de la 
mortalité de la souris (qui seront appelés dans la suite toxines anti-mammifères, 
par comparaison avec les toxines an ti-insectes et les ' toxineS anti-crustacés) 
étaient en effet des substances basiqUes situées. du point de vue de l eur s ,truc-

. ture, à la frontière entre ;les peptides et les pro téines (26, 30, 31, 32, 33)._ 
L'isolement, A partir, du venin d'AndltoCtonu.6 au.l"fJr.a11..J, Hectoh." , de ,deux toxines 
anti-manrnifêres (37) allait nous permettre de déterminer, dans un premier temEs, 
leur masse molaire par ultracentrifug'4tion (toxine 1 : 7300, toxine II : 7700) 
et de confronter les valeurs ob'tenues ave'c celles correspondant _aux masses molai
res minimum calculées ,à partir des 'comPositions en acide-s aminés (toxine 1 .: 
6922 , toxine II : 7249). 
La méthode 'générale de purification des toxines de- scorpti,on comporte principale
ment les étapes suivantes' 

- extraction ' par l'eau distillée en vue d'éliminer les mucoprotéines qui 
pourraient Qêner la s\lite des ' opérations d' isolement et empêche:r ainsi .l'obten
tion de toxines pu~~~ avoc un bon- rendement; lorsque ~es mueoproté1nes sont pr~- . 
sentes en très ,granck quantité , l'extraction par l'acétone ou la filtration sur 
gel en_présencfi:! d 'Ç!ci,d e acé!:ique -0,5 N sont ·recommahdêes en vue de leur élimina
tion (27, 28) ; 
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- la filtration moléculaire, ~vec recyclage, sur gel de sephadex G-SO 

(tampon à l'acétate d'ammonium 0,1 H. pB"' 8,6) qu). permet la s~paration d'un qrand 
nombre de fractions; le tampon acétate d'ammonium a été choisi du fait de sa vo
latilité qui permet la concentration des fractions par lyophilisation (JO). 
Par ailleurs, 11 constitue un milieu défavorable' à la croissance des micro-orga-
nismes, spécialement à pH alcalin .. , .' 

- la chromatoçraphie par échange d'ions dans les conditions d'équilibre 
(c'est-A-dire avec utilisation de la m~mc solution tampon du début à la fin da 
l'expérience), successivement avec des échangeurs d'anions et des échangeurs de 
cations, conduisant à l'isolement et à la purification finale de nombreuses pro
téines neurotoxiques actives soit contre les mammifêres, soit contre les insectes, 
soit contre les crustacés. Une seule f ois, nous avons dO utiliser une élution 
avec gradient peur cbtenir, à l'état pur, A partir du venin d'An~octo~ au4~
.f.i.A Hec:tolL, ·unE; t ex '::_o"! anti-crustacés (55'). 

La métl".o(~ r" habituellement appliquée aux venins, a été aussi employée 
avec succès en ,vue de la purification, à partir d'homogénats de telsons dessé
chés, des composés toxiques principaux de 8u.tJtu.h occ...i..tanu6 tu.n~ et de 
CentllnJto.i.du ,u660404 ,u660404 (16). 

Les venins de cinq scorptions dangereux de la sous-famille des Butkinae 
(famille des Buthidae> ont ét6 soumis à la procédure de purification : And4octo~ 
1Wl>.tJLaU.t, Hec-tD1!. (AaH). AndIloc-tD1IU6 mawte-to.n-<ClU> mawte-to.n-<ClU> (Anml). Bu.tIuL6 
OCc.i.tan04 palLiA (Bop). Bu.tIuL6 occ.i.tan04 tune.tan04 (Bot) et Le.ivJw. qu.btquuVù
atuh quinque4~ (Lqq). A partir de .ces venins, trente et une toxines anti
mammifères, deux toxines an ti-insectes et une t oxine anti-crustacés ont ét~ 
purifiées et caractérisées au moins 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 à partir du venin de &L:thu.& epel.L6 
(Be). Les venins de deuxscorptions du genre Cen.tIu.Vt.o.wU (espèces d 'lunérique 
du Nord et d'Amérique Centrale, sous famille des C~nae, f~ille des Buthidae) 
ont été bien étudiés 

- le venin de Ce..n..tJwJLo.i..du .6u66U6 hu661.L6M {C6.6} qui a été purifi~ dans 
notre laboratoire et a fourni deux toxines anti-mammifères (16) ; 

- le venin de Cen.tluVto.idu .6cu..tp.t.wta.tu.6 Ewing (CsE) à partir duquel une 
toxine active contre -les poulets et trois toxiri~s actives contre les insectes 
ont été isolées (3,4). Enfin, le venin de T..i..tyu..h .6eJt1t.u..ta..t. {Th), un scorpion 
d'Amérique du Sud appartenant A la sous famille des Tityinae " (famille des 
ButhidaeJ a fait l'objet _des travaux de deux groupes indépendants. Diniz (15), 
collectant le venin d'animaux vivant dans une aire très délimitée de l'Etat de 
Minas Gerais, au Brésil, a purifié une t oxine anti-mammifères connue dans la 
litt~rature de langue anglaise, comme étant la "Tityus toxin" (TsTx). Possan! et 
colL (36), travaillant sur lot de venin de l'Institut Butantan (Sao paulo, 
Brésil) ont!isoh~ une toxine anti-man:mifère appelée toxine T. Compta tenu des 
compositions en a~ino-acides publiées, la TsTX et la toxiner sont des protéines 
différentes. La toxine T contient un résidu de méthionine : 
ce t amine-acide est absent de toutes les autres toxines cnti-mammifères purifiées 
à ce j our. 

La détermination des séquences d'amino-acides des toxines de scorpions 
~ suscité beaucoup d'intérêt au cours des dernières années. L'état actuel de nos 
connaissances dans ce dOmaine est 'présenté dans la Figure 1 qui concerne vingt 
huit des quarante quatre toxines qui ont été isolées à partir des venins de scor
pions et caractêris~es au niveau chimique (ccmposition en amino-acides). Jusqu'ici 
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. figure 1 Séquences d'amino-acides des toxines de_ scorpions . 
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Légende de l a Figure 1 Séquence s d'~ino-acides des toxines de scorpions. 

AaH l, l' , 1", II et III : toxines l, l', 1", II et III d'A/'1.(VLOcto~ 
~tA~ HectoA actives contre les mammifères (39, 40, 41, 42 , 43 , M~rtin, M.F. 
et Kopeyan, C., communication personnelle) ; AaH IT : toxine du même scorpion 
active contre les insectes (57, Martinez, G., communication personnelle). 

Amm 
/I!IWJlexaniClM 
active contre 

III , V et VI : toxines III, V et VI d'AndAocta~ m~etaniCU4 
~ctlves contre les mammifères ; Amm IT ! toxine du même scorpion 
les insectes (Rosso, J.P., communication personnelle). 

Be IT : toxine de &J..thu& e.pC?.U6 active contre les insectes (54)' . 

Bop 1 et III : toxines 1 et III de 8u..thu..h Oc.ci..ta.nu.6 paJr..i.6 actives 
contre l es ruarr~ifères (39). 

Bot l, II, III, VIII et XI : toxines l, II, III, VIII et XI de 
Bu.t.hu.6 oc.ci..taJ.u.w tun.e..ttuuu actives contre les mammifères (39, 41, Grégoire, J., 
communication personnelle). 

CsE 1 : toxine l de 
poulet (4) ; CsE vI, v2 et v3 
les insectes (3). 

C~ide6 ~~ Ewing active contre le 
variants toxiques du même venin actifs contre 

Css 1 et II toxines 1 et II de Centruroides ~u66~~ ~u~6~Uhactives 
contre les mammifères (16, 39). 

Lqq III, IV et V : toxines III, IV et v deL~Uh quinqUe6tAia1uA 
quLnqUe6~ actives contre les mammifères (21, 39, 41, Kopeyan, C., commu
nication personnelle ). 

Ts "(: toxine r de TUIj~ .6etUtu..ta.t.u.6 active contre le!> mammiféres (36). 

Afin d'obtenir le degré maximum d'homologie, les séquences des toxines 
actives contre les mammifères ont été alignées en considérant comme invariables 
les résidus de demi-cystine et des dél étions (-) ·ont été arbitrairement intro
duite s. Dans l e cas de AaB IT, d'une part, CsE vI, v2 et v3 d ' autre part, s ept 
des huit résidus de demi-cystine ont été alignés. Pour finir, Be IT et Arnm IT, 
deux toxines "courtes" actives contre l es insectes, ont été comparées. 

Les séquences déduites par comparaison sont soulignées. 

La notation à une seule lettre pour la représentation des séquences 
d'amino-acides est utilisée conformément à (196B) Eur.J. Biochem., 5:151-1 53: 

A alanine 
C demi-cystine 
D acide aspartique 
E acide glutamique 
F phénylalanine 
G glycine 
B histidine 

l 
K 
L 
M 
N 
p 

Q 

isoleucine 
lysine 
l eucine 
méthionine 
asparagine 
proline 
glutamine. 

R arginine 
5 sérine 
T thréonine 
V valine 
W tryptophane 
Y tyrosine 
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quinze séquences camplêtes d'amino-acldes ont été déterminées (en outre l on 
pourra voir, sur la m~e figur€, les résultats partiels concernant treize autres 
toxines) • 

Il apparalt que l es toxines de scorptions sont des protéines de 
faible masse molaire, composées dlune seule chaine polypeptidique r éticulée par 
qu~tre ponts disulfures. C'est seulement dans les cas des toxines AaR 1 et AaR Il 
que des valeurs de masses molaires, voisines de 7 000, ont pu être obtenues par 
ultracentrifugation (37). Pour toutes l es, autres toxines, qui ont é t é éluées des 
colonnes de Sephadex G-50 dans un volume 'plus grand que le "volume mort" (comme 
ce fut le cas pour les toxines AaR 1 e t AaS II), la masse molaire chimique mini
mum, calculée à partir de la composition en amino-acides, était considérée· comme 
l a valeur r~elle de la masse molaire. Ce raisonnement n'~ encore jamais été dé
menti ~r l es dé,terminations des séquences d'amino-acides. Dans l e cas de la 
toxine AaH II, la structure covalente complète est connue, étant donné que 
Kopeyan et coll. (20) ont publié les positions des ponts disulfures (Figure 2) 
Deux ponts disulfures de la toxine AaS 1 ont été trouvés dans des positions 
identiques à celles existant dan& la t oxine AaR II (40) : 12 et 62, 24 et 46 
(les positions 24 , 46 et 62 dans la toxine AaH l sont homologues des positions 
26, 47 et 63 dans la toxine AaH II : voir Figure 1). On peut, en e ffet, penser 
raisonnablement que, dans toutes les toxines anti-mamrnifères, l~s résidus de 
demi cystine s ont aS50ci~s deux à dEUX de la même façon. La présence de ces 
quatre ponts disulfures pourrait être responsable de la grande stabilité des 
t oxines de scorpions : dans l e cas de la toxine A.a II, on a trouv6 que, entre 
pH 4 et pH 9, l'une des configurations de la molécule (parmi les quatre possibles) 
était prédominante et très stable vis-A-vis de la dénaturation par l a chaleur 
et du traitement par l'urée 9,5 M. Ceci est dG à son haut degré de s tructure 
ordonnée (12). 

Lorsqu'on considère les toxines anti-marrmifèrc,s, le pourcentage maxi
mum d'homologies entre les structures primaires est cbtenu lorsque les résidus 
d'amlno.-acides sont a1ig;r;êe en respectant la position des ponts di'sulfures 
(Figure Il. - Il a 'été montr~ précédemment que cette nouvelle fdmflle de protéines 
~uvait être divisée en plusieurs groupes en tenant compte de certaines ressemblan
ces de structure (41, 56), mais au fur et à mesure que le nombre des séquences 
connues augmente, celui des groupes augmente également. A l'heure actuelle, il 
est possible de définir cinq groupes : 1 - le groupe de la toxine AaH 1 qui 
comprendrait, outre cette dernière consi~érêe comme r~férence, les toxines AaH l', 
AaH 1", AaB III et Amm III, avec une séquence typique -proline-pro line- dans 
les positions 20 et 21 et une extrémi~ C- terminale avec un carboxyle libre ; 
~- le groupe de la t oxine AaH II qui comprendrait, cutre la toxine de référence , 
les toxines Lqq V, Amm V, Bot III et Bot XI, dont l' extrémité C- terminale est 
amidée ;: l... - l e groupe de la toxine Bot 1 qui comprendrait, cutre la toxine de 
référence, les toxines Bot Il, Bot VIII, Lqq III, Bop 1 et Bop II, dont l'extré
mité C-terminale est amidée , comme c'est le cas pour le groupe précédent; 
4 - les toxines Lqq IV et Amm VI constitueraient un groupe dont la caractéristi
~e principale, pour le moment, serait la présence d'un r ésidu N- terminal sup
p lémentaire ; S - le gr oupe d~ la toxine Css II qui, outre la t oxine de référence, 
comprendrait res toxines Css l, CsE 1 et TsT; les toxines de ce groupe présentent, 
A leur extr~m1té N- t~rminale , un résidu ~e moins que le~ toxines des groupes 1; 
2 et 3 ci-d essus ; par ailleurs, leur extrémité C- terminale est libre. Cette 
tentative de classification des toxines anti-mammifères en cinq groupes est en 
accord complet avec les r ésultats des expériences d'immunologie (P . Delori, 
communication perso~~elle) : a insi, chaque t oxine du-groupe AaH réagit avec 
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Figure 2 
la toxine 

Représentation schématique de la position des ponts dlsulfures de 
II d'Androctonus australls Hector active eont~ les mamDdf~res (20) . 
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l'antis!§rum préparé contre la toxine AaR 1 la même corrélation est obtenue 
entre les toxines du groupe A&H II et l'antisérwa,préparé ccin~e. cette dernière, 
entre les toxines du groupe Bot 1 et l'antisérum préparé contre cette toxine de 
référence ; ~l en est de même pour les toxineadu groupe Css II et l'antisérum 
anti-toxlne Css II. Inversement; une toxine appartenant à l'un; des groupes ne 
réagit pas avec les antisér~s préparés contre les toxines de référence des 
autres grGupes. 

Si l'on considère maintenant les toxines anti-insecte~, il est encore 
possible, dans le cas des toxines AaH IT, Css vl, Css v2 et Css v3 d'aligner 
sept deshuit résidus de demi-cystine avec ceux des toxinesanti~m~ifères. Par 
contre, les toxines Be IT ·"et AmIn IT sont complètement différentes de toutes les 
autres toxines anti~~ammifêres ou anti-insectes ; bien qu'elles aient des séquen
ces d'amino-acides beaucoup plus courtes, ellespossêdent encore quatre ponts 
disulfures qui sont situés chez ces deux protéines à la même place, le nombre 
total des homologies étant de vingt et une. 

3. MODIFICATIONS CHIMIQUES 

Des modifications chimiques des résidus d'amino~acides fonctionnels 
des toxines de scorpions actives contre les mammifères ontêté ,réalisées avec 

., trois objectifs distincts : 

- étudier les relations entre la structure et l'activité de ces molécules 
- obtenir des dérivés radioactifs ,ayant conservé leurs propriétés pharmaco-

logiques ; 
- préparer, à 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 AaR II ccnduit à la perte de l'activité ; 

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

- une modification des groupements carboxylates conduit à la formation d'un 
dérivé totalément inactif de la toxine AaH II ; 

- une rilùdification des groupements âminés· par acétylation ou ,citraconyla.tion 
supprime l'activité. La ,toxine AaH l acétylée se compc~te comme une puissante ana
toxine, mais letrai~ement par l'hydroxylaminede la toxine AaH II acétylée 
(l~,hy.droxy'lamine reqén~re les :résidus de tyrosine acétylés) est nécessaire pour que 
la mclécule se comporte comme,un toxo!de (P. D'elori, communication personnelle) : 
ainsi, on· en a déduit ,que, dans la toxine AaH II, des résidus de tyrosine devraient 
fairepar.tie des sit"esantigéniques ; 

.,,- la réaction avec l'acide iodo-acétique affecte; dans le cas de la toxine 
AaB II, à la 'fois des groppements aminés et des résidus d'histidine et, dans le 
cas de lat6~'iheAaH l, un seul groupeE-NH2 · ci 'un résidu de lysine. Pour la toxine 
AaH I, l'~tude cinétique de la modification çhimique et de la perte d'activité 
monqe que cette dernière suit rigoureusement la transformatiori 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 façon générale, 
dans ,les toxines anti-mammifères, par la présence d'un résidu basique de lysine 
ou d'arginine. Tbutefois, la valine a été trouvée, en position 67, dans la toxine 
Bot XI (49), 3ppartenant 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 
étude que, dans le but d'obtenir un dérivé marqué radioactif ayant conservé sa 
toxicité, il faut éviter l'utilisation de méthodes comportant la modification des 
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groupements -il( amints cu ceux-ci sont importants. sinon -essentiels, pour l'-activi
té , des toxines. Par ailleurs, -puisque les toxines AaR II et Bot XI manifestent 
des propriétés antigéniques communes (P. Delori, communication personnelle), la 
toxine Bot XI qui est. de loin, la moins active du groupe, peut être considérée, 
dans une certaine mesure, comme une anatoxine naturelle ; 

- la quanidination de la toxine AaR II, au contraire, n'affecte pas, de 
manière significative, son activité. 

L'iodation des toxines de scorpions a été réalisée 44ns le but d'obte
nir des dérivé-s radioactifs. En titililiant de l'iodure de potassium A pH 8,0. 
on avait d' abord pu préparer les toxinè s anti-maDlJl..ifères AaR l et AaR II iodées 
et parfaitement 'actives avec des radioactivités spécifiqueY2g'environ 40 Ci/mmole 
(38). 'PlusrécemrDant, la mêthode d'oxydation de l'iodure ( 1) par la lactope
roxydase a été appliquée et les toxines AaR l et AaR II ont ét4 iodées ~v~c des 
radioactivités spécifiques atteignant 2 000 Ci/mmole, tout en conservant intacte 
leur toxicité (44, 45). Les avantages de ce procédé sont les suivants 

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

- la purification de' la protéine A partir du mélange réactionnel est obtenue 
par précipitation avec un antisérum spécifique e t la dissociation du précipité 
antigêne-anticorps réalisée à l'aide d'acide acétique: la protéine native puig 
le dérivé marqué restent ainsi dans le même tube évitant les possibilités de 
pertes, et de contami~atlons. Grâce â cette méthode, il a été possible _de çonnaltre 
la quantité de proté ine récupérée et donc de calculer les valeurs des concentra
tions et des radioactivités spécifiques , 

- le rendement de la protéine marquée après purification est bon (50 à 80t), " 
la protéine modifiée peut ê tre obtenue dans un petit volume (1 ml), ce qui n'est 
pas le cas lorsque la tiltration sur gel ou l a chromatographie dléchange dllons 
est utilisée pour la purification. Les protéines marquées ont été soumises A-
dea analyses -três poussées. Dans le cas de l a toxine AaR 1, il ft été pOssible de 
suivre, par dégradation automati~e12sEdman, la, vitesse d' iod"t'ion de ses trois 
résidus de tyrosine en fonction de 1 total incorporé dans la protéine : les 
trois résidus réagissent mais avec des viteeses relatives différentes. Dans le 
cas de la toxine ,AaB II" ~U:i conHsntsept résidus de tyrosine, lthétérogénéité 
de la ,prépar~~~on'marquée avec, 1 est enc~re plus probable. La toxine AaR 1 
marquée par 1 a été 'utilisée po~5mettre au point un radioirEl:1uno-essai permet-
tant la détection spécifique de 10 mole ( 7,2 picogrammes) de toxine AaH l 
(51). Trois autres toxines pures: AaR III, qui appartient au même groupe que la 
précédente, AaH Il et Bot 1, qui sont les toxines de référenèe des deux autres 
groupes (Figure 1)'12gt été testées vis-A-vis de leur compétition avec la toxine 
AaB l marquée -avec 1. Les demi-effets maximums étaient obtenus avec 30 fois 
plus de toxine AaR III et " avec 4 300 fols plus de toxine AaR II. Dans le cas de 
la toxine Bot- l, aucun effet ne se manifestait avec un excés de 4 '300 fois. Si 
l'on considéra que l'effet observé avec la toxine AaR II peut très bien s'expli
quer par une contamination de 0,02% de toxine AaR 1 dans la pr'paration utilisée, 
on peut conclure que les toxines anti-mammifères des différents groupes n'ont pas 
de propriétés antigénlques communes. Au contraire, la toxine AaB III, qui appar
tient au même groupe que 1.3 toxine AaR 1, peut e1"~ei:" en canpétition, de façon 
significative, avec la toxine AdE J marquée par J. 
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4 . MODE D'ACTION 

Le mode d'action ', des toxines de scorpions a é té étudié de façon appro
fond ie en utilisant soit les venins bru t s soit les toxines purifiées: une revue 
concernant ce domaine a été r écemment publiée: (.56). Presque tous les effets . 
décrits à ce j our peuvent ê tre expliqués par une libération des neurotransmet
teurs au niveau des synapses, r ésultant d 'un effet exci tateur primaire des to-
xines sur l es membranes axonales. quinqu~~ 

Alnsi Adam et coll. (1) ont' mo'ntré que l e venin de Le..iuJtu.6 l qu..i.nQuu
~,mis au contact de l a fibre nerveuse de greno~111e , avait un e ffet dépo
larisant qui é tait aboli on l' absence d' ions sodium dans le milieu • . Koppenhôfer 
et. Schmidt (22-24 ), fai san t agir le venin de l a même espéee sur l e noeud de 
Ranvier d 'une fibre nerveuse isolée -de grenouille e t Narahashi (35), qui a 
é tudié l' ~ffet du venin de ~ ~ sur une prépar~tion d'axone géant de 
calmar' 0l'lt .. ,montré, da.ns des conditions de voltage imposé, que les venins de 
scorpions . prove>quaient une inhibition de l'inactivation :du courant sodium et 
une suppression du courant potassium. Les i ons calcium s'opposent aux changements 
dans les propriétés de la membrane causés par le venin de scorpion (50). Plus 
r écemment . le mode d'action des t oxines anti-mammifè res AaH l et AaH II a 6 t é 
étudié. On a trouvé que l a toxine AaS 1. au contact des axones géants d ' écr evis
se et des nerfs de homards, dans les conditions de voltage imposé , affectait â 
l a fois la f e rmeture du canal sodium (prolongation du potentiel d'action avec 
apparition d'un plateau typique, retard e t blocage pnrtiel de l'inactivation 
du courant d 'entrée du sodium) ct l' ouverture du canal potassium (d6croissance 
du cour ant potassium de l' é tat sta_tionnaire). La toxine semble r éagir avec un 
seul type de site récepteur dans l es membranes axonales . Les constant es de 
dissoc i ation des complexe s toxine-récepteu~ sont O .25 ~M pour l'~crevisse et 
O,70~M pour le homard (~S). La toxine AaR l modifie considérablement le poten
tiel d'action du clone NIE-115 de cellüles de neuroblastome de souris en augmen
tant son amplitude et sa duré~, le demi - effet maximum ~tant obtenu pour des con
centrations 0,4 nH et 2,5 nH respectivement. La tétrodotoxine, qui. bloque sélec
tivement l' a ugmentation de la conductance au sodium de la membrane , inhibe complè
t ement l' eff e t de la t oxine AaH Il, tandis que la. vératridine, alcal o!de qui 
cause la dépolarisation des nerfs, potentialise son action . La fixation quasi
irréversible de la toxine AaS II ne se produi t pas sux les mêmes sites que cell~ 
de la téttodotoxine et de l a vératridine , mais sur des sites r égulateurs spéci
fiques impliqués dans l'inactivation ç~e 11 ionophore sodium (6). Ce tte propriété 
de la toxine AaH II d'inhiber sélectiv"ement l'inactiva tion de l' ionophore sodium 
lié au pot entie l d'action a é té utilisée pour mettre e n évidence l a p r é sence de 
canaux sodium rapides_quie scents dans des cellules de coeur embryonnaires mani
festant un potentiel d'action de type l ent (7) . 

Des travaux r écents utilisant les méthode s du transport ionique ont 
montré que les .cellules qe neuroblastomes, é lectriquement excitables , cultivées 
~ v~o, é t aient très uti l es dans l' étude de l'ionophor e sodium lié au potentiel 
d'action (8, 10, 11). Une p rotéine neurotoxique, purifiée à partir du venin de 
L~- quinqu~~. n pr ésenté une fixation potentie l de membrane - dépen
dante sur l 'ionophore sodium lié au potentiel d'action de ces cellules de neuro
blastomes (9 . 11). Parmi les toxines anti-mammifères i solées dans notre labora 
toire, la toxine AaH II est la plus toxique contre l'animal entie r (DL ~10tg/kg 
souris) et la plus active sur les cellules de coeur d '~mbryon de pouleE en culture 
chez lesquell es elle provoque des effets chronotr opes et inotropes positifs et 
stimule l' entrée passive du sodium et du calcium à des concentrations ~~ssi 
basses que 10 nM (13). En utilisant de l a toxine AaR II marquée avec 12 1. on a 
pu montrer une fixation s a turable, non s eulement sur l es cellules de neuroblas
tomes électriquement excitables (14) et sur les synaptosomes prépar és à partir 
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du striatum de cerveau de rat (19) (Figures 3a e t 3e), mais auss i sur l e s cellu
les de coeur d'embryon de poulet en culture. La r~pré5entation de Scatchard des 
données (Figures 3b et 3d) r évèle. à la fois pour les neuroblastomes e t les synto.
ptoscimes. Une .seule .clas se d e , sites !Jans interaction mutuelle , de haute ll: ffinlté , 
avec u~ coefficient de Hill 'de 1,0. Dans dix expériences sur les cellules de 
neur oblastomes. l a valeur du ~ ~Bt comprise entre Q, 3 e t 0,6 nM et le nombre . 
de sites par cellule entre 4~ et 8000 (14) , ' Le s expé riences sur les synaptosomes 
donn ent de's valeurs du K situées e ntre 0 ,1 et 0 , 3 nM et d~s capacités de fixa
tion allant de 30 6 60 ~oles/m9 de prot€ine (19) . Dans l e cas des cellules de 
neurobl astomlô- , la. valeur du K e st presque éga l e à la concentration de toxine 
produisant l e demi-ef fet maxiI~um sur le potentiel d' action comme cela a é t é mon
tré par l e s méthod," s de l' é lectrophYf~glogie (6). La fixation sU'r les synaptcso-
me s de la t ox.ine AaH II marquée par 1 confirme l .e s résultats antérieurs qui 
montraient un e ffe t sti mulant de. l a toxine AaH 1 sur la libération des neuro
tranf2gtteurs par les synapt osomes (46) . La fixation de la t oxine AaH II marquée 
pa r l appa r ai t comme voltage- dépendante du fait qu'elle peut être inhibée ou 
bien par augmentation de la concen~ration extracellulaire de pota ssium jusqu'à 
obtenir la dé~olarisation des ce llules ou bien (Figure 4a) par "traitement avec 
l a gramicidine D, ionophore artific i el (18, 25). Des résultats s imilaires ont 
été obtenus sur l os synapto somes. La représey~~tion de Scatc~ard (Figure 4b) ~e 
l a fixa tion de l a t oxine I!.aH . II marquée par l en présence 'e t en absence de 
gramicidine D me t en évidence l'augmentation de la constante de dissociation ap
parente, sans changement du nombre des sites de fixation. 

Les polypeptides nourot oxiques purifiés à partir de l 'anémone de mer 
An.e.morUa. -6u1.c.ata. ont manife sté, cOnmle les toxines de scorpions , des e ffets spé
cifiques sur l a f e rmeture du canai sodium dans les axone s myél inisé s et non 
myélinisés (S, "47). La toxine II d'An.emonLa 4u1.Cata et la toxine AaH II présen
t ent des interactions compétitives vis -a. vis d 'un' site commun de fixa tion impli
qué dans l'inactiva tion ~e l'ionophore sodi~~ des ce llules de neuroblastome. 
La démon~traticm peut être r é sumée sur t r ois figures : figure Sa - la W~ine II 
d'Anemon-<.a .6u&a.ta inhibe la fixation de l a t oxine AaH II marquée par l , le 
demi-effet maxi~um étant obtenu pour une concentration '160 nM ; figure Sb - une 
r e lation linéaire e st observ~e ent~e, d'un€ part, le Ko S de l'inhibition de la 
fixat i on par l a t oxi ne II d.' Anemo~ ~u.tc.a.ta. et, d' autrê part, l a concentration 
de l a toxine AaH II marqu~e par 12 1 ; figure Sc - la 12~pré sentatiQn d~ Scat-
chard de la 'fixation de l a tox.i ne AaH Il marquée par 1 en pr ésence .et en 
absent a" de l atox.ine II d 'Anemoni.a. .6uic.a.ta. montre un accroissement de l a cons
tante apparente de dissociati on sans changement dans le nombre des sites de 
fixiiticin (14). On aboutit à des résultatsl ~~milaires quand l'inhibition de l a 
fixation de la toxin'e AaH II marquée par l sous l'influence de la t oxine II 
d'Anemonla ~uleata est testée sur les synapt osomes (19) . 

Dans le tableau l sont r assembl ées l es constantes de dissociation 
obtenues quand diffërentes toxines anti-mammifères appartenant à divers groupes 
(voir Figure 1) sont étudiées POY2Sleur capacité à inhiber l a f i xation spêcifique 
de 1<'1 toxi'ne AaH II marquée par . 1. La toxine AaH II es t l a plus puissante des 
t oxines antl-roammifères vi s - A- vis des troi s systèmes biologiques utilisés . La 
t oxine Lqq v, qui fait partie du groupe de. l a toxine AaR II, est aussi très 
pui~"sante. La t eoxine I.qq V a é t é trouvée 2 à 3 fois moins active que la toxine 
AaH ~I pOur stimule r la pénétration passive du sodium et du calcium dans les 
ce llul es de coeur d' embryon de poul et en culture. L' activité des toxines AaH l 
et BOt '1 es t encore plus faible et, par ailleurs, fortement dépendante du système 
biologique employé. 
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Figure: 3 : Fixation de la toxine AaR II marqu(~e par ~. l (appelée 

[1251] SC'fx sur la figu.re) sur les cellules de neuroblastome (a) et 
Ë~r les synaptosoroes {c}. 
Des quanti tés crols2tmtes de toxine marquée ont {té incubé~s avec d<!ls 
cellul~s ou des synaptosomes en l'absence (Al ou ~n la prés~ncé (0 OU~) 
de toxine AaS II non morqu~e A une concentr~tion 200 nM.La fixation 
~p~cifique (0) est la diff6renc~ entre la fixa tien totale et 
~t la fixation non 8p~cifique. A dxoite, repr~s~nt~tion de Scatchard de 
le fixation spécifique sur les c(i'ol1ules de r,euroblastcme (b) et sur 
lee synaptosomee id) 
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Figure 4 

• a ~ Effet de la dépolari.at1on de membrane, induite par la 
qramicidêD, vis-à-vis de la fixation' de la toxine AaS II marquée par 

1251 (~ C1251 J ScTx) sur les cellule~ de neurobla9t~a5 Les c~l
lules étaient incubêes, en pré~.nce de Na 140 nM, avec t~L 1] ScTx 0,4 nM 
et des ql.lanti tés crot. santes ~e gr4micldine D (.). Même expéri ence en 
ajoutant au milieu de la toxine AaH II non tr.arquée 200 nM (4). 

125 b ~ Représentation de Scatchard de 1& fixation spécifique de 
t Il ScTx sur les cellules de neuroblilstome en 11 absence ( ... ) et en 

la pr~sence ,~} de 2p,spar ml de gramic1d1ne D. Même milieu que dans a 
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Figure 5 

a ~ D~placem.nt de l a fi~att2g sur les cel l ules ~p. n~urobla8-
tome de la toxin@ AaH II marquée par l 

( i(1251J S~~ J sous l'effet de la toxine Il d'anémone de mer Anemonld 
~utcata non marqu6e ~n l'absence ( • ) et en la présenr., ( 0 ) de toxine 
AaH II non marquée ·200 nM. 

o '"' Rdation entre la concentr~ti092~e la. toxin6 II d 'Anemon.[a 
~ulcata rédui sant de mo i tié la fiA8tion de ( r) ScTx au12Sea cellules 
de neuroblastome (Ko c) et la concentration initiale d~ [ Il ScTx 
utilisée. . .,; 

1 5 
c ~ R~pré5entaLion d~ St a tehard de la fl~aeion spéci fique de 

r 2 .... 
L. 1..] ScTx aur hs cellules de neuroblas tome en l.' absence ( ,, ) et en 
la présence ( • ) de f~!ine Il d'Anemotûa ~ul~ar~ 0,15 pM. Les cellule. 
étaient incubées aV"ec ( 1] ScTx 0 . 2 nH (14). 
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, 
1 

Toxines Cel lul es de coeur Cel l ules de Synaptosomes de 

d ' embryon de poul et neurobl astome cerveau de rat 
1 

AaH I I 1 - 3 0.3 - 0 . 6 0 .1 - 0 . 3 

1 

AaB l 400 150 3 

1 
Bot l 50 3 800 1 300 

1 

Lqq V - 0. 9 
1 

0 .8. 
1 

, , 1 1 

Tabl eau 1 Const ante s de dissociation (nM) de · di fférentes 

toxine.s de scorpi on . 



Une concentration 10yM de toxiY~5CSS 1 n' inhibe p<3s l a fixation spé
cifique de la toxine AaH II marqu~e par 1 sur l es cellules qe coeur d' embryon 
de poulet P. t les synaptosOmes de cerveau "de rat. De plus, nous avons trouvé que 
cette t oxine ne sti~lait pas l a captation passive du sodium et du calcium par 
les cellules cardiaques embryonna1res de poulet et ne modifiait pas l e p0tentiel 
d'acti C'n de ces c~ llules , p"as plus que celui des ce llules des neuroblastomes . 
Ainsi, la toxin~ Css Il ne semble pas avoir d'interactions avec l~ même classe 
de sites, en relation avec l a fermeture d.e l'ionophore sodium iinpliquê dans le 
potentie l d ' acti on des cellules excitables. que la t oxine AaH II . Par conséquent , 
son mode d ' acti on est nécessairement différent. 

Les t oxines anti-insecte s et les toxines " anti-crci.stac4s:~ purifiées à 
partir du venin de scorpi on compte tenu de l eur activité pa"ralysan"te r especti
vement pour les l a rves de mouches et pour "les isopode s (5-5, 57), montrent, l ors
qu' e lles sont testées sur des préparations nerf-muscle d'un arachnide, d'un 
crustacé, d ' un insecte e t d'un mammifère, des effets excitants sur l es muscles, 
dûs à une activité dépolarisante su~ les nerfs" moteurs. Toutefois, seule l a to
xine AaR IT a été trouv~e hautement sélective sur l a préparation nerf-muscle 
d 'insecte (52 , 56) : de ce fait, cette toxine peut servir d ' outil spécifique 
pour l.'t:itude des neurones d'insectes. 

En conclusion, l es venins de s corpions peuvent être considérés comme 
une excellente source en vue de l a p uri fica tion d'outils spécifiques extrême
ment précieux pour l' étude de l'ionophore sodium lié au potentiel d' action dans 
di ffé r entes prépar a tions biol ogiques . " " 
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RESUME ET CONCLUSIONS 

Des conditions originales de purifica'tion ont :?ermls d' isoler, à 
partir des venins des scorpions de la -f&ÎJ:il-l e des 8utkû::he, de nombreuses subs
tances toxiques spécifiquement actives sur les mammifères , les insectes et les 
crustacés . 

La détermination de la structure primaire de ces composés à montré 
qu'il s'agissait de protéines de faibl e masse molaire, ne comportant gu~re plus 
de 70 résidus d'acides aminés, réticulées par 4 ponts di~ulfures. 

L'approche de la oonnaissanëe du mode d'action des toxines a mis en 
jeu des méthodes três variées : utilisation des isotopes radioactifs tant pour 
la mesure des flux ioniques transmembranaires que pour le marquage par l'iode 
des prot~ines i emploi des cult.ures de cellules (myocytes de coeur d'embryon 
de poulet, cellules de neuroblestome de souris), de modèles biologiques divers 
provenant de vertébrés ~u d'invertébrés (préparati ons nerf-muscle, ' axones iso
lés, synaptosomes) , de diverses techniques d' é lectrophysiC?logie dont la méthode 
du voltage imposé : dans le cas des toxines_ actives sur les mammifères qui sont 
ac tuellement les mieux connues, on pense que l e r écepteur de ces protéines est 
lié- au fonctionnement d.e l'entité physiologique communét!lent appelée If canal 
sodiwti" . 

La compara'ison de plu:::ieurs séque:1.ce~ primairH~ dans ce èE!rnier groupe 
de composés montre qu'ils constituent une véritable famille de protéines oü un 
résidu particulier de lys ine joue un rOle important dans l'activité de la molé
cule, ce qui est confirm6 par l'emploi de différentes ~thodes spécifiques de 
modificùt~on e~lmiqu~ des résidus d'amino-acides. -

Origin31 m=thoda of purification have proved to be $uccessful in the 
i~ol~tio~, from several venomQ of scorpions bel onqinq t o the family of Buthidae, 
of various taxie substances sp~cific:ally active aga inst mammals., inseets and 
c rustaceans. 

The determination of the primary structure of these compements has 
shawn that we are dealing with proteins of lov molecula r weight. possessing 
a t the most 70 residues of amino acids and cross-Linked by 4 disulfide bridges. 

For the study _ of the mode of action of the to:<ins, different lcethods 
have been applied,. tnaffl.ly use ot : radioactive isotopes for the measurement of 
transmembral ionie currents as weIl , as for the preparation of radioiodinated 
proteins i cell cultures (embryonic chick heart myocyte3 , mice neuroblastoma 
cells) ; several biological models from vertebrates and invertebr~tes (nerve- , 
muscle preparations, isolated axons, synapto50~es) ; various e lectrophysiologi
cal techniques including the voltageclamp method : in the case of the toxins 
ac tive against mammals, whieh are the best knownat the present time, it appears 
tnat the receptor of these proteins la part of the physiological entity 50 called 
"sodium channel". 

The comparison of many primary sequences in this_ group of components 
shows clearly that they form a family of protelns in wh:.ch a peculiar residue 
of lysine plays an important role in the activity of these molecules, this 
assumption being confirmed by the res~lts of several specifie chemical modifica
ti0~S of different toxins. 


