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En haut : Vue en microscopie électronique des synapses neuromusculaires du muscle triangulaire de sternum de
souris (grossissement de 13 333 fois). Les pelotes noires sont générées par des molécules d’alpha-neurotoxine « a
trois doigts », isolée d’un venin de cobra et radioiodée, fixées aux récepteurs nicotiniques de I'acétylcholine associés
aux membranes post-synaptiques. (Copyright Pascale Marchot et Jean-Louis Boudier)

En bas : Vue cristallographique du complexe de haute affinité formé entre (en jaune) cinqg exemplaires d’'une alpha-
neurotoxine « a trois doigts », isolée d’'un venin de cobra, et (en bleu) I'acetylcholine binding protein, protéine
homopentamérique de mollusque aquatique et équivalent soluble du domaine extracellulaire de fixation des ligands du
récepteur nicotinique de I'acétylcholine. (Copyright Pascale Marchot et Yves Bourne)
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Cassian BON, 1944 — 2008

Cassian BON est né le 31 mars 1944 au Viet-Nam dans
une période troublée qu'il évoquait souvent. Trés vite
rentré en France, il fit ses études secondaires a
I'Institut Fénelon a Grasse et prépara, a I'Ecole Sainte
Geneviéve de Versailles, le concours d’entrée a I'Ecole
normale supérieure de la rue d’'Uim ou il fut admis en
1966. Sa vie durant, il demeura fidéle aux associations
d'anciens éléves de "Ginette" (Ecole Ste Geneviéve) et
de I'ENS. Un service national dans les scientifiques du
contingent l'amena a travailler sur les venins de
scorpions, en 1972, dans un laboratoire de I'Institut
Pasteur de Paris dirigé par France Tazieff. Son passage
dans ce laboratoire sera décisif : il travaillera
définitivement sur les venins, venins de serpents pour
I'essentiel, et sur les sérums antivenimeux, tout au long
d'une carriére double au CNRS et a I'Institut Pasteur de
Paris. Sous la direction de Jean Pierre Changeux, il
prépare puis soutient (1979) une thése de doctorat sur
la crotoxine, neurotoxine majeure du venin du crotale
Crotalus durissus terrificus. Par la suite, aprés un
passage comme chargé de recherche au CNRS dans

I'unité de Pharmacologie cellulaire dirigée par Boris
Vargaftig, et ou il prend la direction du laboratoire des
venins, il devient successivement directeur de
recherche au CNRS (1987), directeur de I'Unité des
venins (1990) et chef de Ilaboratoire de [I'Institut
Pasteur de Paris (1991).

Ses travaux sur les venins de serpents s'orienteront
successivement dans trois directions. Tout d'abord, il
développe les travaux engagés au cours de sa thése de
doctorat és sciences et continue a étudier le mécanisme
d'action de la crotoxine, neurotoxine dimérique
présynaptique paralysante. Puis quelques années plus
tard, il se penche sur les envenimations expérimentales
et humaines et la sérothérapie antivenimeuse, suivant
en cela (et s'en réclamant) la tradition pasteurienne
initite par Albert Calmette en 1894. |l définit
expérimen-talement les paramétres toxicocinétiques de
la diffusion d'un venin dans un organisme, aprés
injection par voie intraveineuse ou par Vvoie
intramusculaire, et les modifications de ces parametres
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lors de l'injection d'un sérum antivenimeux contenant
des fragments d'anticorps capables (Fab) ou incapables
(Fab'2) franchir le filtre rénal. De plus, il met au point
une technique de dosage du venin dans le sang et dans
les urines par test ELISA, et vérifie que l'intensité des
signes cliniques est bien corrélée a la quantité de venin
libre circulante. Il sera vite reconnu internationalement
pour ses compétences en matiére de sérothérapie, et
dés 1983 devient un expert régulierement consulté par
I'OMS. Enfin, il va s'intéresser de fagon croissante aux
composés des venins de crotale actifs sur la coagulation
sanguine, avec l'idée de promouvoir des molécules
d'intérét thérapeutique utilisables dans le traitement
d'accidents thrombotiques.

Sa carriéere, a I'Institut Pasteur comme au CNRS, se
développe paralléelement a ses travaux : directeur du
département de Physiopathologie de I'Institut Pasteur,
(1994-1997), membre du Conseil scientifiqgue de
I'Institut Pasteur de Paris (1995-1999), puis de
I'institut Pasteur de I'lran (1998-2004), directeur de
recherche de premiére classe au CNRS (1997). Co-
fondateur de la Société francaise pour [I'étude des
Toxines (1992), il en devient le président pendant prées
de huit ans (2000-2008). Il fut par ailleurs membre de
nombreuses sociétés savantes francaises (Société
francaise de Biochimie et de Biologie moléculaire, dont
il fut membre du Conseil d’Administration, Association
francaise des Pharmacologistes, Société  des
Neurosciences) et étrangeéeres (International Society of
Toxinology, International Society of Thrombosis and
Heemostasis, dont il fut président de la Section
Exogenous Factors affecting Haemostasis, Association
franco-chinoise pour la Recherche Scientifique et

Technique, European Neuroscience Association, The
Mediterranean League against Thromboembolic
Diseases).

Son activité dans le domaine du traitement des
envenimations est certainement celle qui est la plus
présente dans les mémoires : elle le rapprochait de
I'OMS et plus généralement de problemes de santé
publique, importants dans les pays d'Extréme-Orient. Il
s'y engagea pleinement aprés avoir constaté les effets
protecteurs d'anticorps monoclonaux dirigés contre une
seule des sous-unités de la crotoxine (1991-1992). Il
étendit aux envenimations scorpioniques les études
pharmacocinétiques  expérimentales des sérums
antivenimeux et de leurs effets sur les parametres
toxicocinétiques de la diffusion du venin. L'ensemble de
ses publications sur ces sujets fait toujours référence,
tant pour les envenimations ophidiennes que pour les
envenimations scorpioniques.

Il se rapprocha davantage encore du monde médical
en conduisant en France une enquéte rétrospective sur
les morsures de vipéres sans équivalent a ce jour, et
dont les résultats se sont largement diffusés dans le
monde hospitalier. Il sera dés lors invité par I'OMS
comme expert des envenimations ophidiennes et de la
sérothérapie au sein d'une commission internationale
de standardisation des sérums antivenimeux (Expert

Committee on Biological Standardization).

Au sein de I'Institut Pasteur, il était étroitement lié
avec les Instituts Pasteur du réseau producteur de
sérum antivenimeux : Tunisie, Algérie, Maroc, lran. Il
resta d'ailleurs membre du Conseil scientifigue de
I'Institut Pasteur d'lran jusqu'en 2004. Et en France
méme, il participait activement a divers enseignements
de DU de pathologie tropicale (Paris, Rennes, Marseille),
assurant de nombreuses heures de cours sur les
envenimations humaines et leur traitement. Ses
activités d'enseignement débordaient largement du
cadre de la pathologie tropicale : participation, depuis
la création de I'école doctorale du Muséum (1995), aux
enseignements de cette école (Animaux venimeux et
vénéneux) ainsi qu'au master (2004) de cet
établissement (Evolution, patrimoine naturel et Société,
spécialité Unité et diversité du vivant) qui avait fait
suite au DEA “Interactions toxiques dans les
écosystémes et biotechnologies liées aux toxines". En
venant travailler au Muséum national d'Histoire
naturelle, en 2005, il retrouvait une ambiance qui lui
était familiere.

Il s'enthousiasma pour la Société Francaise pour
I'Etude des Toxines a la fondation de laquelle il
participa, en 1992. Membre du conseil dés le
démarrage de la Société, il en devint le président en
2000. Il était en cours d'un mandat, son troisiéme, qui
devait s'achever a la fin de I'année 2009. Tres actif, les
Rencontres qu'il organisa avec ke bureau de la Société
furent marquées par une nouveauté qui connut
beaucoup de succés auprés des congressistes, celle
d'un livre édité spécifiguement pour chacune de ces
journées annuelles, et remis a chaque participant. Il
savait aussi, a l'occasion, faire bénéficier les
congressistes d'un indéniable penchant a Ila
gastronomie. Sa disparition laisse un grand vide.

Ses derniéres années furent marquées par de
multiples difficultés qu’il surmonta avec une énergie et
une égalité d’humeur soulignées par tous ceux qui
I'approchérent. Ni la maladie qui se déclara
précocement et ne cessa de s’aggraver, ni la fermeture
en 2004 de I'unité des venins de I'Institut Pasteur de
Paris qu’il dirigeait depuis 1990 ne ralentirent son
activité. Accueilli par le laboratoire de Chimie des
Substances naturelles du Muséum national d’Histoire
naturelle en 2005, il donna la priorité aux
enseignements, a un rapport pour 'OMS (WHO Report
Rabies and Envenomings) et a [l'organisation de
colloques, en particulier aux Rencontres annuelles de la
Société Francaise pour I'étude des Toxines.

Décédé le 20 mars dernier aprés une bréve
hospitalisation, il laisse, au terme d'une ceuvre de plus
de 300 articles, le souvenir d'une personnalité
accueillante, d’'une haute culture scientifique, au
dynamisme et a la ténacité exceptionnels.

Max Goyffon,
Muséum national d’Histoire naturelle
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André MENEZ, 1943 — 2008

Président du Muséum national d'Histoire naturelle
depuis le mois de juillet 2006, André MENEZ est décédé
avant le terme de son mandat des suites d'une longue
maladie. Tant en France qu'a I'étranger, sa mort a été
un choc pour tous ceux, nombreux, qui l'‘avaient
rencontré ou connu tout au long d'un parcours
scientifique exceptionnel, conduit pour I'essentiel au
CEA, et qui l'avait amené a la présidence de I'un des
plus prestigieux établissements scientifiques de notre
pays.

Ingénieur de recherches en 1968 au Service de
Biochimie du CEN de Saclay (CEA), il soutient sa thése
de doctorat és sciences a l'université de Paris 7 en
1977. En 1991, il devient chef du Département
d'Ingénierie et d'Etudes des Protéines (DIEP). En 2003,
il est délégué a la recherche auprés du directeur du
Muséum national d'Histoire naturelle ; il en deviendra
président en 2006. L'essentiel de son activité
scientifique a été consacré aux toxines des venins de
serpents d'abord, puis de scorpions et de cbnes. Sa
passion pour les venins l'avait conduit a créer et
développer, ces dernieres années, la Fondation
internationale Toxinomics, dont I'un des objectifs est de
séquencer le génome de diverses espéces animales
venimeuses avec l'idée d'utiliser le potentiel
thérapeutique de toxines aux effets trés étroitement
ciblés. Ce projet est soutenu par I'International Society
of Toxinology, dont il était le président en exercice et
géré avec l'aide de Dietrich Mebs, secrétaire de I'IST et
Retd Stocklin (Laboratoire Atheris, Genéve). Expert
internationalement reconnu dans le domaine des venins
et de leurs toxines, André Ménez est I'auteur de plus de
300 publications scientifiques originales, de nombreux
brevets et ouvrages de vulgarisation. Il a été
responsable ou co-responsable de I'organisation de

divers collogues et congrés, tant en France qu'a
I'étranger.
Chimiste de formation, André Ménez s'orienta

rapidement vers la biochimie, a I'occasion d'une
collaboration active et fructueuse avec Jean-Pierre
Changeux qui parvint a isoler et étudier le récepteur
nicotinique post-synaptique a l'acétylcholine, grace a la
fixation de haute affinité sur ce récepteur d'une
bungarotoxine radiomarquée au tritium.

Dés lors, il ne devait plus abandonner les venins de
serpents et plus spécialement les neurotoxines
curarisantes d'élapidés (Naja sp.) et de serpents marins
(Laticauda sp.). La préparation d'anticorps polyclonaux,
puis monoclonaux, lui permit d'observer que le pouvoir
neutralisant d'un anticorps n‘implique pas
nécessairement une liaison de cet anticorps avec le site
de fixation de la toxine sur le récepteur. Il dépend en
réalité du changement de conformation de la toxine que
peut induire la fixation d'un anticorps, méme en un site
topographiquement éloigné du site "actif" de la toxine.
De fait, André Ménez a montré que la fixation d'un
anticorps sur une toxine liée a son récepteur neuronal
induit une perte d'affinité de la toxine pour le
récepteur : en d'autres termes, les anticorps antitoxines
peuvent posséder outre un effet protecteur préventif
par capture d'une toxine libre, un pouvoir curatif par
augmentation de la dissociation de la liaison toxine-
récepteur ce qui justifie, au moins dans les
envenimations neurotoxiques, une sérothérapie tardive.

Dans une étape suivante, les travaux d'André Ménez
sont marqués par l'utilisation des techniques de
mutagenése dirigée combinées aux techniques
spectroscopiques (RMN, cristallographie). Elles
I'orientent vers des analyses structurales de toxines
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dont il élargit le choix dans les venins de serpents, mais
aussi de scorpions, d'anémones de mer, de coOnes.
André Ménez s'intéresse plus spécialement a deux
grands groupes de toxines : les toxines dites "a trois
doigts”, bloquant les récepteurs nicotiniques a
I'acétylcholine, et les toxines bloquant les canaux
potassium voltage-dépendants. Observant que des
cceurs de liaison identiques peuvent apparaitre sur des
toxines d'architecture tres différente, il en conclut que
les toxines animales semblent adopter une stratégie
universelle pour se lier avec une haute affinité aux
différentes familles de récepteurs ou de canaux.

André Ménez fut trés toét un fidéle du Muséum
national d'Histoire naturelle bien avant d'en devenir le
président. Au début de la décennie 70, il noua des liens
étroits et durables avec le laboratoire de Biophysique,
alors dirigé par Claude Hélene, puis par le Pr. Thérése
Garestier. 1l participa régulierement aux enseignements
sur les "Animaux venimeux" dées leur présentation sous
la forme actuelle en 1983. Son cours sur les venins
d'Elapidés était un des points forts de la session
"Vertébrés terrestres venimeux", et son brio, la clarté
de son discours, suscitaient chaque année le méme
enthousiasme. Il était trés attaché a cet enseignement
qu'il assura jusqu'a la fin, méme pendant son temps de
présidence.

Ce bref résumé laisse apparaitre un rythme
d'activité constamment soutenu a un trés haut niveau.
Ses publications, ses brillantes qualités de conférencier,
d'organisateur, Ilui valaient de trés nombreuses
sollicitations, tant dans son cadre professionnel du CEA
qu'en France ou a I'étranger. Il était ainsi sans cesse
invité a des colloques ou a dispenser des cours,
notamment au Japon ou a Singapour. Il n'a pas négligé
non plus les activités de terrain et a été a plusieurs

reprises collecter des serpents. Au-dela de la vie
professionnelle, I'homme était attachant par une
réflexion sans cesse en éveil, un dynamisme

contagieux, une ouverture d'esprit qui impressionnait
les jeunes chercheurs auxquels il a toujours réservé le

meilleur accueil, une réelle fidélité en amitié. Ses
qualités se manifestaient tout aussi bien en dehors du
cadre universitaire : il réservait le méme accueil
chaleureux aux personnes qui s'adressaient a lui
comme spécialiste des venins et des animaux
venimeux, éleveurs de serpents en particulier. Il a ainsi
contribué directement ou indirectement a la réussite
d'entreprises de production de venin ou d'élevages de
serpent créées par des personnalités passionnées,
volontaires et tenaces, avec lesquelles il a collaboré.

André Ménez fut I'un des membres fondateurs de la
Société francaise pour I'étude des toxines (SFET) en
1992 et en fut constamment un membre actif, méme
quand ses nombreuses occupations I'amenérent a
s'éloigner du conseil de la société. Il a souvent participé
trées activement a I'élaboration des programmes des
Rencontres annuelles. D’emblée, il a placé ces
Rencontres a un haut niveau scientifique, avec les
toutes premieres qu’il a organisées sur le theéme
« Protection contre les toxines: nouvelles approches
moléculaires » et « Analyse moléculaire des relations
entre la structure et la fonction des toxines », par
exemple. Pour la SFET, toujours prét a répondre et a
organiser, il a fait preuve d’'une constante disponibilité.

Sa silhouette était familiere & tous, anciens de la
société et jeunes étudiants. Chacun retrouvait avec
plaisir la clarté de ses présentations, qui suscitait une
admiration unanime. Il possédait ce don rare de se faire
aussi bien comprendre d'un public de profanes que d'un
aréopage de spécialistes.

Pour la premiere fois en 2007, il ne put participer
aux Rencontres. Il se fit excuser une grande
appréhension gagna alors l‘auditoire. La SFET a vu
disparaitre avec une sincére et profonde tristesse, plus
encore qu'un scientifigue et un toxinologue de
renommée mondiale, un grand et fidéle ami.

Max Goyffon,
Muséum national d’Histoire naturelle
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Résumé

Depuis une dizaine d’années dans certaines zones cotiéres du monde, et depuis 2005 en France, les
efflorescences du dinoflagellé Alexandrium ostenfeldii sont particulierement surveillées. Cette espéce
arctique est en effet connue pour produire les spirolides, une nouvelle famille de macrocycles constituée
de dix composés et responsable de la contamination de certains mollusques bivalves. La trés forte
toxicité des spirolides chez la souris, lorsqu'elles sont administrées par voie intrapéritonéale, est due a
la présence d'un motif spiro-imine dans leur structure. Bien que le mode d’action des spirolides ne soit
pas encore élucidé, les récepteurs cholinergiques ont été proposés comme étant probablement les cibles
moléculaires de ces imines cycliques. Des études sont donc nécessaires afin d'ouvrir la possibilité
d'établir des seuils de toxicité pour I'Homme.

The spirolides : a family of emergent toxins which contaminate bivalve
molluscs

Over the past decade in some areas of the world, and since 2005 in France, the blooms of the
dinoflagellate Alexandrium ostenfeldii are particularly monitored. Hence, this arctic species is well known
to produce the spirolides, a new family of macrocycles including ten compounds and responsible for the
contamination of some bivalve molluscs. The high toxicity of spirolides, when intraperitoneally
administrated to mice, is due to the presence of a spiro-cyclic imine ring system in their structure.
Although the mode of action of spirolides has not been elucidated yet, the cholinergic receptors have
been proposed as likely being the molecular targets of these cyclic imines. Further studies are needed

to open the possibility to establish toxicity thresholds for human.

Keywords : Spirolides, Alexandrium ostenfeldii, bivalve molluscs.

Introduction

Depuis une vingtaine d'années, un probleme relatif au
phytoplancton en général, et a certaines espéces de
dinoflagellés en particulier, se pose dans les différentes
zones cotieres mondiales. En effet, les dinoflagellés, qui
sont ingérés notamment par des mollusques bivalves et
des poissons, peuvent, dans certaines conditions
particuliéres, synthétiser et stocker dans leur cellule ou
libérer dans le milieu marin des métabolites secondaires
hautement toxiques appelés phycotoxines, dites aussi
« biotoxines marines ».

Ces phycotoxines, de faible masse moléculaire et de
nature non protéique, sont véhiculées le long de la chaine
trophiqgue alimentaire et sont donc susceptibles
d’atteindre I'Homme. C’est ainsi que la consommation de
bivalves contaminés provoque plusieurs types graves
d’intoxication alimentaire humaine. Selon les symptémes,
six types d’intoxication ont été décrits : paralytique (PSP
pour Paralytic Shellfish Poisoning), diarrhéique (DSP pour
Diarrheic Shellfish Poisoning), neurologique (NSP pour
Neurologic Shellfish Poisoning), amnésique (ASP pour
Amnesic Shellfish Poisoning), ciguatérique (CFP pour
Ciguatera Fish Poisoning) et [Ilintoxication par les
azaspiracides (pour une revue, voir Ciminiello et

Fattorusso, 2004).

En plus de leurs effets néfastes sanitaires et déléteres
dans les écosystemes marins, les phycotoxines limitent le
commerce des produits de la mer. Elles contribuent ainsi
a des pertes économiques importantes qui touchent le
secteur halieutique, au coeur de la révolution agro-
alimentaire actuelle, notamment par la mort des animaux
marins et [linterdiction de la commercialisation des
produits marins de certaines zones de collecte suite a une
contamination endémique.

Ainsi, par leur impact sur la santé publique et sur
I’économie, les efflorescences du phytoplancton toxique
et les phycotoxines sont au coeur des problemes
environnementaux et humains, ce qui préoccupe
fortement le public, les médias et les scientifiques.

Depuis une dizaine d’années, et depuis 2005 en
France, les efflorescences d’'une espéce de dinoflagellés,
Alexandrium ostenfeldii, sont particulierement surveillées
(http://www.ifremer.fr/com/marin/marin70-2.pdf). Etant
producteur de spirolides, une nouvelle famille de toxines
émergentes, ce dinoflagellé est reconnu comme étant
I'agent causal de la contamination de certains poissons,
mais surtout de certains mollusques bivalves tels que les
moules, les huitres ou encore les coquilles Saint-Jacques.
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Alexandrium ostenfeldii, une espéce qui
pose probleme

Sa répartition géographique

Alexandrium ostenfeldii est une espéce arctique. Elle a
été détectée, pour la premiéere fois, sur les cotes Est de
I'océan Atlantique, plus précisément en Belgique
(Woloszynska et Conrad, 1939), puis en Espagne (Fraga
et Sanchez, 1985), en Islande, en Norvege (Balech et
Tangen, 1985) et au Danemark (Hansen et al., 1992).

Cette espece est également apparue sur les cotes
Nord-Ouest de l'océan Atlantique, au golfe du Saint-
Laurent (Levasseur et al., 1998) et en Nouvelle-Ecosse
au Canada (Cembella et al., 1998, 2000 ; Gribble et al.,
2005). A. ostenfeldii a été aussi recueilli sur les cotes
méditerranéennes, en Egypte (Balech, 1995), sur les
cotes Nord-Ouest de l'océan Pacifique (Steidinger et
Tangen, 1996) et en Nouvelle-Zélande (MacKenzie et al.,
1996). Finalement, ce dinoflagellé a été détecté, trés
réecemment, sur les cétes de la mer Adriatique (Ciminiello
et al., 2006).

Ses propriétés morphologiques

A. ostenfeldii est un dinoflagellé mixotrophique qui vit
généralement sous la forme de cellules isolées, bien
qu’elles puissent étre souvent regroupées en colonies.
Les cellules sont pratiguement sphériques et ont une
taille relativement grande (40-56 um de longueur et 40-
50 pm de largeur), leur hypothéque et leur épitheque
étant de méme longueur. Elles sont pourvues d’un noyau
en forme de « U », occupant une position équatoriale.
Cette espece de dinoflagellés possede un grand pore
ventral, caractéristique, situé au niveau de la premiére
plague apicale (Balech, 1995 ; Taylor et al.,, 1995 ;
Steidinger et Tangen, 1996).

Sa reproduction

A. ostenfeldii se reproduit asexuellement, par fission
binaire, mais cette espéece de dinoflagellé a aussi un cycle
sexuel isogamétique, formant un planozygote. Lorsque
les conditions du milieu deviennent défavorables, A.
ostenfeldii produit des kystes temporaires, sphériques et
de grande taille (35 a 40 pm de diametre). Ces kystes,
de couleur pale avec des granules bruns et rougeatres,
possedent une paroi cellulaire claire et couverte de
mucilage (Jensen et Moestrup, 1997).

Son profil toxinique

A. ostenfeldii a un profil toxinique qui varie beaucoup en
fonction de sa localisation géographique. En particulier,
certaines souches de Scandinavie et de Nouvelle-Zélande
ont été impliquées dans la synthese, en faibles quantités,
de saxitoxine et dérivés (MacKenzie et al., 1996 ;
Cembella et al., 2001). Cependant, au Danemark, en
Norvége et en Nouvelle-Ecosse, au Canada, d'autres
souches ont été rapportées comme étant productrices de
spirolides (Cembella et al., 2001 ; Aasen et al., 2003 ;
MacKinnon et al., 2004, 2006).

En 2005, Gribble et ses collaborateurs ont relevé une
différence, dans la composition en toxines, entre des
échantillons d’A. ostenfeldii prélevés in situ et les cellules
de cette méme espeéce cultivées in vitro (Gribble et al.,
2005). Il est a souligner que de nombreux facteurs, tels
que la salinité et l'azote inorganique (Maclean et al.,
2003) ou encore la durée d'ensoleillement (John et al.,
2001), peuvent influencer a la fois la production de
toxines et le profil toxinique d’A. ostenfeldii.

Les méthodes pour l'identifier

C’est par une observation des cellules sous microscope
qu'A. ostenfeldii est couramment identifié. Cependant,
outre le fait que cette méthode nécessite une grande
connaissance en taxonomie, elle prend beaucoup de
temps et est relativement colteuse (Molgé et al., 2006,
2007). Récemment, une méthode de moindre colt et
facile a utiliser, a été développée. Cette méthode,
actuellement employée pour la détection électrochimique
du dinoflagellé, fait appel a un bio-senseur d’ADN
(Metfies et al., 2005).

Les spirolides, une famille de toxines
émergentes

Les méthodes pour les détecter

Au cours des derniéres années, grace au développement
de méthodes de détection, plusieurs travaux ont été
menés pour détecter les spirolides dans les bivalves. En
particulier, la chromatographie en phase liquide couplée a
la spectrométrie de masse a permis de faire des études a
la fois qualitatives et quantitatives des toxines présentes
dans des extraits de bivalves et dans des cultures d’A.
ostenfeldii (Aasen et al., 2006 ; Villar Gonzéalez et al.,
2006 ; Ciminiello et al., 2006).

Les différents composés identifiés

Les spirolides B et D sont les premiers composés a avoir
été identifiés. Elles ont été isolées et purifiées a partir
des glandes digestives de moules (Mytilus edulis, Figure
1) et de coquilles Saint-Jacques (Pacopecten
magellanicus) collectées dans certains sites d’aquaculture
de Nouvelle-Ecosse, au Canada (Hu et al., 1995 ;
Cembella et al., 2000). Récemment, ces deux toxines ont
été détectées chez des bivalves, en Ecosse (Ruehl et al.,
2001), en Norvege (Aasen et al., 2005), en Espagne
(Villar Gonzélez et al., 2006), en Italie (Ciminiello et al.,
2006) et en France (Amzil et al., 2007 ; Krys et al.,
2007).

Fig. 1. Moules (Mytilus edulis).
Fig. 1. Mussels (Mytilus edulis).

les formes
identifiées

Les spirolides A et C,
déméthylées du

ainsi que
composé C, ont été
ultérieurement. C'est en partie grace a des techniques de

spectroscopie (résonance magnétique nucléaire et
dichroisme circulaire) et de cristallographie (rayons X)
qu'ont été résolues les structures chimiques des
spirolides (Figure 2). Structurellement, les composés A et
C sont similaires aux composés B et D (Hu et al., 2001),
tandis que les formes déméthylées du composé C (13-
desMe-C et 13,19-didesMe-C) sont plutdt proches des
pinnatoxines A et D (Falk et al., 2001 ; Figure 2A).
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D’autres spirolides, les composés E et F (Figure 2B),
ont été isolées et purifiées a partir de bivalves
contaminés. Le fait que ces deux composés soient
biologiguement inactifs et qu’ils ne soient pas détectables
dans des cultures cellulaires d’A. ostenfeldii suggére
fortement qu’ils soient des produits issus du métabolisme
dans les bivalves (Hu et al., 2001).

Plus, récemment, la spirolide G et sa forme méthylée
(20-Me-G, Figure 2A) ont été identifiées dans des moules
contaminées (Aasen et al., 2006). La présence de cette
forme méthylée, qui est un ester d’acide gras de la
spirolide G, dans des moules, permet de supposer que les
spirolides peuvent étre estérifices dans les bivalves,
probablement par I'action d‘enzymes telles que I'acyle
transférase (Aasen et al.,, 2006). Cependant, le
métabolisme des spirolides, que ce soit dans des cultures
cellulaires d’A. ostenfeldii ou dans des bivalves, souléve
des controverses. En effet, une étude trés récente
montre que le pourcentage relatif de spirolides et de ses
différentes formes (13-desMe-C, 13,19-didesMe-C et
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20-Me-G), dans des extraits d’A. ostenfeldii, n'est pas
modifié lorsque ces extraits sont mis a incuber avec des
broyats, riches en enzymes, de bivalves (Mytilus edulis,
Crassostrea gigas et Pecten maximus), ce qui suggére
fortement que les spirolides ne sont pas sensibles aux
enzymes présentes dans ces mollusques (Christian et al.,
2008).

Les études concernant la synthése des spirolides n'ont
pas abouti, du moins jusqu'a présent, a la synthése totale
de ces macrocycles.

L’importance du motif spiro-imine pour la toxicité
des composés

Toutes les spirolides, biologiqguement actives chez les
souris, renferment dans leur structure un systéme
bicyclique incluant un motif spiro-imine (voir Figure 2A).

Par contre, les formes E et F, qui sont biologiqguement
inactives chez les souris, sont dépourvues d’'un tel motif
(Figure 2B).

{ A e

Spirolides MM R
G 691.5 H
20-Me-G 7055 CH,

Spirolides MM R1 R2
E 7095 H CH;
F 7115 H CH;

Fig. 2. Structures chimiques des différents composés formant la famille des spirolides. (A) Composés biologiquement actifs,
contenant un motif spiro-imine (*). (B) Composés biologiquement inactifs, issus du métabolisme des bivalves et dans
lesquels le systeme bicyclique incluant le motif spiro-imine (*) est ouvert.

Fig. 2. Chemical structures of the different compounds included in the spirolides’ family. (A) Biologically active compounds
containing a spiro-cyclic imine ring system (*). (B) Biologically inactive compounds, from bivalves’ metabolism and in which
the spiro-cyclic imine ring system (*) is opened.

Ces observations suggeéerent fortement que le motif
spiro-imine est le pharmacophore, i.e. la partie
pharmacologiquement active des molécules (Hu et al.,
1996, 2001). Ce méme motif est également présent dans

d'autres phycotoxines, dites « imines cycliques », telles
que les pinnatoxines, les ptériatoxines ou encore les
gymnodimines (pour des revues, voir Molgé et al., 2006,
2007).
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La toxicité des composés

L’administration, par voie intrapéritonéale, de doses
létales de spirolides ou d’extraits de bivalves contaminés
par ces macrocycles, a des souris, provoque des
symptomes caractéristiques qui apparaissent
généralement dans les 20 minutes suivant l'injection
(Richard et al., 2001 ; Gill et al., 2003 ; Munday et al.,
2004). Ces symptdmes se manifestent par des troubles
neurologiques, incluant une pilo-érection, une hyper-
extension du dos, une queue courbée en arc et des
convulsions. lls sont suivis d'une mort rapide des
animaux, survenant en quelques minutes, ce qui permet
de caractériser les spirolides comme étant des toxines a
action rapide, connues sous le nom anglo-saxon de FATs
(pour Fast-Acting Toxins).

Les spirolides sont beaucoup plus toxiques chez les
souris lorsqu’elles sont administrées par voie
intrapéritonéale [DLso (Dose Létale provoquant la mort de
50% des animaux) = 40 pg/kg] que par voie orale
(DLso = 1 mg/kg) (Richard et al., 2001). Chez ces mémes
animaux, les valeurs de la DLs; pour la spirolide C
déméthylée (forme 13-desMe-C) sont de 6,5 pg/kg, 157
ng/kg et 500 pg/kg aprés que la toxine ait été,
respectivement, injectée par voie intrapéritonéale,
administrée par gavage et ajoutée dans leur alimentation
(Munday et al., 2004).

Le mode d'action des composés

Bien que le mode d'action des spirolides ne soit pas
encore élucidé, les récepteurs cholinergiques
(muscariniques et nicotiniques) ont été proposés comme
étant les cibles moléculaires de ces imines cycliques.

En particulier, les études toxicologiques réalisées chez
la souris ont montré que la spirolide C déméthylée (forme
13-desMe-C) affecte spécifiquement certaines régions du
systéme nerveux central, notamment le tronc cérébral et
I’hippocampe, aucun effet de ce composé n’ayant été
détecté au niveau des autres tissus ou organes (Gill et
al., 2003). De plus, la mort des souris, suite a I'injection
intrapéritonéale d’extraits de bivalves contaminés par des
spirolides, survient beaucoup plus rapidement en
présence d'atropine ou autres antagonistes des
récepteurs cholinergiques, alors qu’elle est retardée en
présence d’agonistes de ces mémes récepteurs (Richard
et al., 2001).

Finalement, des analyses transcriptionnelles ont
révélé que l'expression des génes codant pour certaines
sous-unités de récepteurs muscariniques (mMAChRL1,
mMAChR4 et mAChR5) et nicotinigues (nAChRa2 et
nAChRb4) est augmentée chez les souris injectées avec
des spirolides, alors qu'elle n’est pas modifiée en ce qui
concerne les récepteurs du glutamate (Gill et al., 2003).

L’intoxication humaine par les
spirolides

Peu de cas confirmés d’intoxication humaine par les
spirolides sont décrits dans la littérature. Cependant, de
vagues symptomes, tels qu'une détresse gastrique et une
tachycardie, ont été observés chez des patients ayant
consommeé des bivalves contaminés en Nouvelle-Ecosse,
au Canada (Gribble et al., 2005). Ces symptdmes
pourraient étre liés a la présence de spirolides.

En conséquence, il n'existe actuellement aucune
Iégislation pour les spirolides. La présence de ces toxines
n'est pas recherchée lors des tests de routine effectués
dans le cadre des programmes de contréle et de

surveillance de la filiere des mollusques bivalves vivants
(Gribble et al., 2005 ; Krys et al., 2007).

Conclusion

A I'heure actuelle, il y a peu d'informations concernant
I'absorption, la distribution, le métabolisme, I’excrétion et
le mode d'action des spirolides, qui soient disponibles.
Des études approfondies sont donc nécessaires pour
établir des réglementations (seuils de toxicité pour
I'Homme) en relation avec cette nouvelle famille de
macrocycles et pour proposer des tests adéquats de
diagnostic. In fine, ces études conduiront & une meilleure
protection de la santé du consommateur et permettront
de préserver une activité économique importante du
secteur halieutique qui, actuellement, est au coeur d'une
révolution agroalimentaire.
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Abstract

Cnidarian toxins, especially toxins from corals, comprise a great number of diverse substances including
proteins and secondary metabolites. Only a small portion of those substances has been
pharmacologically well characterized and, despite the richness and diversity of cnidarian toxins, only a
few studies have been dealing with those acting on the cholinergic system. Here, we describe cnidarian
toxins acting on acetylcholine receptors, acetylcholinesterase and choline acetyltransferase. The search
in the literature revealed no report on cnidarian toxins acting directly on vesicular transport or exocytosis
of acetylcholine, except for some toxins that act either on K" current or intracellular Ca®" activity in
nerve terminals, which is beyond the scope of this review. The possible use of cnidarian toxins acting on
the cholinergic system in the treatment of neurodegenerative disorders is also described.

Toxines de Cnidaires agissant sur le systeme cholinergique

Les toxines de Cnidaires, surtout celles provenant des coraux, comprennent un grand nombre de
substances diverses, incluant des protéines et des métabolites secondaires. Seule une petite portion de
ces substances a été bien caractérisée pharmacologiquement et, en dépit de la richesse et de la diversité
des toxines de Cnidaires, seules quelques études concernaient des toxines agissant sur le systeme
cholinergique. Ici, nous décrivons des toxines de Cnidaires agissant sur les récepteurs de I'acétylcholine,
I'acétylcholinestérase et la choline acétyltransférase. Dans la littérature, aucun rapport ne mentionne des
toxines de Cnidaires agissant directement sur le transport vésiculaire ou I'exocytose de I'acétylcholine, a
I'exception de quelques toxines agissant sur le courant K™ ou I'activité intracellulaire du Ca®* dans les
terminaisons nerveuses, ce qui est en dehors du sujet de cette revue. L'utilisation possible des toxines

de Cnidaires agissant sur
neurodégénératifs est aussi décrite.

Keywords Cnidarian toxins,
secondary metabolites.

le systeme cholinergique dans

cholinergic system,

le traitement de certains désordres
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Introduction

Implications of cholinergic system in neurodegenerative
diseases are well established, and new studies are
opening new perspectives for the use of natural
substances as remedies for these diseases. On one hand,
the nicotinic acetylcholine receptor (nAChR) is the
preferential target for analgesia and smoking cessation
(Lloyd and Williams, 2000) as well as for cognition
enhancement in Alzheimer's disease (Kem, 2000). On the
other hand, acetylcholinesterase inhibitors have been
proposed to enhance cognition in dementia (Liepelt et al.,
2007) and to arrest progression of Alzheimer’s disease
(Lahiri et al., 2004). Some of the cnidarian toxins are

acting on either acetylcholinesterase (AChE) or
acetylcholine receptor (AChR), which makes them
candidates for the development of new neuro-

pharmacological agents.

Cnidarians (Cnidaria) are a phylum of invertebrates
with unique feature — the nematocyst. These specialised
cells contain venom to either kill prey or to defend from
feasible predators. Some of these venoms are lethal for
humans (e.g. Chironex fleckeri ; Tibballs, 2006), while
encountering other cnidarians provokes only some skin
reactions (Burke, 2002). The venoms consist of different

proteins, enzymes and secondary metabolites as well as
other pharmacologically active molecules. Methods for
nematocysts purification from animals have been
developed only recently. Therefore, most of the known
cnidarian toxins have been isolated from the whole
animal or tentacle extracts. Two groups of cnidarian
toxins were intensively studied : toxins affecting ionic
channels of excitable membranes (reviewed by Honma
and Shiomi, 2005) and pore-forming cytolysins (reviewed
by Anderluh and Macek, 2002). Between 1980 and 2005,
370 secondary metabolites were isolated from different
cnidarians of the South China Sea (Zhang et al., 2006).
Among these 370 compounds, only cembranoids,
stolonidiol and suberogorgin were tested for their activity
on the cholinergic system.

This review describes the cnidarian toxins reported to
affect specific components of the cholinergic system. The
search inquiry included toxins from corals, sea anemones
and hydroids. Their targets were narrowed by cholinergic
system specific proteins choline acetyltransferase
(ChAT), vesicular acetylcholine transporter, AChR, AChE,
and choline transporter. No cnidarian toxins affecting
vesicular acetylcholine transporter or choline transporter
were found. Cnidarian toxins acting on AChR, AChE and
ChAT are described bellow (Figure 1).
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Cnidarian toxins acting on the
acetylcholine receptor

The AChR is an integral protein in
membranes whose activity is crucial for the action
potential transduction across the synapses in the
cholinergic system, and whose dysfunction is a life-
threatening condition. Thus, it is not surprising that AChR
is the target of different predators’ toxins. Cnidarians are
also predators, and some of their toxins were found to
affect AChR. Cembranoids, whose thorough research
helped to identify amino acids in acetylcholine recognition
site on the nicotinic AChR (Abramson et al., 1989), are
the most studied. Nicotinic AChR (nAChR) activity is
affected also by the high molecular weight proteins from
Physalia physalis (Menendez et al., 1990) and from
Condylactis gigantea (Gareteix et al., 1992) tentacle
extracts. On the contrary, the low molecular fraction from
Cassiopea xamachana nematocyst venom was found to
bind to muscarinic AChR (Radwan et al., 2005).

postsynaptic

Cembranoids

Cembranoids are small cyclic diterpenes from gorgonian
corals (class Anthozoa, order Gorgonacea). They are
either non competitive nAChR antagonists isolated from
Plexaura, Pseudoplexaura and Eunicea species (Hann et
al., 1998) or irreversible competitive nAChR antagonists,
namely lophotoxin (Figure 2-1) and its analogues isolated
from Lophogorgia and Pseudopterogorgia species
(Abramson et al., 1991). Lophotoxins were shown to
irreversibly block different types of nAChR of Vertebrates
and invertebrates. Only in the case of insect nAChR, the
block is partially irreversible, and nematode nAChR is
insensitive to the block (Tornge et al.,, 1995, 1996).
Blocking of nAChR can be prevented by prior occupation
of receptors with competitive agonists and antagonists of
nAChR, but not with non competitive antagonists
(Sorenson et al.,, 1987 ; Abramson et al., 1988). This
indicates that lophotoxin binds to acetylcholine binding
site on NnAChR. Studies with radiolabeled lophotoxin and
lophotoxin analog-1 revealed covalent binding to alpha-
subunit of nAChR, more specifically to Tyr'®® by Torpedo
numbering (Abramson et al., 1988, 1989). These findings
were also confirmed with the observed insensitivity of
nematode nAChR to lophotoxins since in their nAChR
Tyr**® is substituted by Pro'®. The blocking effect of
lophotoxins on NnAChR was surprising since cembranoids
do not contain nitrogen like other known nAChR
antagonists.

In 1991, Abramson et al. evaluated the ability of 18
naturally occurring and 7 semi-synthetic lophotoxin
analogues to inhibit the binding of [I1***]-alpha-
bungarotoxin (a competitive nAChR antagonist) to
Torpedo electric organ nAChR, revealing some inactive
analogues. Structure comparison showed that inactive
analogues are without C7-C8 epoxide or lactone oxygen,
which mimics acetylcholine (ACh). The earlier mimics
quaternary ammonium group of ACh, while the later
ACh's acetate oxygens (Abramson et al., 1991). This
feature is also missing in the other cembranoid group,
the reversible non competitive nAChR antagonists. They
are incapable to inhibit binding of [I1***]-alpha-
bungarotoxin to Torpedo electric organ nAChR, but inhibit
the binding of [piperidyl-3,4-H%]-phencyclidine, a non
competitive nAChR antagonist (Eterovic et al., 1993 ;
Hann et al., 1998). The most potent inhibitor was
methylpseudoplexaurate (Figure 2-2) with an ICs, of 0.9
+ 0.1 pM, while lophotoxin’s 1Csp was 371.6 = 35.9 pM
(Hann et al.,, 1998). The effect of non competitive
cebranoids on ACh-induced currents, flowing through

Torpedo nAChR expressed in oocytes, was reversible, but
the toxin perfusion lasted maximally 70 s while in
experiments showing an irreversible effect of lophotoxin,
incubation period of the toxin was 25 min or more
(Sorenson et al., 1987).
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Fig. 1. Components of cholinergic system affected by cnidarian
toxins. Acetylcholine (ACh) is synthesised from acetyl (A), carried
by coenzyme A (CoA), and choline (Ch) by acetylcholine
transferase (ChAT). This enzyme is affected by stolonidiol. ACh is
then stored in synaptic vesicles. Upon fusion of vesicles with the
nerve ending membrane, ACh is released into synaptic cleft where
it binds to acetylcholine receptors (AChR). The interaction
between ACh and AChR is inhibited by cembranoids, Physalia-
toxin (P1) and condytoxina-2 (CT,). Finally, ACh is hydrolised to
Ch and acetate by acetylcholinesterase (AChE) which is inhibited
by zoanthoxanthins (PAXs) and, to a lesser extent, by
suberogorgin.

Fig. 1. Les composants du systéme cholinergique affectés par les
toxines de Cnidaires. L’acétylcholine (ACh) est synthétisée a partir
de l'acétyl (A), porté par la co-enzyme A (CoA), et de la choline
(Ch) par l'acétylcholine transférase (ChAT). Cette enzyme est
affectée par le stolonidiol. L’ACh est ensuite stockée dans les
vésicules synaptiques. Lors de la fusion des vésicules avec la
membrane de la terminaison nerveuse, I’ACh est libérée dans la
fente synaptique ou elle se fixe aux récepteurs de I'acétylcholine
(AChR). L’interaction entre I’ACh et les AChR est inhibée par les
cembranoides, la toxine de Physalia (P1) et la condytoxina-2 (CT;).
Finalement, I'ACh est hydrolysée en Ch et en acétate par
I'acétylcholinestérase =~ (AChE) qui est inhibée par les
zoanthoxanthines (PAXs) et, dans une moindre mesure, par la
suberogorgine.

Physalia physalis

Physalia-toxin (P,) is a purified component of highest
molecular fraction (F;) of tentacle extract of Physalia
physalis (class Hydrozoa, order Siphonophora) with
reversible non competitive antagonisic effect on nAChR
(Menendez et al., 1990). P; reversibly blocked ACh
responses of ACh sensitive mollusc nerves in a dose
dependent way, while glutamate responses of glutamate
sensitive mollusc neurons were unaffected. The toxin also
had a similar blocking action regardless whether the end
plate potential was evoked by either iontophoretically
applied ACh or ACh released from the nerve ending. The
rate of blockade was similar for different ACh doses.
These results show that P1 has a selective effect on
postsynaptic membrane and that its target is nAChR.
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Condytoxina-2

Condytoxina-2 (CTz), a high molecular weight toxin from
Condylactis gigantea (class Anthozoa, order Actiniaria),
has a dual effect on nAChR (Gareteix et al., 1992).
Concentrations below 25 nM blocked ACh responses of
ACh sensitive mollusc nerves and mice neurons, while
higher concentrations potentiated ACh responses in both
preparations. All effects were concentration-dependent
and reversible by washing the preparations. The
mechanism of this dual action reported by Gareteix et al.
(1992) was not further explored.
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Fig. 2. Non-protein substances affecting cholinergic system :
lophotoxin (1), methylpseudoplexaurate (2), suberogorgin (3),
parazoanthoxanthin A (4), and stolonidiol (5).

Fig. 2. Les substances non protéiques affectant le systeme
cholinergique : la lophotoxine (1), le méthylpseudoplexaurate (2),
la suberogorgine (3), le parazoanthoxanthine A (4) et le stolonidiol

).

Cassiopea xamancha

Low protein fraction IV from Cassiopea xamancha (class
Scyphozoa, order Rhizostomeae) venom was found to
inhibit  [®*H]-N-methylscopolamine (a non selective
muscarinic antagonist) binding to rat brain synaptosomes
(Radwan, 2005). A 12 = 2% inhibition was achieved by
100 pg of protein per mL. This fraction also exhibited
high hemolytic activity (61.5 + 2% of total hemolysis).
Muscarinic toxin from Cassiopea xamancha extracts was
also described previously by Karlsson et al. (1991), but
the low molecular weight toxin was of non-peptide
nature. Similar toxins were mentioned to have been
found in extracts from some other cnidarians (Karlsson et
al., 1991), too.

Cnidarian toxins acting on the
acetylcholinesterase

AChE activity is important for termination of ACh action
on nicotinic and muscardinic receptors in the cholinergic
system. Only a few substances affecting this enzyme
were isolated from Cnidarians. Suberogorgin is a non
competitive inhibitor (Peng et al., 1996), while some
zoantoxanthins are competitive inhibitors (Turk et al.,
1995 ; Sepcic et al., 1998). Karlsson (1991) reported
low molecular, non-peptidic anticholinesterase toxins in
the extracts of Physalia physalis, and Cassiopea
xamancha, and of the sea anemones Stichodactyla

helianthus and Bunodosoma granulifera (class Anthozoa,
order Actiniaria). Unfortunately, we found no detailed
description of these toxins.

Suberogorgin

Suberogorgin (Figure 2-3) is a selective non competitive
AChE inhibitor with galanthamine-like potency (Peng et
al., 1996). Suberogorgin is a secondary metabolite
produced by Suberogorgia species (class Anthozoa, order
Gorgonacea). It reversibly inactivates different AChE, but
displays no effect on human butyrylcholinesterase. The
carboxyl terminal of suberogorgin presumably forms
hydrogen bonds with carboxyl located in AChE peripheral
region, which is missing in butyrylcholinesterase. This
proposed mechanism of action explains the selectivity
and simple reversibility of suberogorgin by centrifugation.

Zoanthoxanthins

Zanthoxanthins are tetrazacyclopentazulenes isolated
from several genera of Zoanthidea order (class Anthozoa;
Turk et al., 1995). Up to date, AChE inhibitory activity
has been assessed only for parazoanthoxanthin A (Figure
2-4 ; Sepcic et al, 1998) and for the
pseudozoanthoxanthin-like compound isolated from
Parazoanthus axinellae (Turk et al., 1995 ; Strupi Suput
et al., 1996). The later was shown to be more potent with
an inhibitory constant of 3.5 - 4 uM comparing to 26 uM
of parazoanthoxanthin A (both Ellman’s method with
electric eel AChE). The difference in potency might arise
from different positions of side cycles and/or from
differences in the tertiary structure of molecules.

Cnidarian toxins acting on the choline
acetyltransferase

ChAT function in cholinergic system is the synthesis of
ACh from choline and acetyl coenzyme A. The only
cnidarian substance with known effect on ChAT is
stolonidiol. In cultured basal forebrain cells, 0.01 to 1
ng/mL of stolonidiol, a diterpenoid from Clavularia sp.
(Figure 2-5), up-regulated mRNA expression and also the
activity of ChAT, while higher concentrations reduced
ChAT activity (Yabe et al., 2000).

Conclusion

There are only few characterised cnidarian toxins that are
known to affect the cholinergic system, but the effects of
most of those toxins were only briefly described. As the
cholinergic system is involved in many neurodegenerative
disorders, the toxins acting on this system should be
valuable tools to explore the possible therapeutic
applications of either the original substances or their
synthetic derivatives. Therefore, a more thorough
investigation of the known substances, as well as the
search for new toxins acting on the cholinergic system, is
of great importance.
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Abstract

The design and synthesis of fluorescent cholinergic agonists for different types of nicotinic receptors
are described. Total synthesis of epibatidine derivatives substituted at position C-3 of the pyridine
ring of this alkaloid, allowed us to incorporate fluorescent tags while retaining agonist properties for
the neuronal «442 subtype and muscle type receptors. To target the «7 receptor subtype, we used
quinuclidine derivatives known for their agonist potencies, and based on molecular modelling results,
we designed fluorescent derivatives in a similar manner to the epibatidine derivatives. Finally, we
investigated newly synthesized fluorescent acylcholine derivatives which displayed agonist properties
on the Torpedo receptor expressed in Xenopus oocytes and high affinity on Torpedo membranes.

Synthéses d’agonistes cholinergiques fluorescents pour I’étude
fonctionnelle de récepteurs nicotiniques

La conception et la synthése d’agonistes cholinergiques fluorescents pour différents récepteurs
nicotiniques sont décrites. La synthése totale de dérivés d’épibatidine, substitués en position C-3 du
cycle pyridine de cet alcaloide, a permis d’incorporer des étiquettes fluorescentes tout en conservant
les propriétés agonistes pour les récepteurs neuronaux du sous-type «4p2 ainsi que pour les
récepteurs musculaires. Pour les récepteurs neuronaux «7, nous partons de dérivés de la quinuclidine,
connus pour leurs propriétés agonistes potentielles sur ce sous-type de récepteur. A partir de
données de modélisation moléculaire, nous avons conc¢u la synthése de dérivés fluorescents par des
modifications chimiques analogues a celles effectuées sur I'épibatidine. Finalement, nous avons
synthétisé des dérivés d’acylcholine fluorescents qui sont de puissants agonistes pour les récepteurs
de torpille exprimés dans I'ovocyte de xénope, de plus ces dérivés possedent une forte affinité pour
les récepteurs purifiés a partir de membranes de torpille.

Keywords : Total syntheses, time-resolved fluorescence, screening of chemical libraries.

Introduction

Nicotinic acetylcholine receptors (nAChRs) are ligand-
gated ion channels mediating fast synaptic trans-
mission at neuronal and neuromuscular junctions.
Selective binding of the neurotransmitter acetylcholine
(ACh) at this pentameric transmembrane receptor
complex triggers an action potential after transient
opening of a cation-sensitive channel operating within
this receptor complex. Although structural changes have
been observed during receptor activation, the molecular
mechanism of this process remains to be elucidated
and requires the wuse of appropriate detection
techniques, i.e. time resolved fluorescence. To be
useful, such fluorescent probes require displaying
agonist or at least partial agonist properties on the
nAChRs. Consequently, we have undertaken chemical
modifications of various characteristic nicotinic agonists
to incorporate fluorescent tags. The syntheses of these
molecules will be described briefly along with their
functional properties for several nAChRs.

Epibatidine derivatives to target
neuronal a4p2 subtype and muscular
receptors

In 1976, John Daly and colleagues discovered the

existence of epibatidine (EPB), a toxin extracted from
the skin of an equatorial frog : Epipedobates tricolor.

Nevertheless, the structure of this alkaloid was
determined many years later (Spande et al., 1992). The
remarkable analgesic properties of EPB prompted
intense efforts by pharmaceutical companies for the
discovery of non-opioid analgesics, lacking its toxicity.
EPB is a powerful agonist for most nAChRs, mediating
its biological effect mainly through the neuronal a4p2
subtype, at which it is highly potent (Jensen et al.,
2005). Studies on EPB structure-activity relationship
revealed that position C-3 position of the pyridine ring
could be modified with no major loss of affinity (Carroll
et al., 2004), while incorporation of aromatic groups at
this position, generated potent antagonists (Carroll,
2004). As a lead compound, we used an EPB derivative
substituted at the C-3 position of the pyridine ring by
an oa-amino acetamido group (Figure 1) (Grandl et al.,
2007). Modification of this group by a spacer which is
linked or which can be coupled to a fluorophore, allowed
us to synthesize a series of fluorescent EPB derivatives,
including hydroxy coumarins and Cy-3 or Cy-5
derivatives.

The affinity and efficacy of these probes for the
nAChRs were established from radioligand binding and
electrophysiology data, as summarized in Tables 1 and
2, respectively.

These binding studies (Table 1) revealed that all
these derivatives displayed a strong selectivity for the
rat brain membranes containing mainly the a4p2
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subtype, with Ki's in the nM range for the coumarin
derivatives. Clearly the a4B2/a7 selectivity, well
described for the EPB molecule, is retained for the
fluorescent derivatives.
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Fig. 1. General structure of fluorescent EPB derivatives (3).
Conjugation of an aminoacetamido EPB derivative (1) with NHS
ester-activated fluorescent dyes (2) vyields, after deprotection,
fluorescently labelled EPB (3), comprising coumarin (EPB-Cou), 6-
chlorocoumarin (EPB-CI-Cou), Cy3 (EPB-Cy3), Cy5 (EPB-Cy5) or
Atto 610 (EPB-Atto 610).

Fig. 1. Structure générale des EPB fluorescentes (3). La
conjugaison d'un dérivé aminoacétamido EPB (1) avec des
fluorophores portant des esters activés de type NHS (2) conduit
a la formation de dérivés EPB fluorescents (3) dont une
coumarine (EPB-Cou), 6-chlorocoumarine (EPB-CI-Cou), Cy3
(EPB-Cy3), Cy5 (EPB-Cy5) ou Atto 610 (EPB-Atto 610).

Table 1. Inhibition constants K; (nM) of fluorescent EPB ligands
for different nAChRs determined from radioligand competition
binding assays.

Tableau 1. Constantes d’inhibition K, (nM) des ligands EPB
fluorescents pour différents nAChR, déterminées par des tests de
liaison.

Ligand adp2 [E_’] on_7-5HT3R [b] azpyd
rat brain chicken/mouse Torpedo
EPB 0.37+0.19 <] 75+ 13 [ 51.6+9.5 [
EPB-Cou 8.5 n.d. 16 x103
EPB-Cl-Cou 4.75 25 x 10° (10.4+8.9) x103
EPB-Cy3 44 >1x 103 (93£16) x 103 [¢]
EPB-Cy5 73434 [ n.d. n.d.

[a] Inhibition of [*H]cytisine binding to rat-brain membranes by
the indicated ligands ; a4B, is the predominant nAChR in rat
brain. [b] Protection by the ligands for [12°I]-a-bungarotoxin
binding to a;-5HT3;R in membranes of HEK293 cells or a,Byd
nAChR in membranes of the electric organ of Torpedo. n.d.: not
determined. [c] Data are given as average or means + standard
deviation from two or three experiments.

The ability of the fluorescent EPB derivatives to
activate the nAChRs was determined by electro-
physiology either on receptors expressed in Xenopus
oocytes (rat neuronal a4B2,a3B4and a7 subtypes) or in
HEK293 cells (human muscular a,By8 receptor ; Table 2).
Conjugation of the fluorescent group to EPB decreased
the efficacy for the neuronal nAChRs by several orders
of magnitude compared to EPB. According to the binding
data, the fluorescent EPB molecules displayed no
activity for the o7 subtype. Alternatively, these
molecules act as partial or even full agonists on a
“mutant gain of function” muscular receptor with EC50
values comparable to EPB itself.

Altogether, this work has led to the design and the
synthesis of fluorescent EPB derivatives which retained
partial or full agonist properties on neuronal a4p2 and
muscular nicotinic receptors.

Table 2. nAChR
conjugatest®,

Tableau 2. Activation des sous-types de nAChR par les dérivés
fluorescents d’EPB [,

subtype activation by fluorescent EPB

. a4p2 1 o3p4 ®] a7 azpyd [
Ligand rat rat human
EPB 23+7 19+6 (2+0.5) x 103534
EPB-Cou 59% n.d. 0% 26%5
EPB-CI-Cou 31% 85% 0% 294
EPB-Atto n.d. n.d. 0% 127430 (50%)
610
EPB-Cy3 n.d. n.d. 0% 115+24 (52%)
EPB-Cy5 <2% 25% 0% 30+10

[a] EC50 values in nM stem from concentration—current curves. If
no complete curve has been measured, the channel current
evoked by 1 pM of ligand is listed as %-value of the current
evoked by 100 pM ACh. Partial agonism is indicated in
parentheses as % of maximal activation evoked by 100 yM ACh.
n.d.: not determined. [b] Rat a4B> and a3B4 receptors were
expressed in oocytes. [c] EPB and EPB-Cou were investigated on
rat a7 receptor expressed in oocytes, the remaining ligands on
a7-5HT3R chimeric receptors in HEK293 cells. [d] Human fetal
muscle nAChR gain of function mutant §5268K was expressed in
HEK293 cells.

Quinuclidine derivatives to probe the
neuronal a7 subtype

Neuronal o7 nicotinic receptors being involved in
several neurodegenerative disorders, therefore, they
have been subjected to intense therapeutic research
(Faghih et al., 2008). The search for receptor subtype
selective ligands has led to the description of
quinuclidine  derivatives as a7-selective ligands
(Mazurov et al., 2005). Interestingly, these active
molecules contained a pyridine ring on the quinuclidine
backbone, suggesting occurrence of similar interactions
between the quinuclidine molecules and EPB at the o7
and a4p2 receptor subtypes, respectively. To address
this issue in more molecular details, we docked the EPB
and the quinuclidine molecules in a nAChR model built
after the 3D Xray structure of AChBP (Figure 2).

H SPACER
0. Ar /( 4
\l/ HN

NH

[¢)
[N Cl

Fig. 2.

Overlap docking
quinuclidine derivative (green) in o7 receptor model.

of EPB (white) and

Fig. 2. Docking de I'EPB (blanc) et d'un dérivé de
quinuclidine (vert) superposés dans un modele du
récepteur a7.
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Analyses of these docking models suggest that both
protonated amines (quaternary ammonium binding of
ACh) and the pyridine rings of these two derivatives
could overlap within the receptor. This model suggests
that, similar to the EPB molecule, chemical modification
at the C-3 of the pyridine ring (see structure below)
could be undertaken on the quinuclidine ligands without
affecting dramatically their biological properties. The
syntheses of these molecules are in progress.

Fluorescent acylcholine derivatives as
Torpedo nAChR agonists

Fluorescent agonists which are potent on Torpedo
receptor would offer a unique possibility to study the
allosteric  transitions  occurring during receptor
activation. Alternatively, these probes will be useful for
the screening of chemical libraries and might offer a
way to identify new allosteric modulators of this
receptor.

Since most agonists for the Torpedo receptor are
acylcholine derivatives, we undertook the synthesis of a
series of such derivatives in varying the nature and the
length of the spacer coupled to the fluorophore
(Figure 3). To improve the specificity of the fluorescent
signal, we used environment-sensitive probes (NBD and
DEAC chromo-phores) to study ligand-receptor
interactions on native nAChR-rich membranes (Krieger
et al., 2008). The length and the nature of the spacer
definitively play a determinant role in receptor
activation but it is difficult to define clear rules for the
structural assignments for Torpedo agonists (Table 3).
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DEAC-Gly-C6Ch /\

Q

_° I\

N*
/ N\ 4
)

NBD-Probe

Fig. 3. Fluorescent acyicholine derivatives.
Fig. 3. Dérivés d’acylcholine fluorescents.

The DEAC-Gly-C6-Ch (13) derivative showed
interesting agonist properties on the Xenopus
expression system. The dose response curve (Figure 4)
shows strong receptor activation below 10° M
diminishing progressively at higher concentrations
suggesting a possible occurrence of a channel blockade.

DEAC-Gly-C6-Ch binding to Torpedo nAChR induces
a strong (12-fold) and specific increase in fluorescence
intensity (not shown). This enhancement of the
fluorescent signal could be assigned to a more
hydrophobic environment after binding of the ligand to
its site. This specific fluorescent signal allowed us to
determine association and dissociation kinetics of the
DEAC-Gly-C6-Ch agonist for the desensitized Torpedo
nAChR, yielding values of kass = 2.4.107’M*s™! and Ky =
0.5 nM.

Conclusion

The design and synthesis of fluorescent nicotinic

agonists aimed at targeting prototypical neuronal,
muscular and Torpedo nAChRs was undertaken. Specific
agonists (epibatidine, quinuclidine derivatives) were
used as templates for chemical incorporation of the
fluorescent tags. To be suitable for single molecule
spectroscopy, probes directed towards neuronal
receptors require excellent optical properties (high
fluorescence efficiencies at wavelength = 600nm).

structure and
nAChR

Table 3. Functionalized acylcholine derivatives :
electrophysiological data on recombinant Torpedo
expressed in Xenopus oocyte.

Tableau 3. Dérivés d’acylcholine fonctionnalisés : structure et
données électrophysiologiques sur le nAChR recombinant de
Torpedo exprimé dans les ovocytes de xénopes.

Ligand Structure of Iink%r and binding Imax ¢
unit
ACh, 1 o lo 100%
\/\N\
R AR
NBD-C6-Ch,2 . o lo 2.3%
ASH/\/\/\H/ \/\/N\ at 100 uM
(o]
Dns-C6-Ch, 3 N o |@ 0.1%
jﬂ/\/\/\n/ \/\/ at 100 uM
(0]
DEAC-C6-Ch, 4 _ I'e) |@ 1.0%
J)S”/\/\/\n/ \/\/ at 100 uM
(0]
DEAC-C4-CCh, . H o lo no
5 ss'H/\/\/ \n/ \/\/N\ current
(o]
NBD-C7-Ch, 6 H 1.5%
ZN\/\/\/\,(O\/\)L@\ at 300 pM
o]
DEAC-Gly- H 1.5%
Gaba-Ch, 7 ¢ 'N\/E\N/\/\,(O\/\/hlf\ at 50 uM
H o]
DEAC-DAE- H o | no
succ-Ch, 8 ‘gN\/\H \/\/N@\ current
o)
NBD-BAla- 18%
Gaba-Ch, 9 ?N/\/?\N/\/\n/o\/\ lo at 100 uM
H H 0 /
DEAC-C6-CCh H no
! o /\/\/\/N
10 §H \II/O\/\/’\lfL current
o)
DEAC-Gaba- lo 7%
BAla-ch, 11 ;N/\/\( WO\/\ at 50 uM
NBD-Gly-C6- 30%
ch, 12 2 V&u/\/\/\rf"\/\ at 30 uM
o
DEAC-Gly-C6- H 50%
Ch, 13 %N\/ﬁ\u/\/\/\n/o\/\ 2. at 30 uM
o
NBD-BAla-C6- 11%
Ch, 14 5”/\/8\2/\/\/\,(0\/\)'?\ at 300 uM
o)

Altermnatively, probes targeting the Torpedo nAChR
required the modification of acylcholine derivatives to
generate potent agonists. The Torpedo receptor can be
purified in large quantities from the electric organ of
the fish, therefore offering unique possibilities for
biochemical experiments. Consequently, we selected
environment-sensitive fluorophores to be coupled to the
acylcholine moieties, to allow the development of time-
resolved fluorescence experiments. A diethylamino



26 Fluorescent cholinergic agonists for functional studies of nicotinic receptor

coumarin derivative (DEAC-GIly-C6-Choline) displayed
particularly interesting agonist properties combined to
the generation of a specific fluorescent signal when
binding to the Torpedo nAChR. This probe will be
extremely useful for the analysis of the allosteric
transitions occurring at the nAChR during receptor
activation using stopped-flow fluorescence techniques.
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Fig. 4. Dose-response relationships for various fluorescent
acylcholine derivatives on wild-type Torpedo nAChR expressed in
oocyte. Maximum responses are expressed in % of the maximum
response obtained with 300 uM ACh. ACh (black), DEAC-G-C6-
Ch (red), NBD-Gaba-C6-Ch (blue), NBD-C6-Ch (green). Dns-C6-
Ch (pink). (Reproduced with permission ; copyright Wiley-VCH
Verlag from reference Krieger et al.)

Fig. 4. Courbes doses-réponses obtenues pour différents dérivés
fluorescents d’acylcholine sur le nAChR sauvage de torpille
exprimé dans I'ovocyte. Les réponses maximales sont exprimées
en % de la réponse maximale obtenue avec 300 M d’ACh. ACh
(noir), DEAC-G-C6-Ch (rouge), NBD-Gaba-C6-Ch (bleu), NBD-
C6-Ch (vert). Dns-C6-Ch (rose).

The possibility to synthesize this fluorescent
Torpedo agonist in large quantities will allow the future

screening of chemical libraries for cholinergic
modulators using Torpedo membranes. The depiction of
allosteric modulators using fluorescence-based
stopped-flow  experiments becomes theoretically
possible with such probes.
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Résumeé

Depuis sa découverte en 2001, la « protéine liant I'acétylcholine » (AChBP) a été largement utilisée pour
documenter a I'échelle atomique le mode de reconnaissance des toxines naturelles qui représentent des
agonistes ou antagonistes puissants du récepteur nicotinique. Nous avons récemment étendu ces études
en déterminant les structures cristallines de deux complexes d'AChBP avec de nouvelles toxines marines,
des phycotoxines issues de microalgues dinoflagellées. Ces structures révélent I'étroite complémentarité
de ces toxines pour la poche de fixation des ligands nicotiniques en accord avec leur affinité élevée.

Crystal structures of toxin-AChBP complexes

Since its discovery in 2001, the acetylcholine binding protein (AChBP) has been widely used to document
the mode of binding of diverse natural toxins that are highly potent agonists or antagonists for the
nicotinic receptor. Recently we have extended this overview with the crystal structures of two AChBP
complexes with new marine toxins (phycotoxins) originating from dinoflagellate alguae. These structures
highlight the exquisite complementarity of these toxins for the interfacial pocket where the nicotinic
ligands bind, consistent with their high affinity.

Keywords : Acetylcholine binding protein, antagonist, crystal structure, natural toxin, nicotinic receptor.

Introduction

Les imines cycliques de type spirolide et gymnodimine
produits par des micro-organismes dinoflagellés
représentent une classe émergente de phycotoxines
marines et sont responsables de la toxicité accidentelle
des mollusques bivalves (Molgé et al., 2006 ; O’Connor et
Brimble, 2007). Ces composés, qui portent un groupe
imine fonctionnel engagé dans un squelette carboné
hétérocyclique complexe, fixeraient les récepteurs
nicotiniques (NRACh) et muscariniques a I’ACh. Une étude
récente montre que la gymnodimine cible les nRACh et se
lie aux sous-types musculaires et neuronaux avec une
trés haute affinité (Kharrat et al., 2008).

Les « protéines fixant I’ACh » (ACh Binding Proteins,
AChBP) sont des homologues structuraux et fonctionnels
solubles du domaine extracellulaire des nRACh (Sixma et
Smit, 2003). Les trois especes d’AChBP caractérisées a ce

Fig. 1. Vue générale des phycotoxines marines,
spirolide (en jaune) et gymnodimine (en vert),
montrant aussi leur surface moléculaire avec les

jour (Lymnea ,stagnalis, Aplysia ,califor,nica et Bu|inL'IS atomes d'oxygéne (rouge) et d'azote (bleu).
truncatus) présentent des spécificitées et affinités . . ) i
distinctes pour les agonistes et antagonistes compétitifs Fig. 1. Overall view of the marine phycotoxins,

spirolide (in yellow) et gymnodimine (in green),
also showing their molecular surface with oxygen
(red) and nitrogen (blue) atoms.

nicotiniques. Elles constituent donc d’excellents outils
moléculaires pour la compréhension du mode d’action et
I'’étude de nouveaux ligands des nRACh (Taylor et al.,
2007).
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Structure moléculaire des toxines
marines

Ces toxines appartiennent au groupe des spiroimines et
sont constituées d'une imine cyclique centrale attachée a
un squelette polyether macrocyclique. Elles adoptent une
structure globale similaire méme si la fonction "imine
cyclique" est différente entre spirolides et gymnodimines.
Cependant, les gymnodimines se distinguent par
I'absence du coeur bis-spiroacetal typique des spirolides
(Figure 1).

Structures cristallines des complexes

L'analyse des parametres cinétiques de fixation d’un
spirolide et d'une gymnodimine de structures
apparentées a révélé des valeurs de Kd < 10 nM pour les
trois AChBP disponibles et une forte spécificité et quasi
irréversibilité du spirolide, mais pas de la gymnodimine.
Afin d'identifier les  déterminants  moléculaires
responsables du mode d’action de ces deux imines
cycliques, nous avons engagé une étude de toxinologie
structurale. Les structures cristallines a 2,5 A des
complexes pentamériques formés entre I'AChBP de A.
californica et le spirolide ou la gymnodimine, ont été
déterminées et comparées aux structures d’autres
complexes associant une AChBP et un ligand compétitif
organique ou protéique des nRACh (Bourne et al., 2005a,
2005b, 2006 ; Hansen et al., 2005, 2006).

Aprés fixation a I'AChBP, les deux toxines occupent
une position et une orientation similaires au coeur du site
de fixation des ligands aux interfaces entre sous-unités,
ou elles sont essentiellement enfouies (Figure 2). Parmi
les éléments structuraux de I’AChBP, l'extrémité de la
boucle C, longue boucle mobile qui constitue la face
principale de linterface, joue le réle de senseur pour
accommoder la différence de taille et géométrie de ces
deux toxines (plus compacte dans le cas de la
gymnodimine).

Fig. 2. Vue générale des complexes pentamériques
d'AChBP avec le spirolide (gauche, en jaune) et la
gymnodimine (droite, en vert). Chaque sous-unité de
I’AChBP est représentée d'une couleur différente.

Fig. 2: Overall view of the pentameric AChBP
complexes with the spirolide (left, in yellow) and
gymnodimine (right, in green). The five AChBP
subunits are displayed with different colors.

La fonction imine qui émerge du squelette
macrocyclique est particulierement bien orientée pour se
lié au groupement carbonyle du Trp147 et interagir avec
les résidus aromatiques avoisinants comme c'est le cas
pour la nicotine, I'épibatidine et d’autres agonistes

nicotiniques (Bourne et al.,, 2005a). Ces structures
démontrent I'importance de cette fonction imine car les
formes analogues dépourvues d’imines cycliques ne
semblent pas étre a l'origine d’intoxication.

Conclusion

Les structures cristallines de ces deux complexes
soulignent la grande complémentarité des surfaces
moléculaires entre ces deux toxines marines et le site de
fixation des ligands nicotiniques sur I'AChBP. Ces toxines,
formées par une imine cyclique associée a un squelette
macrocyclique rigide, sont ainsi parfaitement adaptées a
la géométrie du site de fixation des ligands. A cet égard,
elles représentent de nouveaux outils moléculaires
susceptibles de participer au développement d’inhibiteurs
puissants spécifiques d'un sous-type de récepteurs
nicotiniques et des marqueurs moléculaires spécifiques
pour les toxi-infections alimentaires.
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Abstract

The development of scientific disciplines linked to the suffix "omics" usually progresses from the
genome to the family of gene products, often ignoring considerations of structure of the gene product
that give rise to the functional connections within the genome. This short note introduces several
examples where the primary lead or connection comes from the gene product, either from structural
studies or from phenotypic alterations in disease. These considerations then extend back to the
gene, where recombinant DNA techniques lead to the development of templates for drug discovery or
altered genes for studying disease mechanisms.

Retrogénomique : partir du produit du géne pour retourner vers le géene

Le développement de disciplines scientifiques auxquelles un suffixe “omique” est attribué progresse
en général depuis le génome vers une famille de produits de génes, le plus souvent sans
considération de la structure du produit du géne qui donne lieu aux connections fonctionnelles au
sein du génome. Ce court chapitre présente plusieurs exemples ou la premiére amorce ou connexion
vient du produit du géne, via sa caractérisation structurale ou via l'analyse des altérations
phénotypiques associées a certaines pathologies. Ces considérations s’étendent alors en retour vers
le géene, pour lequel les méthodes utilisant des ADN recombinants conduisent au développement de
supports pour la découverte de nouveaux agents thérapeutiques ou de genes modifiés permettant
d’étudier les mécanismes associés aux pathologies.

Keywords :
receptor, retrogenomics.

Acetylcholinesterase, freeze-frame click chemistry, neuroligin, nicotinic acetylcholine

Introduction

The sequential progression from the genome or gene to
the proteome or specific gene product is the accepted
pathway in scientific endeavor in contemporary
genomics. However, this approach often under
estimates the importance of the gene product in
unearthing the fundamental clues for providing leads
into achieving specificity in drug action or uncovering
aberrations inherent in congenital disorders. Selectively
of drug action arises in large part from the recognition
properties of the gene product and not the gene. In the
case of congenital disorders, a common mutation in a
family of homologous proteins may be of great
consequence to a disease state or a developmental
paradigm, whereas it is of little consequence to the
physiologic phenotype for other family members.

Proteomics in drug design

Molecular structure plays a dual role in the defining the
working molecules for pharmacology and toxicology, for
small differences in structures of toxins or other natural
product signaling molecules confer selectivity for their

sites of action. In turn, the receptor targets that elicit
responses and the enzymes that synthesize and
degrade the neurotransmitters, hormones and autacoids
require a second level of characterization. This
arrangement was recognized many years ago by André
Ménez and his colleagues who began studying peptide
toxins from marine and terrestrial sources that influence
receptors and enzymes. In the case of the
neuromuscular junction, such toxins block motor activity
making them useful immobilizing agents for both the
predator attack and aversion by the prey. Briefly
surveying the structures of neuromuscular blocking
toxins shows wide chemical diversity wherein peptides
or their precursors may be stored in glandular structures
and injected in to prey, terpenes can partition into
lipids thereby precluding their leeching from their
sources in marine environments, and alkaloids exist as
stable entities in terrestrial species and even
accumulate within the food chain (Figure 1).

In addition, natural toxins vary considerably in
molecular mass extending from 250 to over 8,000 Da.
Increased mass provides means for enhancing
specificity and affinity simply by extended coverage of
the surface area of the binding site. A classic example
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here is a comparison of the binding surfaces on the
nicotinic receptor or the acetylcholine binding protein for
the peptidic a-conotoxins (CTX), the agonist alkaloid
epibatidine (EPI), the antagonist alkaloid, methyllyc-
aconitine (MLA), and the macrocyclic imine toxins from
dinoflagellates, spirolide (SPX) and gymnodimine
(GYM), discussed in another presentation in this series
by Yves Bourne and Pascale Marchot (Bourne et al.,
2008, this issue).

What we observe here is that all three antagonists,
SPX, MLA and CTX, have a binding surface area that
overlaps that of the agonist (EPI), giving rise to mutual
exclusivity or competitive antagonism (Figure 2). Yet
MLA and CTX carve out unique surfaces for binding
extending respectively in the membrane and apical
directions along the five subunit interfaces of the
pentameric molecule (Taylor et al., 2007). The larger
GYM molecule extends across the regions encompassed
by both CTX and MLA. Moreover, all of the alkaloids
have their secondary or tertiary nitrogens protonated
and hydrogen bonded to the carbonyl oxygen of a
conserved tryptophan (Trp143) in Aplysia AChBP
(Hansen et al., 2005). The study of the curare alkaloids
is of particular interest here since a congeneric series is
available where binding of the tertiary and quaternary
nitrogens can be directly compared.

These structural findings illustrate three important
principles: First, the subunit interface of nicotinic
receptors shows a wide range of recognition capacities
for different structures, yet within this range, binding is
very selective with respect to discrete structural
determinants such as the hydrogen bond donor to the
tryptophan carbonyl moiety. Second, evolution has
taken full advantage of the subunit interface developing
interactions extending from near the apical tip to near
the membrane end of the extracellular portion of the
subunit interface, regions far beyond where the potent
agonists such as EPI bind. Third, we find these
extended areas are critical for conferring nicotinic
receptor or AChBP subtype selectivity as in the case of
the substituted benzylidene anabaseines.

A novel development for drug design now lies in
using the binding template, as defined by the
evolutionary achievements of binding affinity with
natural toxins, to synthesize new molecules that have
high affinity and selectivity for nicotinic receptors, yet
possess the pharmacokinetic properties that make them
drug candidates (Lewis et al., 2002 ; Bourne et al.,
2004). To this end, we have used this principle of the
drug target serving as the template, relying on surfaces
and then side chain determinants on those surfaces to
synthesize new drug molecules. In this technique
structural biology, as pursued by many workers, and the
selectivity or natural products, define the template and
building block for the microscopic syntheses. Hence, the
simple chemistry of the reaction of an aliphatic azide
with an acetylene gives rise to formation of a triazole
(Figure 3). This is normally a slow reaction, but in the
presence of a biological template that provides a
heterogeneous surface to reduce enthalpy and entropy
demands of the reaction, efficiency of the reaction is
greatly enhanced.

Fig. 1. Structure of naturally occurring toxins that block the
nicotinic receptor by preventing the binding of its natural agonist,
acetylcholine. Top: acetylcholine, d-tubocurarine (a plant alkaloid),
lophotoxin (a non-nitrogen containing diterpenoid toxin from
coral, Lophogorgia sp.) and a spirolide (a macrocyclic imine toxin
from dinoflagellate). Bottom a-conotoxin (a peptide from
marine cone snail venom), waglerin (a peptide from the venom of
Wagler's pit viper), and the larger a-neurotoxin (a peptide or
miniprotein from cobra venom). The peptidic toxins are displayed
with yellow disulfide bridges and red oxygen and blue nitrogen
atoms.

Fig. 1. Structures de toxines naturelles qui bloquent le récepteur
nicotinigue en empéchant la fixation de son agoniste naturel,
I'acétylcholine. Haut : [I'acétylcholine, la d-tubocurarine (un
alcaloide végétal), la lophotoxine (un diterpénoide de corail
gorgone), et un spirolide (une imine macrocyclique de
dinoflagellé). Bas : une a-conotoxine (peptide d'un venin de
cdbne marin), une waglérine (peptide du venin d’une vipére), et
une plus grosse a-neurotoxine (peptide ou miniprotéine de venin
de cobra). Les toxines peptidiques sont représentées avec les
ponts disulfure en jaune, les atomes d’oxygéne en rouge et les
atomes d’azote en bleu.
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Hence, the macromolecule, by fixing the positions of
the building blocks and juxtaposing the acetylene and
azide, promotes a rapid biorthogonal reaction forming
the triazole. The reaction product can be identified from
a library of building blocks by mass spectrometry, and
the correct regioisomer synthesized by conventional
methods. Examples of this reaction now exist for
several enzymes and AChBP as a surrogate for the
nicotinic acetylcholine receptor. A large number of
candidate ligands have been synthesized and are being
tested for agonist and antagonist properties. Other
extracellular sites on the receptor, such as the non-a
interfaces and the inner lining of the channel vestibule
can also be used as templates (Hansen and Taylor,
2007).

Fig. 2. Overlapping binding positions of methyllyc-
aconitine and a-conotoxin IM1 at the subunit interface of
the acetylcholine binding protein from Aplysia.

Fig. 2. Superposition des positions de fixation de la
methyllycaconitine et de I’a-conotoxine IM1 a l'interface
entre sous-unités de I’AChBP d’aplysie.

Sequence homology and structural
identity in delineating genetic disorders

A second means by which one can start at the proteome
and travel in a retro fashion is in sleuthing for genetic
disorders that can be traced to mutations at
homologous positions in a common family of proteins.
The a/B-hydrolase fold family of proteins provides a
case in point. This large super family gives rise to
proteins with three well defined, but eclectic, functions
(Hotelier et al., 2004). The first is the catalysis of
hydrolytic reactions for a large variety of substrates
that include esters (esterases), proteins and peptides
(proteases), lipids (lipases and phospholipases) and
organohalogens (dehalogenases). All of these functions
are mediated through a serine whose nucleophilicity is
enhanced by an anionic side chain connected to the
imidazole of a histidine that, in turn, hydrogen bonds to
the serine hydroxyl. These proteins also appear to have
a common structure that partially buries the catalytic
residues so that the reaction occurs in a partially
sequestered environment. The second function involves
the capacity of members of this family to serve as
heterophilic adhesion proteins forming with a partner an
adhesion complex in extracellular space. Discrete and
selective partnering is evident amongst proteins of high
sequence identity. In mammalian systems, this occurs
across synapses between pre-synaptic proteins, the
neurexins, and post-synaptic, o/B-hydrolase-fold
proteins, the neuroligins. A third function relates to

exposure of tyrosine side chains in thyroglobulin for
iodination and subsequent processing to form thyroid
hormone.

The positions of the residues forming the functional
sites are discrete in these three cases. For example,
the gorge leading into the active center of
acetylcholinesterase is on the side of the molecule

opposite to the adhesion locus for neurexin on
neuroligin (Fabrichny et al., 2007). The iodinated
tyrosines are found at multiple positions in

thyroglobulin. Despite these distinct functional regions,
one finds that mutations in one member of the family
that affect biosynthesis, catalysis or recognition also
influence the second protein. This was first found in
neuroligin where in familial associations, mutations in
neuroligins 3 and 4 are linked to the autism spectrum
disorders (ASD ; Table 1).

For example, mutation of a conserved arginine to
cysteine (Arg451Cys) is associated with ASD in affected
individuals in twin sets. An identical mutation is found
in butyrylcholinesterase (BChE) in patients exhibiting
succinylcholine apnea (De Jaco et al., 2006). The latter
phenotype arises from a pharmacogenetic mutation that
only becomes manifest when patients are given
succinylcholine for muscle relaxation in anesthesia.
Otherwise the phenotype goes largely undetected in the
human population. In both of these cases, the mutation
causes retention of the protein in the endoplasmic
reticulum. When studied in vitro and in cell culture,
similar reductions in activity of the gene product are
detected.
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Fig. 3. Reaction scheme for formation of syn- and anti-
triazole regioisomers from aliphatic azide and acetylene
building blocks.

Fig. 3. Schéma réactionnel de la formation des
régioisomers syn- et anti-triazole a partir de blocs azide
et acétylene aliphatiques.

In each of the cases, abnormalities in protein folding
can be studied by susceptibility of proteases, reactivity
of the cysteines to sulfhydryl reagents and thermal
denaturation. Aberrations in processing can be studied
by co-immunoprecipitation with chaperone proteins and
changes in the processing seen by inhibition of the
proteasome. Confocal microscopy enables one to
measure accumulation of the mutated protein in the
endoplasmic reticulum, where it is found associated

with various chaperone proteins. Additional
accumulation in the endoplasmic reticulum becomes
evident in the presence of proteasome inhibitors.

Processing can be studied by following the glycosylation
processing sequence in biosynthesis. Moreover,
processing and the overall turnover of the protein can
be monitored kinetically as a function of time through
pulse-chase labeling with radioactive sulfhydryl
containing amino acids. Finally, in neurons we are
examining transport down axons to dendritic processes
with primary culture of hippocampal neurons using
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labeling with green fluorescent protein over discrete
short intervals and then following the decay and
transport of the fluorescent protein. Hence, altered
biosynthesis and processing can be studied in the
context of a neuron. Within members of the family of

ao/B-hydrolase proteins, mutations found naturally in
one of the proteins may be substituted at homologous
positions giving rise to similar aberrations in
biosynthetic processing. Hence, a common fold and
processing mechanism are evident.

Table 1. Mutations arising in the extracellular acetylcholinesterase-homologous domains of a/B-hydrolase fold proteins.

Tableau 1. Mutations survenant dans le domaine acétylcholinesterase extracellulaire des membres de la famille des

al/p-hydrolases.

a/B-hydrolase-fold

Mutation .
protein

Associated disease

Phenotype

R451C h neuroligin-3

Autism Spectrum Disorder (ASD)

ER retention

Insert D396x h neuroligin 4

ASD or Asperger’s

Del D429X h neuroligin 4 ASD

G99S, K378R, -

V403M, R704C h neuroligin 4 ASD NA
Del exon 4 h neuroligin 4 ASD ER retention
Del exon 7 h neuroligin 3 ASD

Del exons 4-6 h neuroligin 4 ASD

R386C h butyrylcholinesterase Succinylcholine-induced apnea [1] ER retention

D134H h acetylcholinesterase Unknown Diminished protein stability

G2300R r Thyroglobulin Hypothyroidism [2] ER retention

L2263P m Thyroglobulin Hypothyroidism [3] ER retention

R2223H h Thyroglobulin Hypothyroidism [4] ER retention (?)
Footnotes : [1] compromised butyrylcholinesterase expression ; [2] dwarfism and non-goitrous ; [3] congenital goiter ;

[4] fetal goiter. Abbreviations : ASD : autism spectrum disorder ; h : human ; r :

Conclusions

We demonstrate with two examples where knowledge
of the gene product structure proves useful to the
design of new pharmaceuticals and in understanding
how and where mutations in structure will lead to
abnormal protein folding and a compromised phenotype.
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Abstract

Venomous marine snails that belong to the superfamily Conoidea comprise a mostly unexplored
marine biodiversity of over 10,000 species. Of these, only the venoms of cone snails (Conus),
comprising ~5% of the biodiversity have been characterized. Studies on cone snail venoms suggest
that the entire superfamily will provide a rich resource for developing pharmacological leads. Some
general principles that have emerged from studies of Conus venoms are discussed. Conoidean
venoms are extremely complex, in part because the snails use a combination strategy involving
multiple venom peptides to achieve each physiological endpoint. Using the postsynaptic receptor at
the neuromuscular junction of prey, examples of two different peptides in the same venom, one
competitive and one non-competitive nicotinic antagonist, are presented. Furthermore, there is
degeneracy in the molecular solutions that have evolved for inhibiting the nicotinic receptor. The
accelerated evolution of venom peptide genes leads to the rapid acquisition of novel function as the
radiation of various conoidean lineages occurs. Although these perspectives were obtained from
characterizing Conus, these are likely applicable to most conoidean venoms. A rationale for why
conoidean venom peptides should have high potential for therapeutic applications is presented.

Les peptides des venins de cbnes et autres Conoidea : prospectives et
perspectives

Les Mollusques marins venimeux qui appartiennent a la super-famille des Conoidea constituent une
diversité biologique marine, presque inexplorée, de plus de 10.000 espéces, dont 5% environ sont
des cbnes (Conus). Seuls les venins de cbnes ont été caractérisés. Les études de ces venins
suggerent que l'ensemble de la super-famille représente une réserve particulierement riche en
substances actives permettant le développement de produits de pointe en pharmacologie. Quelques
principes généraux émergeant de ces études sont discutés. Les venins de Conoidea sont
extrémement complexes, en partie parce que les cones utilisent une combinaison de stratégies,
impliquant les multiples peptides d’'un venin donné, pour accomplir chaque action physiologique
finale. C’est ce qui est illustré ici, en présentant les effets de deux peptides différents du méme
venin qui sont des antagonistes compétitif et non compétitif du récepteur nicotinique postsynaptique
situé a la jonction neuromusculaire des proies. Par ailleurs, une « dégénérescence » se produit, au
cours de I'évolution, dans les voies moléculaires sant a inhiber le récepteur nicotinique. Ainsi,
I'évolution accélérée des génes codant pour les peptides de venins conduit a I'acquisition rapide de
fonctions originales parallelement a I'apparition de différentes familles de Conoidea. Bien que ces
perspectives soient obtenues a partir de la caractérisation des cones, elles sont probablement
applicables a la plupart des venins de Conoidea. Un raisonnement logique est présenté pour
expliquer les raisons pour lesquelles les peptides de venins de Conoidea devraient avoir un fort
potentiel pour des applications thérapeutiques.

Keywords : Conotoxins, conoidean venoms, nicotinic receptors, exogenes.
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Introduction

Conus venom peptides are a well-known class of natural
products that have been widely investigated by
toxinologists. There are probably well over 100,000
different Conus peptides to be found in the venoms of
the —~700 living Conus species. Nevertheless, these still
comprise only a very minor fraction of the total number
of pharmacologically active agents that are present in
marine snail venoms.

Cone snails have conventionally been assigned to a
single genus (Rockel et al., 1995) that is placed in the
superfamily Conoidea, a larger group generally referred
to as the conoidean gastropods (Taylor et al., 1993 ;

Bouchet and Rocroi, 2005 ; Puillandre et al., 2008),
which may well be the most biodiverse superfamily of
marine invertebrates.

Recent deep-sea collections, particularly by the
Museum national d'Histoire naturelle in Paris have
revealed that the superfamily Conoidea is likely to have
well over 10,000 species, with the majority being found
offshore in deeper water, and presently biologically
undefined (i.e. most species have not even been
described). An extensive biodiversity analysis of the
New Caledonian molluscan fauna suggests that cone
snails comprise only 5% of the total biodiversity of
conoidean molluscs (Bouchet et al., 2002). A very
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preliminary and incomplete phylogenetic tree of
conoidean molluscs based on 12S mitochondrial DNA
sequences is shown in Figure 1.

Except for a few lineages that have secondarily lost
their venoms, essentially all conoidean species use
venom as their primary weapon for capturing prey. The
small number of studies to date that have characterized
conoidean venoms other than those from cone snails
(Lopez-Vera et al.,, 2004 ; Watkins et al., 2006 ;
Imperial et al., 2007 ; Heralde et al., 2008 ; Aguilar et
al., 2008) has shown that these non-Conus venoms are
similarly complex.

The vast majority of non-Conus conoidean species
are relatively small, with a sizeable number under
5 mm. Traditionally, the only animal venoms from
which toxinologists could productively characterize
individual components were those from the few large
and common venomous species. The technology
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required to characterize an individual toxin from a
venom necessarily mandated starting with a very large
amount of material to do the requisite biochemistry and
pharmacology. A number of technical advances, most
notably the molecular biological revolution, have caused
a dramatic change. Today, a comprehensive analysis of
toxins expressed in the venom duct of a single
specimen of conoidean snail that might only be
millimeters in length is possible in principle, provided
modern analytical and synthetic tools are used. In
many ways, the practice of toxinology has not yet
adapted to this change ; given the urgent need for new
drug leads, it seems inevitable that the biomedical
community will begin to mine this rich but largely
unexplored pharmacological resource. A major goal of
this presentation is to outline some salient principles,
primarily based on studies carried out on the venoms of
cone snails, but likely to be applicable to all
Conoideans, not just the cone snails.

l Ruaphitomine Snails
I- (Raphilominse)
|
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Fig. 1. The molecular phylogeny of conoidean gastropods. The tree shown is based on the Bayesian analysis of 12S mitochondrial
DNA. Some of the major groups (regarded as families or subfamilies) are labeled in the figure. It has been postulated (Taylor et al.,
1993 ; Puillandre et al., 2008) that all conoidean mollusks should be reclassified into two super clades : to the left of the black
arrow is the Turridae/Terebridae superclade, and to the right of the black arrow is the expanded Conidae superclade. Note the very
long branch lengths to the auger snails and the raphitomines. The blue arrows show four clades of fish-hunting cone snails : 1-
Pionoconus, 2-Gastridium, 3-Chelyconus, 4-Phasmoconus that are discussed in Table 1.

Fig. 1. Phylogénie moléculaire des Gastéropodes Conoidea. L'arbre montré est fondé sur l'analyse bayésienne de I'ADN
mitochondrial 12S. Certains des groupes importants (considérés comme des familles ou des sous-familles) sont indiqués dans la
figure. Selon Taylor et al. (1993) et Puillandre et al. (2008), tous les Mollusques Conoidea devraient étre reclassés en deux super-
clades : celui des Turridae/Terebridae (a gauche de la fleche noire) et celui des Conidae (a droite de la fleche noire). Notez les
tres grandes longueurs des branches correspondant aux Terebridae et aux Raphitominae. Les fleches bleues désignent quatre
clades de cones piscivores : 1-Pionoconus, 2-Gastridium, 3-Chelyconus, 4-Phasmoconus, qui sont discutés dans le Tableau 1.

an even bigger repertoire, well in excess of 200

Biochemical and genetic background > of
different molecular components. However, an individual

The biologically active components of conoidean
venoms are almost always peptides and polypeptides,
most conformationally-stabilized by multiple disulfide
bonds. In fish-hunting Conus venoms, most peptides
range in size from 10-30 amino acids. The complexity
of conoidean venoms is notable : typically, hundreds of
different venom peptides may be found from a single
species (Olivera et al., 1990). Some Conus clearly have

cone snail may be expressing only a small subset of the
total potential repertoire. If the venoms of many
individuals of one Conus species are pooled over a
period of time, then the full complement of peptides
can be defined.

The very rapid divergence of venom components
between species (Olivera et al., 1999) leads to every
Conus species having its own particular repertoire of
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venom peptides. With a very few exceptions, there is
essentially no molecular overlap between species. The

Signal Sequence

Pro region

same rapid interspecific divergence has been observed
in other Conoideans (Heralde et al., 2008).
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Fig. 2. The generation of a venom peptide from its precursor. Invariably, the open reading frame of toxin genes encodes a pre-
propeptide precursor. The mature toxin is released by proteolytic cleavage (arrow). The sequence of one such toxin precursor is
shown in the figure ; note the 6 cysteine residues that are present in the mature toxin region.

Fig. 2. Formation d'un peptide de venin a partir de son précurseur. Invariablement, le cadre de lecture ouverte des génes de toxines
code pour un précurseur pré-propeptide. La toxine mature est libérée par coupure protéolytique (fleche). La séquence d'un tel
précurseur de toxine est montrée dans la figure ; notez les 6 résidus cystéine qui sont présents dans la région de la toxine mature.
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Fig. 3. The diagram shows how a gene superfamily encoding Conus peptides evolves with particular structural conservation but
functional diversification. The striped blue regions between the cysteine residues in the mature toxin region are hypervariable ;
sequence changes in these regions occur as new species evolve. Although a very large number of Conus and related conoidean
molluscs have members of the O-superfamily (recognized by the conserved signal sequence and the pattern of cysteine residues in
the mature toxin region), every conoidean species in which this superfamily is expressed has a different sequence in the mature toxin
region. Examples of such peptides are diagrammatically shown — although very similar structurally because of the conserved disulfide
framework, they have diverged functionally. Thus, one peptide (W MVIIA) is a Ca channel blocker, while another peptide encoded by
this gene superfamily (k- PVIIA) is a K channel blocker — the two peptides are members of different cabals (see Figure 4).

Fig. 3. Diagramme montrant comment une super-famille de génes codant pour des peptides de cones évolue avec une conservation
structurale particuliére, mais avec une diversité fonctionnelle. Les régions bleues et striées entre les résidus cystéine, dans la région
de la toxine mature, sont hypervariables ; les changements de séquence dans ces régions se produisent en méme temps que de
nouvelles espéces évoluent. Bien qu'un trés grand nombre de cones et autres Mollusques Conoidea ait des membres de la super-
famille O (reconnus par la séquence signal conservée et I'arrangement des résidus cystéine dans la région de la toxine mature),
chaque espéce de Conoidea exprimant cette super-famille a une séquence différente dans la région de la toxine mature. Des
exemples de tels peptides sont schématiquement montrés — bien que trés semblables structuralement a cause des ponts disulfure
conservés, ils ont divergé fonctionnellement. Ainsi, un peptide (w- MVIIA) est un bloqueur du canal Ca alors qu‘un autre peptide codé
par cette super-famille de génes (k- PVIIA) est un bloqueur du canal K — les deux peptides sont des membres de différentes cabales
(voir Figure 4).

The components in the venom of a single conoidean biologically-active peptide formed from the pre-

species are encoded by genes which can be grouped
into a few gene superfamilies. The open reading frame
encoded by these genes is a pre-propeptide precursor
of the venom peptide (see Figure 2), with the mature,

propeptide through proteolytic cleavage (Woodward et
al., 1990). Thus, it is these gene superfamilies that
must diverge rapidly as new species are evolved (see
Figure 3). We recently proposed (Olivera, 2006) that
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Conus peptide genes belong to a more general class
called exogenes that do not act endogenously within
the animal that produces them. Rather, the biologically-
active gene product acts on another animal
(exogenously). Because each animal species will have
its own particular set of interactions with other animals,
exogenes would be expected to diverge much more
rapidly during the adaptive radiation of a biodiverse
lineage of animals, which is what has been documented
repeatedly for Conus peptide gene superfamilies
(Woodward et al., 1990 ; Olivera et al., 1999, 2008 ;
Conticello et al., 2000, 2001 ; Santos et al., 2004;
Olivera, 2006 ; Duda et al., 2008).

Cabals : using a combination drug
therapy strategy

A general insight that has emerged from the study of
cone snail peptides, is that to achieve their biological
goals, cone snails, in effect, use a combination drug
strategy. It seems likely, given the comparable
complexity of most conoidean venoms, that this
conclusion can be generalized to a greater or lesser
extent to most Conoideans.

Prey Capture
Excitotoxic Neuromuscular
1 Shock 2 Block

Very rapid, fish stunned
Lightning-strike cabal

Kk-Conotoxin -

Irreversible paralysis

Blocks K channels

d-Conotoxin - Inhibits Na channel inactivation
1-Conotoxin - Activates Na Channels

Others - Prevents ionotropic receptor desensitization
Motor cabal

Blocks Ca channels

Competitive nicotinic receptor inhibitor
Nicotinic receptor channel blocker?
Blocks Na channel conductance

w-Conotoxin -
a-Conotoxin -
y-Conotoxin -
u-Conotoxin -

Fig. 4. A summary of the two cabals present in the
venoms of certain types of fish-hunting cone snails (such
as Conus catus and the species shown in Figure 5). The
same general strategy is employed by the other fish-
hunting cone snails, such as Conus purpurascens (see
text), Conus striatus and Conus magus.

Fig. 4. Résumé des deux cabales présentes dans les
venins de certains types de cdnes piscivores (comme
Conus catus et les espéces montrées dans la Figure 5).
La méme stratégie générale est employée par les autres
cones piscivores, comme Conus purpurascens (voir le
texte), Conus striatus et Conus magus.

The studies that led to the realization that these
mollusks employ a combination drug strategy, was the
analysis of the venom peptides from purple cone, Conus
purpurascens. There were a number of unique features
of the study of this fish-hunting Conus — the venom of
Conus purpurascens was first analyzed by a University
of Utah undergraduate student, Chris Hopkins, who
developed a milking strategy, now much more widely
used for a variety of cone snails (Hopkins et al., 1995).
It was in studying the various toxins in milked Conus
purpurascens venom that the synergy between two
classes of peptides, the d-conotoxins and k-conotoxins,
was first discovered. The studies of Conus purpurascens
and other fish-hunting Conus species that use a similar
hunting strategy led to the concept that multiple

peptide toxins from a cone snail venom, each with its
own particular molecular target, act together in a
synergistic fashion to achieve a specific physiological
endpoint more efficiently (Terlau et al., 1996).

Two different physiological endpoints were
demonstrated to be involved in prey capture (Figure
4) : an extremely rapid tetanic immobilization (Figure
5) followed by a slower irreversible inhibition of neuro-
muscular transmission. Venom peptides that act
together in a synergistic manner are referred to as
“cabals” (after secret societies out to overthrow existing
authority). The peptides leading to the tetanic
immobilization are referred to as the “lighting-strike
cabal”, while those that inhibit neuromuscular trans-
mission are the “motor cabal” (Olivera, 1997).

Fig. 5. Prey capture by a fish-hunting cone snail, Conus
catus. (Upper) The snail has extended its proboscis and
is about to strike the fish prey. The venom will be
delivered through a hollow harpoon-like tooth that has
been moved to the end of the proboscis. (Lower) The
snail has envenomated the fish and is about to engulf it
completely. Note the very stiff pectoral fins, a
consequence of the lightning strike cabal. These toxins
cause hyperexcitability of axons in the vicinity of the
injection site resulting in a tetanic paralysis with
extremely stiff musculature. This is then followed by the
spread of wvenom peptides, which interfere with
neuromuscular transmission (the “motor cabal™) through
the body of the prey. Photographs by Jason Biggs.

Fig. 5. Capture d’'une proie par un cdne piscivore, Conus
catus. (En haut) Le cone a étendu son proboscis et est
sur le point de frapper le poisson. Le venin sera délivré
par une dent radulaire creuse, semblable & un harpon,
qui est placée a I'extrémité du proboscis. En bas) Le
cone a envenimé le poisson et est sur le point de
I'engloutir complétement. Notez la rigidité extréme des
nageoires pectorales, une conséquence foudroyante de
la cabale. Ces toxines provoquent une hyperexcitabilité
des axones au voisinage du site d'injection, ce qui
produit une paralysie tétanique avec une musculature
extrémement rigide. S’ensuit alors la propagation des
peptides du venin qui interférent avec la transmission
neuromusculaire (la “cabale motrice”) dans le corps de
la proie. Photographies de Jason Biggs.
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It was also first shown, from studies of Conus
purpurascens peptides, that the combination drug
strategy involved not only targeting different molecular
components in the same physiological circuitry, but
additionally, different pharmacological sites on the
same functional molecular target complex. Thus, Conus
purpurascens has both a competitive nicotinic
antagonist that inhibits the skeletal muscle nicotinic
receptor (aA-conotoxin PIVA), as well as a non-
competitive nicotinic antagonist (Shon et al., 1997)
that also blocks the muscle nicotinic receptor at a
different site (y-conotoxin PIIIE). Not only do various
peptides of a cabal inhibit different molecular targets in
the physiologically-relevant circuitry, but different
pharmacological sites within the same molecular target
as well (see Figure 6).

i - Conoloxin

Fig. 6. A cartoon of how two different toxins target the same
nicotinic  acetylcholine  receptor complex at different
pharmacological sites. The top left shows the nicotinic
acetylcholine receptor at the neuromuscular junction in the
closed state ; binding of two molecules of acetylcholine leads to
a conformational change, in which the channel is in an open state
(top right). The closed channel is prevented from opening if a
competitive antagonist in the venom, such as aA-PIVA from
Conus purpurascens, binds to the acetylcholine binding site
(lower left), thereby preventing acetylcholine from binding to its
ligand site. However, in the event that a receptor escapes the
aA-conotoxin and is able to open, it is inhibited by a second
venom component, y-conotoxin, which has been postulated to
block the pore of the open channel (lower right).

Fig. 6. Schéma montrant comment deux toxines différentes
visent le méme récepteur nicotinique de I'acétylcholine au niveau
de sites pharmacologiques différents. En haut et a gauche est
montré le récepteur nicotinique de l'acétylcholine, au niveau de
la jonction neuromusculaire, dans I'état fermé ; la fixation de
deux molécules d'acétylcholine conduit a un changement de
conformation dans laquelle le canal est dans un état ouvert (en
haut et a droite). Le canal fermé ne peut pas s’ouvrir si un
antagoniste compétitif du venin, comme I'aA-PIVA de Conus
purpurascens, se lie au site de fixation de I'acétylcholine (en bas
et a gauche), empéchant ainsi I'acétylcholine de se lier a son
site récepteur. Cependant, dans le cas ou un récepteur
échapperait a I'aA-conotoxine et serait capable de s'ouvrir, il
serait alors inhibé par une deuxiéme composante du venin, la y-
conotoxine, qui pourrait bloquer le pore du canal ouvert (en bas
et a droite).

There are clearly several other examples of
members of a cabal that target the same functional
molecular complex, but act on different sites on that
complex. A particularly striking example is a-conotoxin
Iml and a-conotoxin Imll ; what is unusual in this
case is the great similarity in sequence of the two
peptides (see Figure 7). Nevertheless a-conotoxin Iml
is a competitive antagonist of the nicotinic receptor,
while a-conotoxin Imll is not (Ellison et al., 2003 ;

Ellison and Olivera, 2007). These peptides are found in
a worm-hunting Conus species, the imperial cone,
Conus imperialis, which is known to eat amphinomid
worms. Although the nicotinic receptor at the
neuromuscular junction of these worms has not been
defined, it is likely to belong to the all- a-type of
nicotinic receptor (such as the a7 or a9a10 subtypes in
mammalian systems (Gerschenfeld, 1973 ; Le Novere
and Changeux, 1995), the class known to be targeted
by these two peptides. Thus, evolution seems to favor
the generation of multiple genes that encode
independently-acting ligands that are functionally
linked, a “combination strategy” that has also evolved
as being more effective for human medical practice
(such as the pharmacological strategy for fighting AlDs
and cancer).

The third sequence in Figure 7 shows a-conotoxin
RglA from Conus regius, a species also known to prey
on amphinomid worms. This peptide is specific for
another all-a-type of receptor, the a9al0 subtype
(Ellison et al., 2006, 2008). The series of closely related
conopeptides shown illustrates how relatively few
changes in Administrative Assistant sequence can
target a Conus peptide to an entirely different site. The
three a-conotoxins shown share considerable sequence
identity, but have diverged dramatically in the specific
pharmacological targets they have evolved to modulate.

s & i {T

GCCSDPRCAWRC# o — Iml

ACCSDRRCRWRC# « - Imll
GCCSDPRCRYRCR o —RglA

Fig. 7. Sequences and disulfide connectivity of three a-
conotoxins. a-Iml and a-Imll are from Conus imperialis, and
a-RglA is from Conus regius. All a-conotoxins have the
disulfide connectivity shown on top. Note the very high
sequence identity between the three peptides. However, a-
Iml is a competitive antagonist of the a7 nicotinic
acetylcholine receptor subtype, while a-RglA is a competitive
antagonist of the a9a10 subtype. As is discussed in the text,
a-Imll is also targeted to the a7 subtype but binds to an
entirely different site from a-Iml and is a non-competitive
antagonist. A comparison of the sequences shows that a few
amino acid changes are sufficient to shift site selectivity
dramatically. A discussion of these three peptides and related
a-conotoxins has recently been presented (Ellison and
Olivera, 2007).

Fig. 7. Séquences et ponts disulfure de trois a-conotoxines,
a-Iml et a-Imll de Conus imperialis et a-RglA de Conus
regius. Toutes les a-conotoxines sont stabilisées par les
types de ponts disulfure montrés en haut. Notez la trés
grande homologie de séquences entre les trois peptides.
Cependant, a-Iml est un antagoniste compétitif du sous-
type a7 de récepteur nicotinique de I'acétylcholine, alors que
a-RglA est un antagoniste compétitif du sous-type a9al0.
Comme cela est discuté dans le texte, a-Imll cible
également le sous-type a7 mais elle se lie & un site qui est
complétement différent de celui d’a-Iml et agit comme un
antagoniste non compétitif. Une comparaison des séquences
montre que quelques changements d'acides aminés sont
suffisants pour déplacer radicalement la sélectivité pour un
site de fixation donné. Une discussion au sujet de ces trois
peptides et d’autres a-conotoxines a récemment été
présentée (Ellison et Olivera, 2007).
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Degeneracy of molecular solutions in
response to a common evolutionary need

As is discussed above and illustrated in Figure 3,
peptides encoded by the same gene superfamily can
evolve to have different functions as a consequence of
the radiation of a biodiverse lineage ; despite functional
diversification, a conserved structural framework is
maintained. A different viewpoint emerges when
diverse venom peptides that have evolved to modulate
a single molecular target are examined. The Conus
peptides that target the skeletal muscle nicotinic
receptor of vertebrates will serve as an example.

There would be an obvious selective advantage for
predatory venomous animals to evolve a toxin that
blocks the post-synaptic receptor at the neuromuscular
junction — thus, snakes and cone snails have come up
with unrelated molecular solutions to binding the ligand
site on this receptor. However, within the cone snail
lineage there is notable degeneracy in the molecular
solutions that have evolved.

Not surprisingly, because of accelerated evolution of

toxin gene superfamilies, different sequences that are
competitive antagonists of the muscle nicotinic receptor
have been evolved by species in this genus. Initially, it
seemed that a single family of toxins, the a-conotoxins,
were used as competitive antagonists by all Conus
species — however, this is clearly not the case. Table 1
summarizes some of the structural diversity that has
been uncovered. All of the peptides shown in the table
are antagonists of the nicotinic receptor from fish-
hunting cone snails, but they vary dramatically in
structure. From peptides that are relatively small with
few disulfides (13 AA with 2 disulfides in the case of a-
Gl) to relatively large peptides (47 AA with 5 disulfides
in the case of aS-RVIIIA), a wide variety of structural
scaffolds have been recruited by different fish-hunting
clades within the genus Conus to serve as competitive
nicotinic antagonists. Thus, considerable degeneracy in
the molecular solutions to an evolutionary need is
observed : multiple gene superfamilies encode Conus
peptides with the same pharmacological target.
Because of the accelerated evolution of conopeptide
gene superfamilies, convergent evolution can readily be
observed in this single genus of marine animals.

Table 1. Diversity of conopeptides targeted to the muscle nicotinic receptor.

Tableau 1. Diversité des conopeptides ciblant le récepteur nicotinique musculaire.

Conus Size # Conotoxin Gene Species References
peptide (AA) Disulfides family superfamily (subfamily)
aMl 14 2 a A C. magus Mclntosh et al.
(Pionoconus) (1982)
aGl 13 2 a A C. geographus Gray et al.
(Gastridium) (1981)
aA-EIVA 30 3 aA A C. ermineus Jacobsen et al.
(long) (Chelyconus) (1997)
aA-OIVA 18 3 aA A C. obscurus Teichert et al.
(short) (Gastridium) (2006)
aS-RVIIA 47 5 as S C. radiatus Teichert et al.
(Phasmoconus) (2005)
aC-PrXA 32 1 aC C C. parius Jimenez et al.
(Phasmoconus) (2007)

Therapeutic efficacy of conoidean
peptides : a rationale

Much of the interest in conoidean peptides stems from
their biomedical potential. A surprisingly high fraction
of the initial set of conopeptides discovered and
characterized has been investigated as potential drug
leads ; a diverse group of conopeptides have undergone
extensive pre-clinical development to examine the
suitability of the peptides for a particular disease
application. At least 5 of these peptides from various
Conus venoms have reached human clinical trials, and
one has become an approved drug for intractable pain
(w-conotoxin  MVIIA generic name, ziconotide ;

commercial hame, Prialt). The various potential clinical
applications have been reviewed elsewhere (see for
example Teichert et al., 2007 ; Han et al., 2008 ;
Olivera et al., 2008) and will not be described in detail
here. Rather, we discuss a rationale for why these
products of animal biodiversity have been particularly
successful as promising lead compounds, and why
peptides in all cononidean venoms (not just those of
Conus) should continue to have high pharmacological
potential.

Each component of conoidean venom probably has a
native physiologically-relevant molecular target. A very
high fraction of such targets are likely expressed in the
excitable membranes of cells in the nervous system of
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the targeted animal, be it prey, predator or competitor.
Molecular components in the nervous system are highly
conserved at a structural level. Thus, although
Caenorhabditis elegans and man diverged from each
other over half a billion years ago, the various classes of
voltage-gated Ca channels or glutamate receptors can
be easily recognized in both species. The NMDA
receptors are clearly different from those of the AMPA
receptor class in both taxa and functionally, the
homologous molecular components act similarly when
expressed in an exogenous system (e.g. cell culture or
Xenopus oocytes). Thus, once a particular signaling
molecule in the nervous system evolved, it has been
extraordinarily conserved. Although there presumably
has been a continuous sequence divergence,
remarkable structural (and functional) conservation is
observed.

Thus, a conoidean peptide with a particular
molecular target, be that target in a polychaete worm,
in another mollusc or in fish, has a fair probability to
exhibit significant activity on a similar/homologous
target in a mammalian nervous system, such as that of
man. The relative potency of the peptide on the
homologous human target would be expected to be an
unselected variable that could change greatly from one
peptide to the next, but if a series of homologous
venom peptides with the same physiological target
from a clade of related snails were tested on the
homologous human target, at least some are likely to
show significant potency (all of them are presumably
selected for high potency on the native target). Such
variability in potency on the human homolog is indeed
observed for the a-conotoxins targeted to the skeletal
muscle nicotinic receptor. Although all of these peptides
are extremely potent if tested on fish, the potency on
the human homolog can vary by many orders of
magnitude from peptide to peptide.

Since these venom peptides evolved to cause harm
to the prey, competitor or potential predator, why
would these have potential therapeutic applications in
man? The rationale is that although such molecular
components are extremely conserved structurally, their
pattern of expression is not. Even in closely related
mammalian species, striking differences in patterns of
expressions may be found. Thus, if we examine the
probable endogenous role for the snail of the peptide
that has become an approved drug for pain, ?-
conotoxin MVIIA, it seems reasonable to conclude that
this peptide is part of the motor cabal of the cone snail
that produces it, Conus magus. Thus, when injected
into potential fish prey of Conus magus, the peptide
causes paralysis because its molecular target, a specific
voltage-gated Ca channel, is found at the presynaptic
terminus of the neuromuscular junction of the fish prey.
However, in humans the same Ca channel is not found
at neuromuscular junctions (or if present, plays a very
minor role). Thus, in contrast to fish, injection of this
peptide into mammals does not cause paralysis.

However, there is high expression of the same Ca
channel subtype, highly structurally conserved between
man and fish, in the dorsal horn of the spinal cord,
specifically at the synapses between incoming pain
fibers and the post-synaptic spinal cord neurons. The
Conus peptide targeted to this channel can bind with
high affinity to these human homologs since they are
structurally very similar to the fish Ca channels. Since
the patterns of expression differ from fish, the peptide
does not cause paralysis in mammals, but can be

developed clinically to alleviate severe pain (Miljanich,
2004).

Discussion

An overview of what might be expected from the
unexplored venoms of over 10,000 species of venomous
marine molluscs is provided above. Across the entire
superfamily Conoidea, a Ilarge complement of
polypeptidic toxins encoded by genes, are expressed in
the venom ducts of each species. In Conus, many
venom peptides are relatively small (10 to 30 amino
acids) but in some of the other conoidean taxa, the
average size of the components found in the venom is
significantly larger. In all cases analyzed, the majority
of the peptides or polypeptides are highly cross-linked
by multiple disulfide bonds.

One feature of marine snail venoms that has led to
the generation of an enormous pharmacological
diversity is that the genes that encode the toxins in the
venoms are subject to accelerated evolution. It has
been postulated that in addition to the usual forces of
natural selection, the genes are the substrate of
specialized mechanisms, which make rapid change in
amino acid sequences in selected segments of the open
reading frame likely (presumably, mechanisms related
to recombination and repair). The net result is that
when a comparison of members of a particular gene
superfamily expressed in these venoms is made
between species, there are conserved and hypervariable
regions in the open reading frame. The divergence in
the hypervariable regions, even between homologous
genes from closely related species, is extreme. This is
particularly noteworthy since these are juxtaposed with
highly conserved segments of the toxin precursor (such
as the signal sequence). Over evolutionary time, there
is conservation of structure but an accelerated evolution
of function.

The complexity of the venoms, and the rapid
evolution of their toxin genes are two obvious factors
that lead to pharmacological diversity. Another, more
subtle feature is the physiological strategy revealed by
studies of Conus venoms. As outlined above, the snails
use a combination drug strategy to achieve their
biological purposes, and instead of the evolution of a
single component in the venom for each physiological
endpoint, multiple components in the venom act
together synergistically to make a more effective
package (“a cabal”). It is notable, that when one
compares different species, although the physiological
endpoint may be similar (such as inhibiting
neuromuscular transmission in the prey), a toxin cabal
strategy can mean that two different conoidean species
may emphasize different subsets of molecular targets in
the same physiological circuitry. Thus, in the motor
cabal of fish-hunting cone snails that leads to the
complete shutdown of neuromuscular transmission,
some species appear to have a much more
sophisticated presynaptic strategy (e.g. multiple
peptides targeted to presynaptic voltage-gated Ca
channels). Presumably, this would ensure that no
neurotransmitter is released even though action
potentials are being fired by the motor axon. In
contrast, another Conus species attacking the same
class of prey may have greater emphasis on a post-
synaptic strategy (e.g. with multiple peptides attacking
different pharmacological sites on the postsynaptic
nicotinic acetylcholine receptors).

Thus, although all snails appear to make multiple
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peptides to inhibit neuromuscular transmission, the
choice of which pharmacological sites and which
molecular components are to be targeted differs from
one species to the next. Possibly, the choice of the
actual molecular targets may be a consequence of
subtle biological factors (such as where the snail is
likely to be able to strike its prey — one might imagine
that striking the head region of a fish might lead to
selection for a different type of motor cabal from a
Conus species more likely to strike near the lateral line
or the tail region). Therefore, although all fish-hunting
Conus venoms cause paralysis when tested in vitro by
injecting a fish, not only do the individual toxins differ
when two piscivorous Conus species are compared, but
the spectrum of their molecular targets may diverge
significantly.

The discovery that multiple cabals might be present
for prey capture (in the fish-hunting cone snail example
given above, the *“lightning strike” and the “motor”
cabals) raises the possibility that there may also be
differences in which cabal plays the more dominant role
in each fish-hunting Conus species. Thus, some fish-
hunting cone snails apparently have powerful toxins
that make the lightning strike cabal the major factor for
prey capture, while other species appear to emphasize
the motor cabal more. The type of strategy evolved,
could, once again, be influenced by subtle biological
factors (what type of fish the different snails are
attacking, etc). Thus, although a significant number of
different cone snail species (—~100) may all hunt,
effectively paralyze and capture fish, in detail, their
ecology and the vagaries of the environment may lead
to selection for different components in the venom for
prey capture. Additional ecological factors are important
to consider in the overall framework for generating
pharmacological diversity in addition to the prey,
those predators which are relevant to the success of the
species, and what competitors might be present in the
environment could be critical determinants of venom
composition. The specific venom components found
may therefore have evolved to reflect the relevant biotic
interactions of each individual conoidean species. The
impressive pharmacological diversity that has been
generated by evolution in these venoms is a
consequence of the enormous complexity of the sum
total of biotic interactions of this biodiverse lineage of
venomous marine snails.
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Résumé

Les récepteurs nicotinigues neuronaux sont des protéines membranaires essentielles pour la

communication cellulaire dans certaines régions du systéme nerveux central. A ce jour, 12 sous-unités
ont été clonées (a2-al0 ; b2-b4), révélant la multitude d’associations possibles pour former un récepteur
pentamérique fonctionnel. Chaque sous-type de récepteurs a une localisation précise ainsi que des
propriétés pharmacologiques uniques. Pour nous aider dans la caractérisation de ces récepteurs présents
dans le cerveau et permettre la détermination de leur réle dans certaines pathologies neurologiques, la
nature nous a fourni des outils remarquables de par leur sélectivité et leur haute affinité. Appelées a-
conotoxines, ces petites sondes peptidiques (12-20 acides aminés, 2 ponts disulfure) sont isolées du
venin de Mollusques marins prédateurs du genre Conus. Leur petite taille facilite énormément I'étude
structure-fonction avec le récepteur cible et de ce fait, elles sont aujourd’hui trés utilisées en recherche
fondamentale. Finalement, certaines de ces a-conotoxines présentent également un potentiel
thérapeutique.

a-Conotoxins : pharmacological and structural probes to study neuronal
nicotinic receptors

Neuronal nicotinic receptors are essential membrane proteins for communication processes in various
regions of the central nervous system. To date, 12 subunits have been cloned, emphasizing on the many
possible combinations to form a functional receptor. Each receptor subtype exhibits a precise tissue
localisation as well as unique pharmacological properties. To help in the characterisation of these
receptors in the brain and to understand their role in neurodegenerative diseases, Nature has provided
us with selective and potent tools. Called a-conotoxins, these small peptide probes are isolated from the
venom of marine predatory molluscs of the genus Conus. Their small size greatly facilitates the
structure-function relationship study with the targeted receptor, and as a result, they are widely used in
fundamental research. Finally, some a-conotoxins may have a direct therapeutic potential.

Keywords : Nicotinic acetylcholine receptors, predatory marine cone snails, conotoxins, venom peptides,
homology modelling.

Introduction

Les récepteurs nicotiniques de I|'acétylcholine sont des
protéines  transmembranaires qui ont un rdle
physiologique fondamental pour le fonctionnement
cellulaire (Corringer et al., 2000). En particulier, des
mutations ou une diminution du nombre de ces
récepteurs peut entrainer des pathologies séveres telles
que des myopathies ou des maladies neurodégénératives
de type Alzheimer ou Parkinson. Les récepteurs
nicotiniques sont constitués de 5 sous-unités identiques
ou non, formant un canal cationique non sélectif. En
fonction de leur localisation, de leur structure et de leur
pharmacologie, ils sont trés généralement divisés en
deux classes : les récepteurs musculaires, présents a la
jonction neuromusculaire, et les récepteurs neuronaux,
présents dans le systéme nerveux central et le systeme
immunitaire. Alors qu’il n'y a que deux types de
récepteurs musculaires (feetal et adulte), une multitude
de sous-types de récepteurs neuronaux existent. Certains
peuvent étre homopentamériques (a7 ou a9), mais la
grande majorité des sous-types incorporent plusieurs
sous-unités a et B (a4R2, a3a6b2) parmi les 12 sous-

unités clonées (a2-al0 ; b2-b4) pour former une entité
fonctionnelle avec des propriétés pharmacologiques
uniques. Pour comprendre le réle de ces récepteurs dans
la physiologie cellulaire, a la fois chez les individus sains
et chez les individus malades, nous avons besoin d’outils
de haute affinité et sélectifs. Les poisons végétaux ainsi
que les venins animaux sont une source intarissable de
tels outils.

Dés le 16®™ siécle, les explorateurs décrivent
I'utilisation du curare par les indiens d’Amérique du sud
pour immobiliser et tuer leur gibier. Cependant, le site
d’action de cette molécule n’a été identifié qu'au 19°™°
siecle par Claude Bernard, au travers d’expériences sur la
jonction neuromusculaire devenues des classiques du
genre. Il a été déterminé que le curare bloque l'activité
des récepteurs nicotinigues musculaires ce qui, en
fonction de la dose, peut entrainer une paralysie totale.
L'immobilisation rapide de la proie est cruciale pour un
prédateur : elle permet une capture facile, tout en
évitant les blessures potentielles occasionnées par une
proie qui se défend. De par leur rble essentiel dans la
contraction musculaire, les récepteurs nicotiniques sont
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donc tout naturellement la cible de nombreuses toxines
animales, ceci étant démontré par exemple par les venins
de serpents, comme I'a-bungarotoxine.

Le codne marin est un autre animal venimeux qui a
fourni et continue de fournir de précieux outils
pharmacologiques (appelées conotoxines) aux chercheurs
du monde entier. En effet, le venin de ces Mollusques
marins prédateurs recéle une richesse biologique
remarquable. On estime que les 700 espéces de cbnes
recensées contiennent plus de 50.000 peptides dont
seulement 0,1 a 0,2% seraient caractérisés. Pourtant, la
recherche sur ces venins a déja livré un médicament
anti-douleur commercialisé sous le nom de Prialt™ en
2004, et plusieurs autres molécules sont en
développement pour le traitement de la douleur,
I’épilepsie, l'infarctus ou encore les accidents vasculaires
cérébraux (Olivera et Teichert, 2007).

Peut-étre encore plus que le serpent, un prédateur
lent tel que le cone a besoin d’'immobiliser sa proie trés
rapidement et efficacement. C’est donc logiquement que
I'on a découvert dans ces venins des antagonistes du
récepteur nicotinique de [l'acétylcholine de type
musculaire, appelées a-conotoxines. Plus surprenant a
été I'isolement relativement récent d’autres
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a-conotoxines qui se lient de facon sélective aux
récepteurs nicotiniques neuronaux. Ces petites sondes
peptidiques sont aujourd’hui trés prisées des chercheurs
et certaines pourraient également avoir un potentiel
thérapeutique (Livett et al., 2006).

Diversité pharmacologique des
a-conotoxines a partir d’'une plateforme
structurale unique

Les a-conotoxines sont de petits peptides comprenant
entre 12 et 20 acides aminés. La structure
tridimensionnelle de plusieurs de ces peptides a été
déterminée principalement par résonance magnétique
nucléaire, mais aussi par cristallographie aux rayons X.
D’une fagon générale, la structure d’une a-conotoxine
montre un motif central en hélice a caractéristique
(Figure 1), et qui semble essentiel pour [Iactivité
biologique. Cet élément de structure secondaire est
contraint par 2 ponts disulfure (C'-C", c"-cV), ce qui
confére a ces peptides des propriétés exceptionnelles de
rigidité et de stabilité. Lorsque des parties de séquence
existent en N- ou C-terminal, ils sont bien souvent
flexibles et apparaissent désordonnés en solution (a-GID
ou a-PIA).
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Fig. 1. Structures tridimensionnelles, séquences et cible biologique principale de quelques a-conotoxines neuronales.

Fig. 1. a-Conotoxin structures, sequences and neuronal nAChR subtype preferences.

Aujourd’hui, une vingtaine de ces a-conotoxines dites
« neuronales » ont été caractérisées au niveau
pharmacologique. On observe une grande diversité de
sélectivité vis-a-vis des différents sous-types de

récepteurs nicotiniques neuronaux (Figure 1). Cependant,
il apparait clairement qu'une majorité de ces
a-conotoxines cible les récepteurs possédant les sous-
unités a3 et R2 (voir Figure 1). Il faut rappeler que les
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cdnes marins ont pour proies naturelles des poissons, des
mollusques ou des vers, alors que la plupart des résultats
expérimentaux ont été obtenus a partir de récepteurs
mammaliens (murins ou humains). Tout au plus peut-on
extrapoler a propos de la véritable cible biologique de ces
toxines chez la proie, une ressemblance moléculaire par
rapport a un récepteur neuronal mammalien de type
a3R2.

De facon fortuite ou non, certaines a-conotoxines
ciblent d’autres sous-unités, comme a-BulA ou a-Mll, qui
ont une préférence pour les récepteurs contenant a6. Une
étude de structure-activité a permis d’obtenir un
analogue chimique de la conotoxine MII, modifié en
position 11 ([E11A]-MIl) conférant une affinité et une
spécificité spectaculaires pour cette sous-unité a6 (Azam
et al., 2008). Le radiomarquage de ce nouveau peptide a
permis son utilisation comme traceur pour démontrer la
perte sélective d'une population de récepteurs
nicotiniques de type a6*, a la fois sur des modéles
animaux de la maladie de Parkinson et sur des sujets
humains atteints. Sachant que la perte de ces récepteurs
intervient a un stade asymptomatique de la maladie,
cette nouvelle conotoxine possede un grand potentiel
comme outil de diagnostic précoce de la maladie de
Parkinson.

Le récepteur nicotinique neuronal de type a9al0 est
un autre exemple de la diversité pharmacologique de ces
a-conotoxines. En effet, a-Vcl.1, ainsi que a-RglA se
lient sélectivement a cette protéine membranaire avec
une haute affinité (Vincler et al., 2006). De facon tout a
fait inattendue, ces deux peptides se sont révélés étre de
puissants analgésiques. Un nouveau mécanisme de
contrdle de la douleur, jusque la totalement insoupgonné
a donc pu étre identifié grace a ces 2 peptides. Par
ailleurs, le développement de Il'a-conotoxine a-Vcl.1l
comme médicament anti-douleur a été interrompu au
stade Il des essais cliniques par manque de spécificité
pour le récepteur humain par rapport au récepteur murin.

Interaction entre les a-conotoxines et
les récepteurs nicotiniques neuronaux

Notre compréhension actuelle de l'interaction entre les
a-conotoxines et les différents récepteurs nicotiniques
neuronaux a bénéficié des nombreuses études de
structure-activité publiées lors de cette derniére
décennie. Ainsi, le remplacement systématique de
chaque acide aminé de la séquence d’'une toxine par un
résidu alanine permet de déterminer les éléments
essentiels pour la liaison au récepteur. Lorsque ces
données sont combinées avec les résultats de
mutageneése dirigée sur le récepteur, on peut obtenir un
pharmacophore minimum de liaison. Cependant,
« I'image » de l'interaction ainsi obtenue reste floue, et
en aucun cas, ne permet la conception rationnelle de
nouveaux ligands. Une étape importante dans I'obtention
d’'une meilleure précision de [linteraction a été la
découverte de I’AChBP, une protéine homologue de la
partie extracellulaire (contenant le site de liaison) du
récepteur nicotinique (Brejc et al., 2001). Cette protéine
soluble forme des cristaux qui diffractent aux rayons X,

ce qui a permis la détermination de sa structure
tridimensionnelle a [I'échelle atomique. Depuis, trois
conotoxines ont pu étre co-cristallisés avec I'’AChBP

(Figure 2 ; Celie et al., 2005 ; Hansen et al., 2005 ;
Ulens et al., 2006 ; Dutertre et al., 2007).

L'information structurale extrapolée des complexes
a-conotoxines-AChBP apparait en parfait accord avec les
données expérimentales, puisque la grande majorité des
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Fig. 2. Structures cristallographiques des complexes entre
I’AChBP et trois a-conotoxines. A, AChBP-[A10L, D14K]-PnlA. B,
AChBP-ImI. C, AChBP-[A10L]-TxIA. L’AChBP est en bleu (sous-
unité +) et vert (sous-unité -), et les conotoxines sont en rouge.
Fig. 2. Structures of a-conotoxin-AChBP complexes. AChBP is
depicted in blue (+ side) and green (- side), while the conotoxins
are shown in red.

acides aminés identifiés comme étant importants pour la
liaison se retrouvent, soit en interaction directe (pont
hydrogéne, interaction électrostatique ou hydrophobe),
soit trés proches. Il est particulierement intéressant et
surprenant de constater que I'orientation générale de ces
trois conotoxines dans le site de liaison de I’AChBP est
quasi-identique, et ce, malgré des séquences parfois tres
divergentes. Pour expliquer en partie ce résultat, une
proline conservée sur toutes les a-conotoxines neuronales
en début d’hélice a (Figure 1) sert d’ancrage au niveau
de résidus aromatiques et/ou hydrophobes du site de
liaison du récepteur (Dutertre et al., 2005). On peut donc
généraliser le mode de liaison identifié dans ces

complexes conotoxines-AChBP a tous les récepteurs
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nicotiniques neuronaux. Ce constat, ajouté au fait que les
a-conotoxines neuronales ont une structure tertiaire
identique, implique que les différentes sélectivités

N [ a10

S '

Vel

observées sont uniquement dues a la complémentarité de
séquences entre ces peptides et le site de liaison des
différents récepteurs nicotiniques neuronaux (Figure 3).

5185

Fig. 3. Modélisation de linteraction entre le récepteur nicotinique a9al0 et a-Vcl.1l. a-Vcl.l a une séquence
particulierement hydrophile, et de fagon complémentaire, le site de liaison du récepteur a9al0 I'est aussi, ce qui
explique en partie la sélectivité de cette toxine. L’orientation ci-dessus est la méme que dans la Figure 2, excepté que les
sous-unités a9 et al0 ont été écartées selon I'axe horizontal pour permettre une meilleure visualisation des interactions
potentielles.

Fig. 3. Model of the interaction between a-Vcl.1 and a9al0 nAChR. The sequence of a-Vcl.l appears relatively
hydrophilic, which is matched by the binding site of the a9a10 nAChR. This figure is in the same orientation as Figure 2.

Conclusions

Aujourd’hui, toutes les pieces du puzzle semblent donc
réunies pour permettre le développement rationnel de
nouveaux ligands nicotiniques possédant des profils de
sélectivités prédéterminés. En se basant sur les
structures des complexes AChBP-conotoxines et en
utilisant des outils de modélisation moléculaire et de
docking de plus en plus performants, nous pouvons
espérer atteindre ce but a relativement court terme.

Références bibliographiques

Azam L., Yoshikami D., MclIntosh J.M. (2008) Amino acid residues
that confer high selectivity of the a6 nicotinic acetylcholine
receptor subunit to a-conotoxin MII[S4A,E11A,L15A]. J. Biol.
Chem. 283:11625-32.

Brejc K., van Dijk W.J., Klaassen R.V., Schuurmans M., van Der
0.J., Smit A.B., Sixma T.K. (2001) Crystal structure of an ACh-
binding protein reveals the ligand-binding domain of nicotinic
receptors. Nature 411:269-76.

Celie P.H., Kasheverov |.E., Mordvintsev D.Y., Hogg R.C., van
N.P., van E.R., van Rossum-Fikkert S.E., Zhmak M.N., Bertrand
D., Tsetlin V., Sixma T.K., Smit A.B. (2005) Crystal structure of
nicotinic acetylcholine receptor homolog AChBP in complex with
an a-conotoxin PnlA variant. Nat. Struct. Mol. Biol. 12:582-8.

Corringer P.J., Le Novere N., Changeux J.P. (2000) Nicotinic
receptors at the amino acid level. Annu. Rev. Pharmacol.

Toxicol. 40:431-58.

Dutertre S., Nicke A., Lewis R.J. (2005) 32 subunit contribution to
4/7 a-conotoxin binding to the nicotinic acetylcholine receptor.
J. Biol. Chem. 280:30460-8.

Dutertre S., Ulens C., Buttner R., Fish A., van E.R., Kendel Y.,
Hopping G., Alewood P.F., Schroeder C., Nicke A., Smit A.B.,
Sixma T.K., Lewis R.J. (2007) AChBP-targeted a-conotoxin
correlates distinct binding orientations with nAChR subtype
selectivity. EMBO J. 26(16):3858-67.

Hansen S.B., Sulzenbacher G., Huxford T., Marchot P., Taylor P.,
Bourne Y. (2005) Structures of Aplysia AChBP complexes with
nicotinic agonists and antagonists reveal distinctive binding
interfaces and conformations. EMBO J. 24:3635-46.

Livett B.G., Sandall D.W., Keays D., Down J., Gayler K.R.,
Satkunanathan N., Khalil Z. (2006) Therapeutic applications of
conotoxins that target the neuronal nicotinic acetylcholine
receptor. Toxicon 48:810-29.

Olivera B.M., Teichert R.W. (2007) Diversity of the neurotoxic
Conus peptides: a model for concerted pharmacological
discovery. Mol. Interv. 7:251-60.

Ulens C., Hogg R.C., Celie P.H., Bertrand D., Tsetlin V., Smit A.B.,
Sixma T.K. (2006) Structural determinants of selective a-
conotoxin binding to a nicotinic acetylcholine receptor homolog
AChBP. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A 103:3615-20.

Vincler M., Wittenauer S., Parker R., Ellison M., Olivera B.M.,
Mclntosh J.M. (2006) Molecular mechanism for analgesia
involving specific antagonism of a9al0 nicotinic acetylcholine
receptors. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A 103:17880-4.




Toxines et fonctions cholinergiques neuronales et non neuronales
Rencontres en toxinologie, 2008
Editions de la SFET

47

Acces libre en ligne sur le site http://www.sfet.asso.fr, avec autorisation des auteurs

Novel roles of highly specific natural inhibitors of the

angiotensin-converting enzyme

Mirian A.F. HAYASHI*?", Arthur Andrade NERY?, Antonio C.M. CAMARGO?, Henning ULRICH?

1 Departamento de Farmacologia, Universidade Federal de S&o Paulo, Sdo Paulo - SP, 04044-020, Brazil ; > Center
for Applied Toxinology, Instituto Butantan, S&o Paulo — SP, 05503-900, Brazil ; ® Departamento de Biogquimica,
Instituto de Quimica, Universidade de Sdo Paulo, Sédo Paulo — SP, 05508-900, Brazil.

* Corresponding author ; Tel / Fax : 11-55-37261024 ; E-mail : mirianhayashi@butantan.gov.br

Abstract

The bradykinin-potentiating peptides (BPPs) from Bothrops jararaca venom are the most potent
natural inhibitors of the angiotensin-converting enzyme (ACE) described to date. The presence of
BPPs precursor mRNAs in the Bothrops jararaca spleen and brain, beside the venom gland was
demonstrated by us. Interestingly, the regions of snake brain expressing the BPP precursor are highly
correlated to neuroendocrine functions. This strongly suggested to us that these peptides might
belong to a novel class of endogenous vasoactive peptides. This stimulated us to pursue potential
novel molecular targets for these peptides. We selected nicotinic acetylcholine receptors (nAchR) for
characterization of BPP-induced effects, as these receptors are expressed in both the blood vessel cell
surfaces and the central nervous system. No direct effect of the BPPs on nAchR activity could be
observed, although the receptor inhibition promoted by the antagonist MK-801 was efficiently
reversed by the BPP-10c, which is one of the most efficient to decrease the systolic blood pressure of
anaesthetized rats. This interesting find suggests that this peptide might act as endogenous regulator
of nAChR, thereby displacing so far unknown endogenous inhibitors and protecting normal receptor
function.

De nouveaux rbles pour des inhibiteurs naturels spécifiques de I’enzyme
de conversion de I’'angiotensine

Les peptides potentialisant la bradykinine (BPP) issus de Bothops jararaca sont les plus puissants
inhibiteurs naturels de I’enzyme de conversion de I'angiotensine décrits jusqu’a ce jour. Nous avons
demontré la présence des précurseurs de I’ARNm des BPP dans la rate et le cerveau, en plus de la
glande a venin. Il est intéressant de noter que les régions du cerveau du serpent contenant le
précurseur du BPP sont fortement liées aux functions neuroendocriniennes. Cela suggere que ces
peptides pourraient provenir d’'une nouvelle classe de peptides vasoactifs endogénes. Ceci nous a
encouragé a rechercher de nouvelles cibles moléculaires pour ces peptides. Nous avons choisi des
récepteurs cholinergiques nicotiniques (NAChR) pour caractériser I'effet induit pour BPP, car ils sont
présents dans les cellules de surface des vaisseaux sanguins et dans le systéme nerveux central.
Aucun effet direct des BPP sur l'activitt nAChR n’a pu étre observée, bien que l'inhibition du
récepteur provoquée par I'antagoniste MK-801 ait été inversée par le BPP-10c, qui est I'un des plus
efficaces pour réduire la pression artérielle systolique des rats anesthésiés. Cette découverte suggére
que ces peptides pourraient agir comme régulateurs endogénes du nAChR, déplacant ainsi ces
inhibiteurs endogénes assez peu connus et protégeant la fonction normale des récepteurs.

Keywords : Acetylcholine, bradykinin-potentiating peptides (BPPs), cardiovascular system, nicotinic
acetylcholine receptor, MK-801 inhibition.

Discovery of bradykinin-potentiating
peptides (BPPs) — historical relevance

In 1949, Rocha e Silva and co-workers (1949)
described the discovery of bradykinin, which was
achieved by using the venom of the Brazilian pit viper
Bothrops jararaca. Later, the same group (Ferreira et
al., 1970a) was able to show that this snake venom
contained large quantities of small molecular weight
compounds named bradykinin-potentiating factor
(BPF), later re-named as bradykinin-potentiating
peptides (BPPs) (Ferreira et al., 1970b). The chemical
and pharmacological properties of these peptides
allowed characterizing them as natural inhibitors of the

angiotensin-converting enzyme (ACE) (Ondetti et al.,
1971 ; Stewart, 1971 ; Collier et al., 1973 ; Gavras et
al., 1975 ; Johnson et al., 1975 ; Ondetti and Cushman,
1984). The elucidation of this mechanism was essential
for the development of captopril, the first active site
directed inhibitor of ACE, currently used to treat human
hypertension (Komajda and Wimart, 2000 ; Piepho,
2000 ; Mclnnes, 2001). To date, a large number of
BPPs have been described not only in snake venom
(Kato and Suzuki, 1970, 1971 ; Cheung-Wu et al.,
1982 ; Politi et al., 1985 ; Cintra et al., 1990 ; Ferreira
et al., 1992, 1995, 1998 ; Higuchi et al., 1999), but
also in scorpions (Ferreira et al., 1993 ; Meki et al.,
1995 ; Zeng et al., 2000), and spiders (Sosnina et al.,
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1990). Characteristically, BPPs consist of 5 to 14 amino
acid residues, with both an invariable pyroglutamyl
residue at the N-terminus and a proline residue at the
C-terminus (Ferreira et al., 1965, 1970b ; lanzer et al.,
2004). Larger BPPs share similar features including a
high content of proline residues and the tripeptide lle-
Pro-Pro at the C-terminus (lanzer et al., 2004).
Typically, these peptides display bradykinin-
potentiating activity, which is classically detected on
isolated guinea-pig ileum preparations (Ufkes et al.,
1977).

Our group was the first to clone and sequence a
cDNA encoding the precursor protein of BPPs from a
cDNA library of B. jararaca venom gland (Murayama et
al., 1997). Since that many other cDNA clones have
been described for other snakes (Higuchi et al., 1999 ;
Soares et al., 2005 ; Higuchi et al., 2006 ; Gomes et
al., 2007). The precursor protein from these snakes
contained a variable number of in tandem aligned BPPs
sequences and an invariable C-type natriuretic peptide
(CNP) at the C-terminus. The presence of a vasoactive
neuropeptide with a recognized paracrine function in
the central nervous system and an endocrine action in
peripheral tissues (Itoh and Nakao, 1994 ; Thomas,
1994 ; Nascimento-Gomes et al., 1995 ; Cho et al.,
1999 ; Takei, 2000) at the C-terminus of BPPs
precursor proteins, led us to verify if this precursor was
also expressed in non-venomous tissues of B. jararaca.
In fact, Northern blot analysis of several tissues of this
pit viper indicated the presence of BPP-precursor mRNA
in snake brain and spleen (Murayama et al., 1997),
besides its occurrence in salivary glands (unpublished
data). Since the positive hybridization signals were not
sufficient to confirm the presence of the BPPs in the
neuronal precursor protein, taking into account possible
shifts in the open reading frame andwor alternative
splicing of this mRNA, then, we have also cloned and
characterized the BPPs precursor cDNA of the B.
jararaca brain (Hayashi et al., 2003).

The sequence analysis of this neuronal precursor
protein revealed a high level of sequence similarity to
that from the venom gland, of about 91.2% of identity
(Hayashi et al., 2003). Homologies of the signal peptide
and intervenient sequences were stated. However, a
couple of substitutions and deletions could be observed
mainly in regions containing the biologically active
peptides, determining a higher variability in the
sequences of BPPs expressed in the venom gland than
that found in the brain (Hayashi et al., 2003 ; Hayashi
and Camargo, 2005). As possible explanation, the
precursor protein from the venom gland, containing a
larger variety of bioactive peptides, may provide a set
of efficient toxins devoted for disrupting the
physiological integrity of the snake’s preys or predators.
However, the brain BPP sequences may just participate
in maintaining the control of endogenous physiology of
the snake and it would be therefore restricted to
sequences with specificity for the snake endogenous
targets, which are still unknown. Interestingly, besides
the small peptide of 5-aa long residues BPP-5a, only
BPP-10c and BPP-13a were found in the precursor
sequence from both venom gland and brain tissues.
Although all these peptides were shown to be capable
to inhibit the somatic ACE, the peptide BPP-10c with
the sequence [<ENWPHPQIPP] draw special attention
due to its high efficiency to decrease the systolic blood
pressure of anaesthetized rats and to inhibit the
somatic ACE (Hayashi and Camargo, 2005). It is worth
mentioning that this peptide was also the first selective
inhibitor for the C-terminus active site of ACE to be

described, showing about 400 times more affinity for
the C-terminus than to the N-terminus active site
(Cotton et al., 2002).

Based on the results of Northern-blot analysis
indicating the expression of BPPs in the snake brain, the
cDNA isolated from this tissue was used for in situ
hybridization studies of coronal sections of adult B.
jararaca brain. The results of these studies revealed the
expression of BPP precursor in regions of the snake
central nervous system (CNS) such as the ventromedial
hypothalamus, paraventricular nucleus, paraventricular
organ, and subcommissural organ, which were shown to
be involved in the neuroendocrine fluid control and
cardiovascular regulation in mammalian CNS (Hayashi
et al., 2003). Although several contradictory hypotheses
have been proposed, the functional significance of the
subcommissural organ is still unknown. One of the most
explored hypotheses postulates the involvement of the
subcommissural organ in water and electrolyte
metabolism, such as the aldosterone secretion, volume
reception, thirst, Na* excretion, and diuresis (Rodriguez
et al., 1992, 1998). Furthermore, worth mentioning is
the presence of angiotensin Il receptors in the
subcommissural organ cells (Ghiani et al., 1988).
Recently, it was shown that spontaneously hypertensive
rats displayed an increased secretory activity of the
subcommissural organ, which seems to be interrelated
with the hypertensive state (Castafieyra-Perdomo et al.,
1998). The paraventricular organ is known to possess
axonal projections to hypothalamic regions, and may be
related to specialized endocrine mechanisms in
Vertebrates (von Bartheld et al., 1990). Moreover, the
efferent neural pathway from the lamina terminalis to

the hypothalamic paraventricular organ mediates
vasopressin secretion in response to the plasma
hypertonicity and increased circulating levels of

angiotensin Il (McKinley et al., 2001). We believe that
distribution of this precursor in such regions
corroborates with the neuroendocrine functions of these
peptides.

Taken together, the presence of BPPs in other
tissues of the snake, besides the gland venom, strongly
suggests a physiological role for these peptides in the
animal (Hayashi and Camargo, 2005). In addition,
systematic kinetic and pharmacological study of newly
identified BPPs showed that even those showing to be
weak inhibitors of somatic ACE could present strong
pharmacological activity, acting either as a good
potentiator of bradykinin-induced effects or being
efficient in anti-hypertensive action (Hayashi et al.,
2003 ; lanzer et al., 2004 ; Hayashi and Camargo,
2005). Based on these observations, our group has
dedicated a great effort in order to better understand
the mechanism of action of BPPs, which does not seem
to be restricted to their ability to inhibit the ACE. So far,
the identification of potential novel targets seems to be
the next great challenge.

Nicotinic acetylcholine receptors and
blood pressure

Some of the regions described for the BPPs expression
present a high level of several neurotransmitters
receptors with the nicotinic acetylcholine receptor
(NAChR) being most commonly expressed. The
presence of NnAChR subunits in blood vessels allows
inferring possible functions for this receptor in the blood
pressure regulation and stroking (Kalaria et al., 1994 ;
Hawkins et al., 2005). The direct function of the nAChR
in the arterial pressure control is supported by
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expression of alpha3, alpha5, alpha7 and alphalO
subunits in the rat vascular system (Bruggmann et al.,
2002).
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Fig. 1. Structure and subunits of nicotinic acetylcholine receptors
(NAChR). (A) Each nAChR are composed by five subunits, with at
least two alpha subunits. Each subunit is a different protein
composed by four transmembrane domains formally nhamed M1,
M2, M3 and M4. M2 is the domain that composes the channel
pore and controls the gating mechanism, which is modified by
the agonist binding. (B) The binding of the agonist acetylcholine
to the receptor causes conformational changes on the alpha
subunits, which results in the opening of the pore in the middle of
the channel. This pore allows the influx of sodium and calcium
ions and the efflux of potassium through the channel. Different
compositions of subunits can be found in each different types of
NAChR distinctly distributed throughout the living organism. Some
of them are homomeric, as a7, 8, 9 and 10. In any case more
than one ACh binding site is observed (indicated by the small
black points between the subunits in the right side of panel B).
Fig. 1. Structure et sous-unités des récepteurs nicotiniques de
I'acétylcholine (nNAChR). (A) Chague nAChR est composé par cing
sous-unités, dont au moins deux sous-unités alpha. Chaque
sous-unité est une protéine composée de 4 domaines
transmembranaires (M1, M2, M3 et M4). M4 forme le pore du
canal et contrdle le mécanisme d’entrée qui est modifié par la
liaison d'un agoniste. (B) La liaison de [I'agoniste de
I'acétylcholine (ACh) au récepteur provoque un changement de la
conformation des sous-unités alpha, ce qui aboutit a I'ouverture
du pore au centre du canal. Ce pore permet I'entrée d'ions
sodium et calcium et la sortie dions potassium. Different
agencements des sous-unités peuvent se rencontrer dans
chacun des différents types de nAChR distribués dans tout
I'organisme. Certains d’entre eux sont homomériques, comme
a7, 8, 9 et 10. Dans certains cas, plus d'un site de liaison de
I’ACh est observé (indiqué par les petits points noirs entre les
sous-unités du coté droit du schéma B).

Acetylcholine (ACh) is a neurotransmitter, leading to
signaling cascades that, depending on the cell type, can
result in continuation of a nerve impulse, movement of
muscle, or other responses in other tissues (Kandel et
al., 1995). Receptors for acetylcholine and other
cholinergic receptor agonists including carbamyilcholine
(Cch) can be divided into two types, nicotinic ligand-
gated ion channels and muscarinic metabotropic
receptors (Kalamida et al., 2007). nAChR are present in
many tissues in the body (1) neuronal nAChR are
present in the central and peripheral nervous system
and also in blood vessel surface cells ; and (2)
neuromuscular nAchR are present in neuromuscular
junctions of somatic muscles (Kandel, 2000). Different
compositions of subunits can be found in each different

types of nAChR distinctly distributed throughout the
living organism causing influx of sodium and calcium
and efflux of potassium through the pore opened after
the binding of two agonists molecules (acetylcholine) at
the alpha subunits, although activation at low
frequency has been observed with a single agonist
molecule at the receptors (Sine et al., 2006). Each
subunit is composed of four transmembrane alpha-helix
named M1, M2, M3 and M4. M2 is the principal
component forming the pore when five subunits are
assembled together at the cell membrane (Figure 1).
nAchR is inhibited by anesthetics (procaine, lidocaine
and others), the anti-convulsant MK-801, abused drugs
(cocaine, phencyclidine) and animal neurotoxins (snake
bungarotoxins, cembranoid coral toxins among others ;
see illustration in Figure 2). The nAChR is a prototype
member of membrane proteins and it is structurally
related to ligand-gated ion channels (Lester et al.,
2004 ; Sine et al., 2006 ; Corringer et al., 2008). These
proteins regulate intercellular communication between
cells of the mammalian nervous system, a process
considered to be essential for brain function (Crick,
1994). The mechanisms by which these compounds
inhibit nAchR have been studied throughout the last
decades. An initial proposed mechanism based on
single-channel-recording measurements suggested that
inhibitors enter the open channel and block it (Adams,
1976 ; Neher and Steinbach, 1978). A variation of this
model proposes that inhibitors bind open or closed
channels — possibly at a second “regulatory” site — and
disable the channels. A more recent model — based on
transient Kkinetic studies using MK-801 (an anti-
convulsant drug) and cocaine - suggests that inhibitors
bind both open or closed channels, but only the
inhibitor-bound closed channel is disabled and will not
open (Hess et al., 2000 ; Ulrich and Gameiro, 2001).
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Fig. 2. Compounds affecting nAChR. Compounds shown in (A)
either stimulate receptor activity as agonists or bind to sites
different from the ligand binding site. These compounds may
allosterically activate or inhibit nAChR function. (B) Schematic
presentation of agonist and allosteric compound binding site on
the nAChR. (C) The proline rich oligopeptide BPP-10c, which
restores normal NAChR function by binding to the allosteric site.

Fig. 2. Composés affectant les nAChR. Les composés montrés
en (A) stimulent l'activité du récepteur en tant gu’agonistes, ou
se lient a des sites différents du site de liaison du ligand. lls
peuvent activer ou inhiber la fonction des nAChR de fagon
allostérique. (B) Présentation schématique d'un agoniste
allostérique liant le site du nAChR. (C) L’oligopeptide BPP-10c
riche en proline, qui restaure la fonction normale du nAChR en se
liant au site allostérique.
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As stated above, the nicotinic acetylcholine
receptors have also been found on mammalian cerebral
blood vessels, indicating their possible function in blood
pressure regulation and stroke. Both, muscarinic as well
as nicotinic receptors are present in vascular endothelial
cells even in the brain (Furchgott and Zawadzki, 1980 ;
Kalaria et al., 1994 ; Bruggmann et al., 2002). The
direct function of the nAchR in the arterial blood
pressure control is not only supported by the work of
Bruggmann and collaborators (Bruggmann et al.,
2002), where the expression of several alpha subunits
were detected in the vascular system of the rat. It was
also shown that ACh induces a concentration-
dependent vasodilatation in skin slices affected by
nicotine, an agonist/antagonist of this receptor (Black
et al., 2001). A number of natural products, specially
toxins, have been shown to act on membrane proteins,
contributing to the identification of ion channels, the
understanding of several channelopathies at molecular
level and also to the discovery of peptide toxins with
high potential to be used as “leads” for development of
new drugs (Yamazaki et al., 2002 ; Lewis and Garcia,
2003 ; Ellis and Smith, 2004 ; Bogin, 2005).

Inhibition of NAChR activity

The flow method used for rapid ligand application has
been previously described (Krishtal and Pidoplichko,
1980 ; Udgaonkar and Hess, 1987). In this system, a
cell in the whole-cell recording configuration is placed
at the porthole of a U-tube made of a stainless steel
needle accordingly with the cell flow method
(Udgaonkar and Hess, 1987). Carbamoylcholine (CCh),
a stable analog of acetylcholine, is applied to induce ion
flow through nAChR channels, while MK-801 was used
as non-competitive antagonist of these channels. lon
flow as measure for nAChR activity was induced by 2 s
perfusion of the cells from the U-tube with various
concentrations of CCh either in the absence or in the
presence of MK-801 (Figure 3).

The maximum amplitude of current is a measure of
the concentration of open channels. As receptor
desensitization already occurs while the ligand solution
is flushed over the cell surface, the observed current
amplitudes were corrected for receptor desensitization,
using the equation (Udgaonkar and Hess, 1987 ; Ulrich
et al., 2008) :

|(t) = |1e_!/“+ [ 2e_!/JZ + le

where I(t) is the maximum current amplitude at time t.
11, 12, and le are the maximum current amplitudes for
the first, second, and equilibrium components. J1 and
J2 are the time constants for the first and second
components. This equation was fitted to the decreasing
part of the recording, and the observed maximum
current amplitude was corrected for receptor
desensitization accordingly. In order to assess BPP-10c
effects on nicotinic receptor activity, whole-cell currents
induced by CCh concentrations between 0.02 and 3 mM
CCh were determined by the cell-flow technique.

For these assays, we have used PC12 cells on day 6
of neuronal differentiation for the determination of
nAChR activity, as the cells were shown to
endogenously express alpha3, alpha5, alpha7, beta2
and beta4 nAChR subunits (Magdesian et al., 2005).

Employing this method on these cells, the ECsg
(percentage of ligand concentration needed for half
maximal receptor activation) was determined as 157 +
2 M (R® = 0.96) for CCh as an agonist, and Hill slope

was 1.49 += 0.04 (solid line ; R2 = 0.96), suggesting
the presence of the two classical CCh binding sites for
channel opening (Herz et al., 1989). The dissociation
constant for CCh to the receptor (K;) for receptor
activation was calculated as 0.11 = 0.01 mM, according
to equation 2 below. Remember that BPP-10c by itself
(25-200 nM) neither provoked nAChR activity nor acted
as an allosteric potentiator of CCh-induced ion flow
(Nery et al., 2008).

Patch Detail WAU
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Microscope
Fig. 3. Cell flow technique with ms time resolution in whole-cell
recording patch-clamp experiments. Ligand flows through a U-
tube device. Upon triggering a solenoid valve, the outflow of the
U-tube is closed and the ligand solution subsequently is dispensed
over the cell in a laminar flow within 10 ms. The ligand solution
remains in contact with the cell surface for 2 s. Then the solenoid
valve opens again and the ligand solution is sucked back through
the porthole of the U-tube (more details can be found in the
text).
Fig. 3. Technique de flux cellulaire a résolution temporelle dans
des expériences de “patch-clamp” en configuration “cellule
entiére”. La solution contenant le ligand s’écoule au travers d’'un
systeme de tube en forme de "U". En actionnant une valve
solénoidale, I'écoulement du tube en "U" est fermé. Par la suite,
la solution contenant le ligand est dispensée sur la cellule en
moins de 10 ms, selon un flux laminaire, et reste en contact
avec la surface cellulaire pendant 2 s. Finalement, la valve
solénoidale s'ouvre de nouveau et la solution contenant le ligand
est aspirée via un petit trou se trouvant sur le tube en “U" (voir
le texte pour plus de détails).

The relation between A, the measured whole-cell
current amplitude, and the concentration of open
receptor channels had been already derived for
acetylcholine as an agonist and adapted to apply to
cell-flow measurements (Hess et al., 2000). When the
initial ligand concentration is much larger than the
number of moles of receptor in the absence of
desensitization, this relation is given by (Udgaonkar
and Hess, 1987) :

A= Ama(Ky/((CCh] +1)?F +1]°

A least-squares regression to the logistic equation
was used to evaluate the constants. Amax is the
maximum current that can be obtained from one cell
when all the receptor channels are open. Ki is the
dissociation constant of the neurotransmitter from the
receptor, F* is the channel-opening equilibrium
constant, and [CCh] denotes the concentration of the
agonist.

The equation used to analyze the inhibition of the



Toxines et fonctions cholinergiques neuronales et non neuronales

51

nicotinic acetylcholine receptors by MK-801 is described

below :
A/ A =1+[i]/Ki

A and Ai are measured whole-cell current amplitudes in
the absence or presence of the inhibitor, respectively.
[i] represents the molar concentration of the inhibitor
MK-801, and Ki is the dissociation constant for the
inhibitor-receptor binding.

BPP-induced alleviation of nAChR
inhibition
The alleviation of the nAchR inhibition was analyzed

using the following equation, according to (Hess et al.,
2000) :

A/ A =1+ (Keee/(Keee +[BPP]))([i]/Ki)

[BPP] is the concentration of BPP-10c or scramble
peptide, Kspp is the dissociation constant for
displacement of MK-801 by BPP-10c or scramble
peptide, and all the other constants have been
described before.

As mechanism for MK-801-induced inhibition of
NnAChR, it has been suggested that the drug binds with
higher affinity to the regulatory sites present on closed
channel-forms than to those present on open-channel
forms, thereby affecting the channel-opening and
closing equilibrium towards inactive receptor forms
(Hess and Grewer, 1998 ; Hess et al., 2000) this
binding site, in accordance with recent works, should be
at the non-alpha interfaces as the cocaine one (Hansen
and Taylor 2007). In addition to MK-801, other small
structure-related = compounds, including  cocaine,
phencyclidine (PCP) and tenocyclidine (TCP, thienyl
cyclohexyl piperidine), compete with MK-801 for
receptor binding and inhibit NAChR activity (Hess et al.,
2000 ; Ulrich et al., 1998 ; Ulrich and Gameiro, 2001).
Similar mechanisms for receptor inhibition are proposed
for other compounds of therapeutic importance
including procaine (Karpen et al., 1986 ; Hess, 1996).
The mechanism of inhibition and protection of the
NAChR has been extensively studied, and the existence
of compounds that reverse the inhibition of the receptor
was presumed (Ulrich et al., 1998 ; Hess et al., 2000,
2003). Using fast Kkinetics electrophysiological
techniques named “cell flow”, combinatory chemistry
synthesis and drug design based on known structures
led to the discovery of compounds that are able to
displace the inhibitor of the regulatory site of the
receptor, without the inhibition of the receptor. These
studies led to the development of RNA aptamers and a
cocaine analogue (RTI1-4229-70), which in nhanomolar or
low micromolar concentrations protect the muscular
NnAChR against inhibition by 150 nM MK-801 or cocaine
(Hess et al., 2000, 2003 ; Cui et al., 2004). RNA
aptamers and cocaine analogues have been used for
studying the mechanism of nAChR inhibition and led to
the discovery that compounds that bind with equal
affinities to the allosteric sites present on open and
closed receptor channels do not interfere with normal
receptor function. These compounds displace inhibitors
from their binding sites on receptors and, therefore,
alleviate nAChR inhibition (Hess et al., 2000, 2003 ;
Ulrich and Gameiro, 2001 ; Nery et al., 2008).

However, we were the first to describe a
concentration dependent displacement of the allosteric
inhibitor MK-801 from the regulatory site of nAChR by a
natural peptide. Using the above-described model, we

could show that, in spite of the fact that the bradykinin-
potentiating peptide BPP-10c did not potentiate the
agonist-induced receptor activity, the peptide
alleviated, in a dose-dependent manner, MK-801-
induced receptor inhibition (Nery et al., 2008). These
data confirm that endogenous compounds exist in
addition to RNA aptamers and synthetic analogues of
cocaine. Neither the less, more yet unknown
endogenous compounds may also induce allosteric
regulation of NAChR activity.

The implication of nAChR on blood pressure control
was demonstrated in several works in which cholinergic
receptor agonists elicited dose-dependent changes in
blood pressure (Khan et al., 1994, 2001 ; Gattu et al.,
1997). As already pointed out, nAChR are expressed in
the cardiovascular system. Moreover, alpha3 subunits
containing nAChR, which are also expressed by PC12
cells, participate as main mediators of fast synaptic
transmission in the autonomic nervous system and are
involved in neurotransmission of sympathetic and
parasympathetic nerves innervating the heart (De Biasi,
2002). In agreement, alpha3 receptor knock-out mice
suffer from severe heart disease (De Biasi, 2002).
Consequently, inhibition of sympathetic neural activity
can cause vascular and heart disease. It is also worth
mentioning that Buyukcoskun and collaborators
(Buyukcoskun et al., 2001) have shown a participation
of the cholinergic system for the dose-dependent
increase of conscious rat blood pressure determined by
intracerebroventricular : injection of angiotensin Il. In
view of that, anti-hypertensive actions exerted by BPPs
are supposed to be due to both the inhibition of ACE as
well as the recovery of the nAChR normal function. In
this regard, our work foresees the existence of
endogenous compounds that allosterically inhibit
NAChR. The reversion of such inhibition would be one of
the crucial effects of BPPs.

Although further studies are needed to accomplish
the action of natural ACE inhibitors as hypertension
modulators trough other mediators, BPPs from B.
jararaca venom have been related in establishing
nAChR normal activity, which could contribute to the
hypotensive properties of this peptides additionally to
the classical ACE inhibiting pathway. The demonstration
that BPPs were able to displace specific blockers of this
receptor in a dose dependent manner, besides not
showing a direct agonist or antagonist effect on the
AchR, reveals also possible therapeutic applications for
BPP-10c in establishing normal acetylcholine receptor
activity.

In summary, we suggest here that the BPPs are
strong candidates to be used for the treatment of
cardiovascular and cerebral effects of cocaine and other
agents that are able to act by similar manner, e.g. by
inhibiting the nAChR through binding to a common
regulatory site.
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Résumé

Les récepteurs neuronaux de l‘acétylcholine de type nicotinique (nAChR) forment une famille de
récepteurs multigéniques constitués de cing sous-unités organisées autour d'un axe de pseudo-
symétrie qui est le pore du canal. Ces récepteurs ont plusieurs fonctions spécifiques chez les
insectes. Compte tenu de leur importance fondamentale au sein du systéme nerveux central, ils
constituent une cible principale pour les insecticides néonicotinoides. Deux sous-types de récepteurs
nicotiniques neuronaux ont été identifiés dans le systeme nerveux en fonction de leur sensibilité ou
non a l'‘alpha-bungarotoxine (a-Bgt). Des études récentes montrent que les récepteurs sensibles a
l'a-Bgt seraient, notamment, impliqués dans la neurotransmission rapide, la régulation de la
plasticité cellulaire ainsi que dans les processus de mémorisation a long terme. Par ailleurs, des
récepteurs insensibles a I’a-Bgt mais sensibles a I’'a-conotoxine ImI ont été identifiés, suggérant des
sites de liaison différents pour ces deux toxines sur les nAChR d’insectes. La comparaison des
séquences des sous-unités des nAChR de mammiferes et d’insectes confirme la présence de sites de
liaison potentiels de différentes toxines sur les nAChR d’insectes. Les toxines animales demeurent
ainsi des outils fondamentaux pour la caractérisation des sous-types de récepteurs nicotiniques
neuronaux et aussi pour la mise en place de modéles d’étude des interactions ligand-récepteur. Cette
revue a pour objectif de montrer le réle des toxines dans I’étude des propriétés pharmacologiques et
fonctionnelles des nAChR d’insectes.

Toxins and identification of neuronal nicotinic acetylcholine receptor
subtypes in insects

Neuronal nicotinic acetylcholine receptors (nAChRs), a multigenic receptors’ family, are constituted of
five subunits organized around a pseudosymetric axis, the channel pore. These homomeric or
heteromeric pentamers play crucial physiological functions in the insect central nervous system. They
represent a major target for neonicotinoid insecticides. In the insect nervous system, two distinct
alpha-bungarotoxin (a-Bgt)-sensitive and -insensitive nAChRs have been identified. Recent studies
have demonstrated that the «a-Bgt-sensitive nAChRs participate in fast neurotransmission, in the
regulation of cellular plasticity, as well as in long term memory processes. Moreover, insect a-Bgt-
insensitive nAChRs subtypes but sensitive to a-conotoxin ImI have also been identified, suggesting
distinct toxin binding domains. In fact, subunit sequence comparison between mammals and insects
confirms that potential toxin binding sites exist on insect nAChRs. Consequently, animal toxins
remain fundamental tools to characterize neuronal nAChRs subtypes as well as to set ligand-receptor
interaction models. The aim of this review is to explore the interest of toxins in the study of
functional and pharmacological properties of insect nAChRs.

Keywords : Insect, acetylcholine, nicotinic receptor, toxins.

Introduction Les récepteurs nicotiniques sont constitués de

La transmission cholinergique au niveau de la jonction
neuromusculaire a été le tout premier modéle d’étude
de la transmission nerveuse. Au début des années 70,
Changeux et ses collaborateurs ont identifié le
récepteur in vitro grace a une toxine purifiée a partir du
venin d’un serpent « le Bungare »: I'a-bungarotoxine (o.-
Bgt) (Lee et Chang, 1966). L'a-Bgt bloque la réponse in
vivo de I'électroplaque a la carbamylcholine, un
agoniste des récepteurs nicotiniques (Changeux et al.,
1970). Ces résultats ont permis de purifier et d’étudier
la physico-chimie du récepteur nicotinique des Vertébrés
et de faire du récepteur de l'organe électrique de la
torpille, le prototype de la superfamille des récepteurs
canaux chimio-dépendants (Changeux, 1991).

protéines transmembranaires pentamériques, formant
un canal ionique a travers la membrane plasmique dont
I'ouverture est provoquée par la liaison a un ligand
endogéne, l'acétylcholine (ACh) ou par des substances
exogeénes comme la nicotine. La structure secondaire de
chaque sous-unité révéle une organisation commune.
Un large domaine amino-terminal (NH;) extracellulaire
porte les composants du site de liaison et la boucle
glycosylée « Cys-loop », indispensable au maintien de
la structure spatiale du récepteur (Karlin, 2002). Cette
partie amino-terminale est suivie de trois segments
transmembranaires (M1, M2 et M3), d’'un large domaine
intracellulaire trés variable et enfin d'un quatrieme
segment transmembranaire (M4) suivi d’un domaine
carboxy-terminal extracellulaire (COOH) (Figure 1).



56

Toxines et identification des sous-types de récepteurs nicotiniques neuronaux d’insectes

A Sous-unité

Domaine

transmembranaire

NH2

COOH

A

A

Site de liaison
a lacétylcholine

Boucle F

Boucle B BoucleE | o oufd

Boucle C Boucle D

Composant Composant
principal secondaire

Fig. 1. Le récepteur nicotinique. Schéma d'organisation du récepteur de I'ACh de type nicotinique vu de profil (A) et
de dessus (B). Les 5 sous-unités, qui composent le récepteur, sont organisées autour d'un axe pseudo-symétrique, le
pore du canal. Chaque sous-unité est composée de 4 domaines transmembranaires de M1 a M4, avec M2 qui participe a
la formation du canal (C). Les sous-unités qui possédent deux cystéines adjacentes au niveau de la partie amino-
terminale sont appelées des sous-unités a. Les autres sous-unités sont appelées des sous-unités B. Le site de liaison

de I'ACh est formé de deux sous-unités

I une sous-unité a et une sous-unité a ou B (D). La premiére porte le

composant principal du site de liaison formé des boucles A, B et C ; la seconde porte le composant secondaire formé des

boucles D, E et F.

Fig. 1. The nicotinic receptor. Scheme of nicotinic acetylcholine receptor organisation in sight of profile (A) and top
(B). The 5 subunits which compose nicotinic receptor are organized around a pseudosymetric axis called the central
pore. Each subunit consists of 4 transmembrane domains from M1 to M4, in which M2 participates in the channel
formation (C). The subunits which present two neighboring cysteins are called o subunits and the others subunits are
called B subunits. The acetylcholine binding site is composed of two subunits : an « subunit and an o or B subunit (D).
The first one carries the main constituent formed by loops A, B and C. The second carries the secondary constituent

formed by loops D, E and F.

La structure secondaire des sous-unités comporte
environ 9 hélices a et 17 feuillets B (Le Novere et al.,
1999). Ainsi, le segment amino-terminal extracellulaire
est constitué majoritairement de feuillets B, entourés
de deux hélices a. Les quatre segments
transmembranaires présentent des structures
secondaires irrégulieres, faites d’alternance de feuillets
B et d’hélices a. Le segment M1, par exemple, traverse
la membrane sous la forme de feuillets B, alors que le
segment M2 est constitué a 75% d’hélices a (Le Novére
et al., 1999). Les conséquences de cette organisation
en hélices a et feuillets B sur I'affinité des toxines sont
détaillées dans les paragraphes suivants.

Généralement, les toxines de serpents qui exercent
une action sur les récepteurs nicotiniques neuronaux au
niveau de la jonction neuromusculaire sont divisées en
deux catégories, les formes longues et les formes
courtes (Tsetlin et al., 2004). Les toxines de forme
courte présentent une chaine de 60-62 acides aminés
avec 4 ponts disulfure alors que celles de forme longue
posseédent 66-74 acides aminés et 5 ponts disulfure.
Les études de liaison par affinité ont montré que des
toxines comme l'a-Bgt ou l'a-cobratoxine se fixent sur
un site de liaison situé a l'interface entre deux sous-
unités (Mordvintsev et al., 2005) mais surtout qu’elles
sont sélectives de différents sous-types de récepteurs
de l'acétylcholine de type nicotinique (nAChR). Ainsi, a
I'instar des nAChR de Vertébrés, les toxines constituent
un outil pharmacologique fondamental pour la
caractérisation des sous-types de récepteurs
nicotiniques du systeme nerveux central (SNC)
d’insectes.

Réles physiologiques des récepteurs de
I’acétylcholine de type nicotinique
Les récepteurs de type nicotinique synaptiques

La neurotransmission excitatrice rapide au sein du SNC

d’'insectes, implique majoritairement I’ACh qui agit
principalement par lI'intermédiaire de nAChR. Chez les
insectes, aujourd’hui encore, peu de modeles
permettent d'étudier avec précision le mode de
fonctionnement d’'une synapse identifiée entre deux
neurones. C'est en partie grace a la mise au point de la
technique électro-physiologique dite de « oil-gap » sur
des fibres nerveuses isolées (Hue et Callec, 1990) qu’il
a été possible d’étudier la transmission chimique de
I'influx nerveux entre les nerfs cercaux et les
interneurones géants, en particulier du dernier ganglion
abdominal (A6) de la blatte Periplaneta americana
(Figure 2A). Au niveau de ces synapses, la libération
d’ACh déclenche un potentiel post-synaptique excitateur
(PPSE, Figure 2D). Dans ce cas, l'activation des nAChR
post-synaptiques, sensibles a [I'a-Bgt, produit un
courant ionique entrant qui implique les ions potassium
et sodium. Des structures synaptiques similaires, qui
permettent la transmission excitatrice, ont été
identifiées également au niveau du SNC de la mouche
du vinaigre, Drosophila melanogaster (Su et O’Dowd,
2003), d’Apis mellifera (Oleskevich, 1999), mais aussi
au niveau des ganglions thoraciques des criquets
Locusta migratoria et Schistocerca gregaria et du
papillon Manduca sexta (Trimmer et Weeks, 1989 ;
Benson, 1992). Dans ce dernier cas, les nAChR
impliqués sont insensibles a I'a-Bgt.

Les nAChR synaptiques sensibles a I'a-Bgt sont
également connus pour étre impliqués dans la
régulation de la plasticité cellulaire (Gu et al., 2006).
En effet, l'activation de ces récepteurs synaptiques,
situés sur les cellules de Kenyon de la drosophile,
induirait une entrée de calcium dans la cellule, via ces
récepteurs. Cet influx calcique serait suffisant pour
produire des changements au cours d’'un apprentissage
associatif. 1l est a noter que I'implication de ces nAChR
sensibles a I'a-Bgt dans les processus de mémorisation
et d’apprentissage a été confirmée par des travaux
récents de Gauthier et collaborateurs qui ont montré
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chez I'abeille que les nAChR sensibles a I'a-Bgt sont
impliqués dans la mémoire a long terme alors que ceux
insensibles a I'a-Bgt mais bloqués par la mécamylamine
le sont dans la mémoire a moyen terme (Dacher et al.,
2005 ; Gauthier et al., 2006).

Enfin, certaines structures nerveuses chez l'insecte

s’agit, par exemple, du motoneurone FETi (pour « Fast
Extensor Tibia ») a la jonction neuromusculaire du
criquet Locusta migratoria et des neurones de type
LFSHN (pour « Lateral Filiform Sensory Hair Neuron »)
des juvéniles de la blatte Periplaneta americana. Ces
nAChR dont le r6le physiologique n’a jamais été

déterminé de facon précise, seraient impliqués dans la

expriment des nAChR au niveau pré-synaptique. |1l

Les récepteurs nicotiniques neuronaux extra-

modulation de la libération d’ACh.

A

C:cerque;

— ~ IG :interneurone géant;
NC: nerf cercal;
X/\\ NS : neurone sensoriel.
G
Y
D

Présynaptique

Postsynaptique

VENTRAL

Localisation des récepteurs nicotiniques
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2:medula;

3 :lobula;

4 :tubercules optiques ;

5:lobes antennaires ;
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Ala6:ganglions abdominaux 136;Ce :cerveau;
G.s :ganglion sous-oesophagien; Th.1 4 2 :ganglions thoraciques 133

PA:potentiel d'action
PPSE: potentiel post-synapique excitateur

Fig. 2. Localisation des nAChRs dans le SNC des insectes. Le systeme cholinergique nicotinique est un systéme
excitateur impliqué dans la communication neuronale chez les insectes. Il est présent au niveau du cerveau et de la
chaine nerveuse ventrale (A, C). Dans le cerveau, les nAChR ont été localisés dans différentes parties spécifiques. Dans
le cas de l'abeille, ils se situent dans les couches externes de la lamina, entre la lamina et la medulla, dans la couche
externe de la medulla, en périphérie des lobes antennaires et dans les corps pédonculés (B). Chez la blatte, ils sont
également présents au niveau du dernier ganglion abdominal de la chaine nerveuse (C). Dans ce ganglion, il existe une
connexion synaptique entre les neurones sensoriels des cerques et les interneurones géants qui permettent le
cheminement du message nerveux (C). Dans ce cas, les nAChR sont impliqués dans la transmission synaptique rapide.
La libération d'ACh par le neurone sensoriel active les nAChR post-synaptiques de linterneurone géant. Une fois
activés, ceux-ci générent une dépolarisation de la membrane, i.e. un potentiel post-synaptique excitateur (PPSE),
permettant la transmission du message nerveux (D).

Fig. 2. Nicotinic receptors localization in the insect central nervous system. The nicotinic cholinergic system is
involved in the neuronal communication of insects. They are mainly localized in both brain and ganglia of the ventral
nerve cord (A, C). In the brain, nAChRs are localized in various specific parts. In the case of the bee brain, nAChRs are
situated in external layers of the lamina, in layers between the lamina and the medula, in external layer of the medula,
in periphery of antennal lobes and in mushroom bodies (B). In the cockroach central nervous system, nAChRs are
also present in the terminal abdominal ganglion of the ventral nerve cord (C). In this ganglion, they are involved in
fast synaptic transmission between hair sensory neurons and giant interneurons (C). The release of ACh from the pre-
synaptic endings activates post-synaptic nAChRs of giant interneurons, which thereby produces an excitatory post-
synaptic potential (EPSP) (D).

pour exprimer des nAChR présentant des

synaptiques

Les nAChR sont impliqués a la fois dans la transmission
synaptique rapide (nAChR synaptiques) et dans la
régulation de I'activité électrique somatique (NAChR
extra-synaptiques). En effet, des études électro-
pharmacologiques ont montré que les corps cellulaires
de différents neurones d’insectes (pourtant dépourvus
de contacts synaptiques) expriment des nAChR. Parmi
ces corps cellulaires, les motoneurones (comme, par
exemple, les motoneurones Df pour fast Depressor), les
inter-neurones géants et les cellules neurosécrétrices
octopaminergiques identifiées comme les neurones DUM
(pour Dorsal Unpaired Median), sont maintenant connus

pharmacologiques distincts, résistants ou sensibles a
I'a-Bgt et/ou a la kappa-bungarotoxine (x-Bgt) (Benson,
1992 ; David et Pitman, 1993 ; Tribut et al., 1994 ;
Courjaret et Lapied, 2001). D’autres corps cellulaires,
comme ceux des cellules de Kenyon localisés au niveau
des corps pédonculés de Il'abeille adulte (Goldberg et

al., 1999 ; Deglise et al., 2002 ; Wdustenberg et
Grinewald, 2004) ou au niveau de leurs Ilobes
antennaires (Barbara et al., 2008), expriment

également des nAChR (Figure 2B). Dans le cas des
corps cellulaires excitables comme les cellules
neurosécrétrices, certains nAChR pourraient étre
impliqués dans la mobilisation et la maturation des
produits de neurosécrétion via une modulation de
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I'activité électrique somatique. La fonction des nAChR,
dans le cas des neurones non excitables, est par contre
souvent ambigué. Cependant, dans certains cas (e.g.
les neurones du papillon de nuit Manduca sexta),
I'activation des nAChR permet l'augmentation de la
concentration intracellulaire en calcium. Le couplage de
ces nAChR a la production du GMPcyclique, via le
calcium intracellulaire, met en évidence un nouveau rdle
physiologique de ces récepteurs dans le contrble de
I’activation de certaines voies de signalisation
intracellulaire, telles que la production de monoxyde
d’azote, ou de celle de systemes enzymatiques
(guanylate cyclase, adénylate cyclase...) impliqués dans
la production de seconds messagers (GMPcyclique,
AMPcyclique, IP3/diacétyl-glycérol).

De plus, grace a [l'utilisation d’'agonistes et
d’antagonistes nicotiniques spécifiques dont les
toxines, il a été possible de révéler qu'un seul et méme
neurone peut exprimer plusieurs sous-types de nAChR
bien différenciés par des profils électro-
pharmacologiques et des mécanismes de régulations
intracellulaires spécifiques (Courjaret et Lapied, 2001 ;
Courjaret et al., 2003 ; Thany et al., 2007). C'est le
cas, en particulier, des neurones DUM de la blatte
Periplaneta americana, situés sur la ligne médio-dorsale
du dernier ganglion abdominal de la chaine nerveuse.
Ces cellules neurosécrétrices expriment deux types de
nAChR (nAChR1 et nAChR2) qui sont insensibles a l'a-
Bgt. L'utilisation d’'une toxine isolée du venin du cbne
Conus imperialis, I'a-conotoxine Iml (a-Iml), a permis
de mieux discriminer ces deux types de nAChR puisque
nAChR1 est insensible a I'a-Iml alors que nAChR2 est
inhibé par cette toxine (Courjaret et Lapied, 2001).

Enfin, certains corps cellulaires des neurones
d’insectes (Dictyopteres, Orthoptéres), comme les
motoneurones et les neurones DUM, présentent un type
particulier de nAChR, sensibles a l'a-Bgt et appelés
« mixte » du fait qu’ils sont sensibles a la fois aux
agonistes et antagonistes de types nicotiniques et
muscariniques (Lapied et al., 1990 ; Benson, 1992 ;
David et Pitman, 1993). L’activation de ces récepteurs
sensibles a I'a-Bgt et perméables au calcium (Grolleau
et al., 1996), interviendrait dans (i) le contréle des
processus de neurosécrétion et (ii) I’'homéostasie
calcique des neurones.

Diversité moléculaire des sous-unités de
récepteurs nicotiniques neuronaux
d’insectes

Identification et caractérisation des différentes sous-
unités des NnAChR d’insectes

Il faut souligner que si l'utilisation de toxines comme
I'a-Bgt, la x-Bgt ou l'a-Iml permet de déterminer
I’existence de différents sous-types de nAChR
neuronaux, l'identification de la composition en sous-
unités des nAChR d’insectes reste difficile. Dans la
continuité des travaux réalisés sur les récepteurs
nicotiniques neuronaux des Vertébrés, des études de
clonage ont permis d’identifier la premiére sous-unité
a dinsecte, sur la mouche du vinaigre Drosophila
melanogaster, appelée ARD ou AChR64B (Hermans-
Borgmeyer et al., 1986 ; Sawruk et al., 1986), suivie de
plusieurs autres (pour une revue, voir Thany et al.,
2007). Actuellement, plus d’'une soixantaine de sous-
unités sont identifiées et clonées chez le papillon de
nuit Manduca sexta (Eastham et al., 1998), le criquet
pelerin Locusta migratoria (Hermsen et al., 1998), le
puceron vert du pécher Myzus persicae (Sgard et al.,
1998 ; Huang et al., 1999), l'abeille Apis mellifera
(Thany et al., 2003, 2005 ; Jones et al., 2006), le
moustique Anopheles gambiae (Jones et al., 2005), le
ver de la farine Tribolium castaneum (Jones et Sattelle,
2007) et le ver a soie Bombyx mori (Shao et al., 2007).

Il faut également noter le séquencgage récent des
génomes de Drosophila melanogaster (Adams et al.,
2000), d’Apis mellifera (Honeybee Genome Sequencing
Consortium, 2006), d'Anopheles gambiae (Malaria
mosquito Anopheles Gambiae, Genome Sequencing
Consortium, 2002) et de Tribolium castaneum
(Tribolium Genome Sequencing Consortium, 2008) qui
permet d’envisager I'existence d’'une dizaine de genes
codant pour ces sous-unités chez chaque insecte.
Cependant, aucune étude n’a permis a ce jour de
déterminer la composition en sous-unités d’un récepteur
nicotinique d’insecte. Les travaux les plus pertinents
utilisent soit des récepteurs hétéromériques co-
exprimant des sous-unités a d’insectes avec des sous-
unités B de Vertébrés (Lansdell et Millar, 2000 ; Liu et
al., 2005, 2008 ; Raymond-Delpech et al., 2003), soit
des récepteurs chiméres (Lansdell et Millar, 2004). Dans
ce dernier cas et pour la premiére fois, il a été possible
de construire un récepteur fonctionnel a partir
uniquement de sous-unités d’insectes et de montrer
qu’un récepteur hétéromérique sensible a [I'a-Bgt
pouvait étre envisagé (Lansdell et Millar, 2004),
contrairement a l'idée précongue selon laquelle les
nAChR sensibles a cette toxine seraient homomériques.
Ces résultats suggéerent une complexité dans la
composition en sous-unités et également dans I'affinité
des nAChR d’insectes pour la plupart des ligands et les
toxines en particulier (Chamaon et al., 2000, 2002;
Lansdell et Millar, 2002).

Sites de liaison fonctionnels

Les acides aminés impliqués dans l'interaction entre le
récepteur et le ligand, au niveau des nAChR des
Vertébrés, ont été largement décrits pour certaines o-
conotoxines ainsi que pour I'a-Bgt et I'a-cobratoxine (a.-
CBX) (Dutertre et Lewis, 2004 ; Tsetlin et Hucho, 2004).
Les résidus d’acide aspartique en position 5 (D5), de
proline en position 6 (P6) et d’arginine en position 7
(R7) de I’ a-Iml, par exemple, forment des interactions
de type « Van der Waals » avec la tyrosine en position
193 (Y193) et le tryptophane en position 147 (W147)
situés dans les feuillets B au-dessus de la boucle C du
récepteur homomeérique o7 (Figure 3) (Terlau et Olivera,
2004). Par contre, pour l'a-Bgt et I'a-CBX, le résidu
Y193 associé a la phénylalanine en position 185 (F185)
et a la tyrosine en position 186 (Y186) est également
nécessaire a la fixation de ces deux toxines sur le
récepteur o7 (Tsetlin et Hucho, 2004). Par ailleurs, il
semble que de faibles variations de séquences, entre
les toxines d’'un méme animal, modifient le sous-type
de nAChR ciblé. Ainsi, selon la nature de I'acide aminé
en position 10 des a-conotoxines PnlA (a-PnlA) et PnIB
(a-PnIB), la liaison du ligand au récepteur s’effectue
soit avec l'acide aminé Y193 du récepteur a7 (c'est le
cas de I'a-PnIB), soit avec la proline en position 180
(P180) de la sous-unité a3 du récepteur a3p2 (cest le
cas de I'a-PnlA) (Dutertre et Lewis, 2004). Cependant,
I'asparagine en position 11 (N11) de [l'a-PnlA qui
s’associe a lisoleucine en position 186 (1186) de la
sous-unité a3, semble également jouer un réle
important dans la caractérisation pharmacologique des
récepteurs o7 et a3B2 (Dutertre et Lewis, 2004). De
méme, I'a-PIA, une toxine issue du cone Conus
purpuraceus, est capable de discriminer les récepteurs
hétéromériques a3B2 et a6p2 (Janes, 2005). Ainsi, les
variations d’'acides aminés au niveau des sites de
liaison formés par les différentes sous-unités qui
composent chaque sous-type de récepteurs permettent
de prédire le type de toxine qui, potentiellement, pourra
se lier a un sous-type donné de récepteurs.

Bien que la diversité des sous-unités de nAChR soit
trés importante chez les insectes, I’homologie de
séquences de pres de 50% indique une certaine
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conservation de motifs spécifiques entre les sous-unités
a3 et o7 des Vertébrés et leurs homologues chez les
insectes.

I'a7 humain, quatre sont conservés, les deux autres
étant substitués en un ou plusieurs acides aminés selon
I’espéce d’insecte. Par contre, parmi les trois résidus du

Ainsi, les résidus Y186, Y193, W147 et P180 sont site de liaison de l'a-PnlA sur la sous-unité o3
fortement conservés sur I'a7 et l'a3 de Drosophila humaine, deux sont substitués en K183R (substitution
me[anogaster' Anophe[es gambiae’ Tribolium de méme nature) et en 1186K ou I186E selon les

castaneum, Myzus persicae, Apis mellifera, Nasonia
vitripennis et Heliothis virescens. Dans la mesure ou
ces acides aminés sont des signatures d’interaction
entre une toxine et une sous-unité données, la liaison
des toxines aux nAChR d’insectes pourrait permettre
d’identifier les sous-unités concernées, lorsque les
résidus impliqués sont présents. En effet, sur six acides
aminés impliqués dans le site de liaison de I'a—PnlIB sur

a7 - o .

o7 Hsap

insectes.

Les sites de liaison des toxines de serpents a-BTX
et o-CBX, impliquant trois résidus identiques, sont
également conservés entre les sous-unités a7 humaines
et d’insecte, excepté la phénylalanine en position 185
substituée en un autre acide aminé aromatique, la
tyrosine.
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Fig. 3. Alignement des séquences protéiques partielles des domaines extracellulaires des sous-unités a3 et a7 de

nAChR humains (Hsap : Homo sapiens) et de sept espéces d’insectes (Agam : Anopheles gambiae, Amel
mellifera, Nvit : Nasonia vitripennis, Hvir : Heliothis virescens, Mper :
Drosophila melanogaster). Les rectangles A, B, C, D, E et F indiquent la position des boucles impliquées dans les

Dmel :

1 Apis
Myzus persicae, Tcas : Tribolium castaneum,

sites de liaison de 'ACh. Les résidus notés en gras, sur les séquences humaines, correspondent aux sites de liaison de
différentes toxines (bleu : a-Iml, orange : a-PnIB, vert : a-PnlA, rouge : a-Iml, encadrés en gris : a-bgt et
a-CBX). Certains résidus sont conservés d’une espece a l'autre pour une toxine donnée, d’autres sont substitués, en
un unique ou en plusieurs acides aminés, chez les insectes.

Fig. 3. Partial amino-acid sequence alignment of extra-cellular domains of nAChRs a3 and a7 subunits from human
(Hsap : Homo sapiens) and seven insect species (Agam :Anopheles gambiae, Amel : Apis mellifera, Nvit : Nasonia
vitripennis, Hvir : Heliothis virescens, Mper : Myzus persicae, Tcas : Tribolium castaneum, Dmel : Drosophila
melanogaster). A, B, C, D, E and F boxes underline the loops position involved in ACh binding site. Bold residues on

human sequences correspond to various toxins binding sites (blue : a-ImI, orange :
Some residues are well-conserved between species,

a-MII, grey boxes : a-bgt and a-CBX).
substituted for unique or several amino-acids in insects.

Perspectives

Comme dans le cas des Vertébrés, il est maintenant
évident que le SNC des insectes exprime une grande
diversité de nAChR qui se caractérisent par leurs
propriétés biophysiques et leurs profils électrophy-
siologiques et pharmacologiques. Ces différents types
de nAChR synaptiques et/ou extra-synaptiques, en

fonction de leurs localisations tissulaires, ont
également des rdles physiologiques spécifiques. Les
nAChR d’'insectes présentent en plus un intérét

particulier du point de vue phytosanitaire. En effet, ils
sont connus pour étre les cibles moléculaires d'une

a-PnIB, green : a-PnIA, red :
while others are

famille d’insecticides correspondant aux néonicotinoides
(Tomizawa et Casida, 2003). Il apparait donc clairement
que l'identification des sous-unités composant les
nAChR fonctionnels d’insectes est nécessaire a
I’établissement de molécules insecticides spécifiques.
C’est la raison pour laquelle l'utilisation de toxines, en
complément d’autres agents pharma-cologiques, peut
nous permettre d’élucider, en partie, les conformations
fonctionnelles des nAChR d’insectes.
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Introduction

Abstract

Nicotinic acetylcholine receptors (nAChR) are expressed on bronchial epithelial and Non Small Cell
Lung Cancer (NSCLC) cells and are involved in cell growth regulation. Nicotine (a classical nAChR
agonist) induced cell proliferation, whereas nAChR antagonists, i.e. d-tubocurarine or a-cobratoxin
(a-CbT), induced cell death. In the present study, we further explored the anti-tumour potential
mechanisms and activities of a-CbT. NOD/SCID mice were grafted orthotopically and treated with a-
CbT. a-CbT treatment (0.12 mg/kg) induced a strong reduction in tumour size (—90%) in comparison
with mice treated with the vehicle alone. Tumour inhibition was related to severe induction of
apoptosis. Moreover, neo-angiogenesis was strongly inhibited [reduction of cells positive to VEGF
(Vascular Endothelial Growth Factor) and CD31]. Also, these cells were unable to grow in soft-agar
and develop tumour, when re-injected into mice. The small interfering RNA—mediated silencing of the
a7-nAChR gene confirmed that a-CbT specifically inhibited the a7-nAChR—mediated survival pathway
in A549 cells. Furthermore the specificity of a-CbT is reinforced by the lack of effect of short chain
toxin (erabutoxin-a). Once more, the no effect of the low affinity R33E modified a-CbT strengthened
the specificity of this inhibition. Although a7-nAChR antagonists such as a-CbT are unlikely to be a
primary therapy, it may provide lead compounds for the design of clinically useful drugs.

Les toxines cholinergiques comme médicament potentiel du cancer du
poumon

Les récepteurs nicotiniques de I'acétylcholine (nAChR) sont exprimés dans les cellules épithéliales
bronchiques ainsi que dans les cellules pulmonaires cancéreuses non a petites cellules (NSCLC) ou ils
régulent la croissance cellulaire. La nicotine (agoniste des nAChR) induit la prolifération cellulaire
alors que des antagonistes comme la d-tubocurarine ou I'a-cobratoxine (@a-CbT) provoquent la mort
cellulaire. Dans cette étude, nous explorons les propriétés anti-tumorales potentielles de I’ a-CbT et
son mécanisme d’action. L'effet de I’a-CbT est examiné sur des souris NOD/SCID ayant subi une
greffe orthotopique. L’a-CbT a 0,12 mg/kg induit une forte réduction de la taille de la tumeur
(—90%) due a l'induction de mécanismes apoptotiques. De plus, la néo-angiogenése est fortement
réduite. Ces cellules traitées sont incapables de se multiplier et de provoquer I'apparition de
nouvelles tumeurs chez des souris transplantées. L’'action de I'a-CbT est médiée par son interaction
avec le récepteur nicotinique a7, comme le montrent des expériences d’interférence par I’ARN ou la
spécificité de I'action de cette toxine par rapport a une toxine courte de type érabutoxine ne
reconnaissant pas ce sous-type de récepteur. Bien que des antagonistes du récepteur a7 comme |’ a-
CbT ne soient vraisemblablement pas appelés a étre utilisés en thérapeutique, ils peuvent servir de
modele pour la conception de nouvelles molécules utiles dans le traitement de ces pathologies.

Keywords : Lung cancer, nicotinic receptor, a-cobratoxin.

such as cell motility,

responses to the cellular

It has been established that acetylcholine (ACh) is
widely synthesized by a variety of non-neuronal cell
types ; including airway epithelial cells (Reinheimer et
al., 1996 ; Zia et al., 1997 ; Maus et al., 1998 ; Sekhon
et al.,, 1999 ; Wang et al.,, 2001 ; Wessler and
Kirkpatrick, 2001 ; Song et al., 2003 ; West et al.,
2003 ; Proskocil et al., 2004 ; Racke and Matthiesen,
2004 ; Martinez-Moreno et al., 2006). The primary
functions of non-neuronal ACh might involve it in cell-
to-cell communication mediated by intracellular ion
dynamics, linked to the regulation of a number of events

environment, and apoptosis (Racke and Matthiesen,
2004 ; Trombino et al., 2004 ; Russo et al., 2006 ;
Egleton et al., 2008 ; Paleari et al., 2008 ; Song and
Spindel, 2008). Moreover, the discovery of functional
acetylcholine receptors (AChR) on lung epithelial cells
and lung tumours raises the question of whether
exposure to nicotine could also participate in lung
cancer pathogenesis by activating signal transduction
pathways such as the Akt pathway and/or overcome
apoptotic responses engendered by carcinogen
exposure (Trombino et al., 2004 ; Russo et al., 2006 ;
Egleton et al., 2008 ; Paleari et al., 2008 ; Song and
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Spindel, 2008). Our laboratory observations that
mesothelioma and NSCLC cells express functionally
nicotinic ACh receptors (nAChR) led to our previous
reports that NSCLC (Non Small Cell Lung Cancer) and
mesothelioma cells’ growth is under the control of
cholinergic system. Its agonist (ACh or nicotine) has a
proliferative effect whereas antagonists [d-tubocurarine
(d-TB) or snake’s long neurotoxin] have an inhibitory
effect (Cesario et al., 2004 ; Trombino et al., 2004 ;
Grozio et al., 2007 ; Catassi et al., 2008 ; Paleari et al.,
2008).

The a-neurotoxins (NT) are potent antagonists that
block nAChR and hence affect synaptic transmission
(Russo et al., 2006). The animal venom toxins
antagonists of AChR [i.e. bungarotoxin (BTX) from the
Bungarus multicinctus snake and conotoxins purified
from the venom of Conus marine snails] have previously
been used as molecular tools for the characterization of
neuronal nAChR in SCLC, NSCLC and mesothelioma cells
or for inhibiting nicotine-action. Recently, we have
shown that the a-NT a-cobratoxin, from Naja kaouthia
snake, at LDio concentration (0.12 mg/kg) displayed
impressive anti-tumour effects against well-established
A549 NSCLC orthotopic xenografts (Grozio et al., 2007).
Toxicology studies, including histopathology, clinical
chemistry, effects on clinical chemistry parameters and
on behavioural functionality, indicated the relative
safety of this agent at doses that are therapeutically
effective in mice (Grozio et al., 2007 ; Catassi et al.,
2008). Remarkably, in our previous studies, we have
shown that normal human proliferating T lymphocytes
and unaffected bronchial or mesothelial cells are spared
by a-CbT treatment (Grozio et al., 2007 ; Catassi et al.,
2008).

In the present study we further explored the
potential anti-tumour mechanisms and activities of
a-cobratoxin. Although we obtained significative
reduction of A549 tumours size when it was still well
implanted (Grozio et al., 2007), we can anticipate that
treatment of an established, large, and disseminated
tumour would unlikely be effective and that rational
therapy with agents inhibiting receptors-activities would
be most effective when applied early.

Materials and Methods
Cell culture and drugs

Human NSCLC cell line A549 (lung adenocarcinoma)
was obtained by our Institutional Cell Repository
(Genoa, ltaly). Before to be utilized in the experiments
A549 cells were analyzed by fingerprinting using 8
different and highly polymorphic STR loci (Powerplex
1.2) by DSMZ (the German National Resource Centre for
Biological Material Braunschweig GERMANY). The
analysis of the DNA pattern revealed that this cell line is
genetically identical to the cell line A549 deposited in
the DSMZ (ACC 107). Cells were grown in RPMI 1640
(Gibco BRL, Grand Island, NY) supplemented with 10%
non-heat inactivated foetal bovine serum (Gibco BRL,
Grand Island, NY). Cell counts were determined using a
Coulter Counter with Channelyzer attachment to
monitor cell size (Coulter Electronics, Hialeah, FL). Cell
membranes integrity was determined by Trypan blue
dye exclusion assay. a-CbT was obtained from Naja
kaouthia venom and 95% purified by HPLC. The
lyophilized powder is resuspended in PBS buffer + 0.1%
BSA in order to reach the appropriate concentrations.
The powder is stable several months when stored at
-20°C and the dilution solutions several weeks at 4°C.

In vivo orthotopic grafting

In vivo orthotopic grafting of human NSCLC cell line
A549 was performed as described (Grozio et al., 2007).

In situ TUNEL assay

In situ TUNEL assay was performed as recommended by
manufactures.

Transfection of human A549 cells and evaluation
of cytotoxicity

siRNA-a7 was designed and custom synthesized by
OriGene Technologies (Rockville, MD, USA). The target
sequences for the human a7-nAChR mRNA
(NM_000746) gene was 5'-GGACAGAUCACUAUUUACA-
3'. For transfection with siRNA, we followed the
standard protocol described in detail elsewhere by
Arredondo et al. (2005). Briefly, A549 cells were
seeded at a density of 5 x 10* cells per well of a 24-well
plate and incubated for 16—-24 h to achieve ~70%
confluence. To each well, increasing concentrations of
siRNA duplex in the transfection solution with the
TransIT-TKO transfection reagent (Mirus, Madison, WI,
USA) were added, and the transfection was continued
for 16h at 37°C in a humid, 5% CO. incubator. On the
next day, the transfection medium was replaced by
RPMI 1640 and the cells were incubated for 72h to
achieve maximum inhibition of the receptor protein
expression, as experimentally determined by Western
blot at different time points after transfection. The
clone that did not express a7-nAChR protein was used
in MTS experiments (cytotoxicity). The MTS assay was
performed as described (Trombino et al., 2004). Cells
were exposed to different concentrations of a-CbT for
72 h (continuous treatment).

Cell Proliferation Assays

NSCLC cells in primary culture were obtained by
enzymatic digestion of freshly human surgical biopsies,
as described (Trombino et al., 2004). Cell proliferation
in semisolid medium was performed as described
(Trombino et al., 2004). Apoptosis was detected using
Hoechst 33342 and DAPI staining.

Results

Anti-tumour
mouse model

activity in orthotopically grafted

To determine whether a-CbT inhibits tumour growth,
A549 cells were grafted orthotopically in NOD/SCID
mice. Mice received three treatment a week (every 48h)
for two months of 0.12 mg/kg a-CbT administered i.v.,
starting 48 h after orthotopically cell implantation ; one
day was allowed to recover mice from surgery. We
already shown that these schedules of treatment are
not toxic and well tolerated (Catassi et al., 2008).

The tumour masses remain confined to the chest,
no metastases were observed outside the chest cavity,
as detected by macroscopic and microscopic findings
(Figure 1). The median weight of tumour masses was
2216.0 mg [25% percentile = 1375.0 mg ; 75%
percentile = 3033.0]. Tumour growth inhibition was
evident in mice treated with a-CbT 0.12 mg/kg, thus
the median weight of tumour masses was 18.0 mg
[25% percentile = 11.6 mg ; 75% percentile = 56]. As
a result a-CbT, at 0.12 mg/kg, induced a —99%
reduction in tumour size in comparison with mice
treated with the vehicle alone (Figure 1).
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Hematoxylin and eosin (H&E) staining revealed large
necrotic area inside the tumours (Figure 2, panel A) and
TUNEL assay induction of in situ apoptosis (Figure 2,
panel A) in tumours obtained by treated animals. In this
model the number of cells positive to VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor ; Figure 2, panels A and B) or
CD31 (Figure 2, panels A and C) decreased in a-CbT
0.12 mg/kg treated mice.
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Fig. 1. |Inhibition of tumour growth. Representative

NOD/SCID mice grafted orthotopically with A549 cells. Chest
X-rays view of the mice. Arrows, tumour and macroscopic
view of single tumour. The effects of a-CbT on tumour
growth was reported on graph Columns, mean ; bars, SE,
p < 0.002 relative to control according to the Student’s t test
(two-tailed), and the non-parametric Mann-Whitney U test.

Fig. 1 Inhibition de la croissance tumorale chez des souris
greffées aprés traitement a I'a-CbT visualisée par
radiographie pulmonaire et mesure de la masse de la tumeur.

The growth efficiency of cells, recovered after
enzymatic digestion of tumours obtained by treated
mice, was reduced by 92%. Consequently, when 6 mice
were grafted orthotopically with these cells no tumours
developed.

Specificity of a-CbT in inhibiting tumour
development

In order to check the specificity of this inhibition, we
measured the effect on survival in mice orthotopically
grafted with A549 cells treated with (1) recombinant-a-
CbT (ra-CbT) produced in E. coli, (2) a mutated a-CbT
(CbT-R33E), that has been previously identified for its
huge lost of interaction on a7-receptor as compared to
wild-type a-CbT (Antil-Delbeke et al., 2000 ; Michalet et
al., 2000 ; Fruchart-Gaillard et al., 2002, 2006). The ra-
CbT is chemically, functionally and structurally
indistinguishable from the venom toxin and is produced
with a yield of approximately 1.2 mg/L of culture (Antil-
Delbeke et al., 2000 ; Fruchart-Gaillard et al., 2002).
The use of ra-CbT avoids any problems of conflicting
results due to contamination of “purified” drug with
residual that can have very similar molecular mass, as
in the case of k-bungarotoxin in “purified” a-
bungarotoxin (Sher et al., 2000). Animals treated with
ra-CbT at 0.12 mg/kg survived longer (median survival

time 120.50 days) than mice treated with the vehicle
alone (median survival time 65.50 days ; Figure 3).

This experiment supported the hypothesis that the
anti-tumour activity is related specifically to a-CbT and
not to some unknown substances present on the
purified natural toxin. Notably the median survival time
of mice treated with mutated a-CbT was 61.50 days,
lesser than in the group received the vehicle alone
(Figure 3).
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Fig.2. (Panel A) Orthotopic tumours (on the Ilung)
harvested at autopsy were processed for in situ induction of
apoptosis evaluated by TUNEL assay. Columns, mean ; bars,
SE, p < 0.002 relative to control according to the Student’s
t test (two-tailed). (Panel B) In situ evaluation of VEGF
positive cells. Orthotopic tumours (on the lung) harvested at
autopsy were processed for immunostaining using anti-VEGF
(Santa Cruz Biotechnology) antibodies and appropriate
peroxidase-conjugated anti-rabbit 1gG second antibody. The
slides were examined in a bright-field microscope. Columns,
mean ; bars, SE, p <0.002 relative to control according to
the Student’s t test (two-tailed). (Panel C) In situ evaluation
of CD31 positive cells. The slides were examined in a bright-
field microscope. Columns, mean ; bars, SE, p < 0.002
relative to control according to the Student’s t test (two-
tailed). Magnification : x 20 objectives.

Fig. 2. Evaluation in situ des propriétés pro-apoptotiques (A)
et d’'inhibition du taux de VEGF (B) et de CD31 (C) du
traitement a I’ a-CbT.

These data strongly support the hypothesis that
inhibition of a7-nAChR by a-CbT induced tumour
regression.

Effect of a-CbT on small interfering RNA—mediated
silencing of a7-nAChR in A549 cells

We next determined whether a-CbT-induced cell death
occurs exclusively through the a7-nAChR pathway by
taking advantage of siRNA technique. A549 cells were
transfected with a7-nAChR-siRNA. When A549-si-
mMRNA (a7-nAChR) were exposed to a-CbT FITC-
conjugated no binding was observed under fluorescence
microscopy (Figure 4, panel A) in comparison with
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parental A549 cells. No expression of a7-nAChR protein
was detected in A549-si-mRNA (a7-nAChR ; Figure 4,
panel B). Next, we determined the effect of treatment of
different concentrations of a-CbT for 72 h on the growth
of A549-silenced cells. As shown in Figure 4 (panel C),
treatment of cells with a-CbT did not cause any cell
death in A549-silenced cells compared with parental-
positive cells where cell death was evident.
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Fig. 3. Median survival time. A549 cells grafted orthotopically
NOD/SCID in mice were treated with vehicle alone (12
animals), Recombinant-a-CbT (9 animals) or Mutated-a-CbT
(6 animals) 0.12 mg/kg. Kaplan-Meier curves showing
survival comparison between control and drug-treated mice.
The curves indicate a significant difference in survival time for
Recombinant-a-CbT treated mice versus vehicle alone treated
mice (p < 0.002). p > 0.05 for Mutated-a-CbT treated mice
versus vehicle alone treated mice (p < 0.002).

Fig. 3. Durée de vie moyenne des souris greffées en
I'absence de traitement ou aprés traitement avec r-a-CbT
sauvage ou mutée.

To strengthen our argument that a-CbT-induced cell
death apoptosis of A549 cells is mediated through a7-
NAChR we next determined the effect of a-CbT on the
viability of mongoose cells. Thus, as already reported
(Keller et al., 1995), sequences of the a-subunits of the
nAChR from mongoose contain several differences in the
region between amino acids 183 and 200 ; consequently
this species reveals resistance to the snake a-toxins.
The MTS assay, performed after 72h of continuous
incubation with different concentrations of a-CbT, did
not reveal any induction of cytotoxicity on A.P. cells.

In conclusion, all data tend to support the notion
that a-CbT affects the growth of A549 cells by
interacting specifically with a7-nAChR.

Discussion

Intense research efforts in translational oncology over
the last decade have provided significant insights into
the molecular basis of carcinogenesis and biologic
behaviour of human cancers. In their synthesis of cancer
biology, Hanahan and Weinberg (2000) listed six
hallmarks of cancer, namely (1) self-sufficiency in
growth signals ; (2) insensitivity to antigrowth signals;
(2) evading apoptosis ; (3) limitless replicative
potential ; (4) sustained angiogenesis and (5) tissue
invasion and metastasis. More than 500 molecular
targeted therapy products are currently being
developed, covering the entire range of those six
hallmarks. NSCLC cells demonstrate great molecular
heterogeneity in which several pathways are

simultaneously active leading to tumorigenesis. Thus,
novel agents targeting specific pathways associated
with apoptosis, cell proliferation, angiogenesis and
other mechanisms have to be emerged as a separate
and unique therapeutic class delivering promising
results in NSCLC (Dy and Adjei, 2002 ; Besse et al.,
2007). The recent discovery of the correlation between
EGFR mutations and response to EGFR TKI therapy in
NSCLC has demonstrated that molecular typing of
tumours to guide therapy selection for lung cancer is
possible (Sun et al., 2007).
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Fig. 4. Specific role of a7-nAChR. (Panel A)

Fluorescence microscope image of parental A549 or
A549-si-mRNA (a7-nAChR) transfected cells incubated
with a-CbT-FITC. (Panel B) Expression of a7-nAChR
protein levels. (Panel C) MTS assay. Cells were
incubated with different concentrations of a-CbT over 72
h. Data are expressed as a mean =+ SE. The statistical
significance was : A549 versus (vs.) A549-si-mRNA (a7-
NAChR) cells p = 0.0313 (Student’s t test, two tailed)
and p = 0.0317 (Mann-Whitney non parametric U test,
two tailed) ; A549 vs. A.P. cells, p = 0.0187 and p =
0.0159, respectively ; A549-si-mRNA (a7-nAChR) vs.
A.P. cells p = 0.3056 and p = 0.4206.

Fig. 4. Implication du sous-type a7 de nAChR dans
I'effet du traitement a [I’a-CbT. Microscopie de
fluorescence (A), western-blot (B) et taux de
prolifération (C) des cellules A549 sauvages et traitées
avec un RNA interférant anti-a7.

The results of this study showed that a-CbT, a
potent high affinity a7-nAChR inhibitor, induces tumor
growth inhibition in a NOD/SCID mouse orthotopically
transplanted. The prolonged survival of a-CbT-treated
animals in our mouse model of NSCLC is most likely the
result of multiple mechanisms, including anti-
proliferative and anti-angiogenic effects. Thus,
reductions in primary tumor size are associated not only
with the inhibition a7-nAChR pathway and induction of
apoptosis but also with the lowering of various
angiogenic factors such as VEGF and CD31. The small
interfering RNA—mediated silencing of the (a7-nAChR)
gene confirmed that a-CbT specifically inhibited the a7-
nAChR—mediated survival pathway in A549 cells.
Furthermore, the specificity of a-CbT is reinforced by
the lack of effect of short chain toxin (i.e. erabutoxin-
a). Once more, the no effect of the mutated toxin
strengthened the specificity of this inhibition. In earlier
study we have shown that : (1) a-CbT impaired the
growth of different NSCLC cell lines (SK-MES, NCI-
H1650) and of 10 primary cell cultures obtained by
biopsies of human NSCLC (2 adenocarcinoma and 8
squamous carcinoma), as well as of mesothelioma cells
(Catassi et al., 2008 ; Paleari et al., 2008) ; (2) a-CbT
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reduced the in vivo growth of A549 cells already well
implanted in lung mice (Grozio et al., 2007) ; 3) a
short treatment with a-CbT substantially blocked the
effects of nicotine induced A549 tumour growth in mice
(Paleari et al., 2008) ; (4) a-CbT did not affect the
growth of two primary cell cultures of unaffected human
bronchoalveolar cells (immuno-histologically assessed)
as well as (5) of human proliferating human normal
proliferating T lymphocytes (Grozio et al., 2007 ; Catassi
et al., 2008) ; (6) a-CbT administration, at therapeutical
concentrations, is well tolerated by mice (Grozio et al.,
2007 ; Catassi et al., 2008).

All data support the hypothesis that a7-nAChR play
an important role in lung cancer promotion/proliferation
and that their inhibition via specific high affinity
inhibitor, such as in the case of a-CbT, can induce
tumor regression.
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Résumé

Dans ce travail, nous avons identifié la présence d’au moins un agoniste spécifiqgue des récepteurs
cholinergiques dans la fraction BotM1 du venin du scorpion Buthus occitanus tunetanus. L’application de
BotM1 au niveau de la jonction neuromusculaire induit la contraction du muscle gastrocnémien chez la
grenouille Rana esculenta. Sur des myotubes en culture de rats nouveau-nés, nous avons visualisé par
microscopie confocale des vagues calciques en présence de BotM1. Le blocage des récepteurs de la
ryanodine (RyR) ou de ceux de linositol 1,4,5 triphosphate (RIP3) inhibe I'effet de BotM1. Afin
d’identifier les protéines impliquées dans cet effet, plusieurs inhibiteurs (utilisés séparément) bloquent
'augmentation de la concentration intracellulaire de Ca?" induite par BotM1. En patch-clamp, BotM1
dépolarise la membrane de la cellule musculaire d’'une maniére comparable a I'acétylcholine et cette
dépolarisation est bloquée en grande partie en présence d’a-bungarotoxine. La perfusion du cceur isolé
de rat adulte par BotM1 diminue d’'une maniére significative I'amplitude et la fréquence de la tension
cardiaque. Sur les cardiomyocytes, BotM1 diminue I'amplitude de la dépolarisation induite par une
augmentation de la concentration externe de KCI. Dans les conditions de patch-clamp, BotM1 réduit
d’'une maniére significative le courant Ca®* de type L et cette inhibition n’est pas observée en présence
d’atropine. Aprés phosphorylation des canaux Ca®", nous avons observé que le blocage de la protéine
membranaire Gai empéche l'inhibition enregistrée préalablement en présence de BotM1.

Agonizing cholinergic activity induced by a non toxic fraction of Buthus
occitanus tunetanus venom

In the present work, we highlighted the presence of at least a specific agonist of cholinergic receptors in
the BotM1 fraction of the scorpion Buthus occitanus tunetanus venom. The application of BotM1 at the
neuromuscular junction induces the contraction of the frog (Rana esculenta) gastrocnemius muscle. In
rat newborn cultured myotubes, we visualized by confocal microscopy Ca®" waves after BotM1
application. The blocking of ryanodine (RyR) or inositol 1,4,5 triphosphate (RIP3) receptors inhibits
BotM1 effect. To identify the proteins involved in this effect, several inhibitors (used separately) prevent
the BotM1-induced increase in intracellular Ca®* concentration. Patch-clamp experiments show that
BotM1 depolarizes muscle cell membrane in a way similar to acetylcholine, and this depolarization is
greatly inhibited in the presence of a-bungarotoxin. Perfusing the adult rat heart with BotM1 significantly
decreases tension amplitude and rate. On cardiomyocytes, BotM1 decreases the amplitude of the
depolarization induced by increasing the external KClI concentration. Under patch-clamp conditions,
BotM1 significantly reduces L-type Ca?" current, and this inhibition is not observed in the presence of
atropine. After Ca®" channel phosphorylation, blocking the membrane Gai-protein prevents the inhibition
recorded previously in the presence of BotM1.

Keywords : Scorpion venom, calcium transient, nicotinic acetylcholine receptors, L-type calcium current,
rat heart, muscarinic acetylcholine receptors.

Introduction

La voie cholinergique joue un rbéle essentiel dans la
propagation de I'influx nerveux au niveau des systemes
nerveux central et périphérique, incluant la jonction
neuromusculaire et le systéme parasympathique. Les
récepteurs cholinergiques (nAChR, pour les récepteurs
nicotiniques de [Il'acétylcholine et mAChR, pour les
récepteurs muscariniques de [I'acétylcholine) ont Ila
propriété d'étre reconnus par des alcaloides d’origine
animale ou végétale, mais surtout par des toxines
animales (issues des venins de serpents ou de scorpions
par exemple). Nous présenterons les résultats d'une

étude physiologique qui a permis de mettre en évidence
la présence d’au moins un agoniste cholinergique dans
une fraction non toxique du venin du scorpion Buthus
occitanus tunetanus. La fonction contractile du muscle
squelettique et/ou cardiaque est tributaire du maintien de
I’'homéostasie calcique dans la cellule. De nombreuses
toxines de scorpions sont capables de modifier cette
fonction. Ainsi, Silveira et al. (1991) ont montré que le
venin de Tityus serrulatus, appliqué sur le cceur de
cobaye, modifie la force et la fréquence de la contraction
en stimulant la libération de [Il'acétylcholine et des
catécholamines. La toxine a-like, BmK1, extraite du venin
de Buthus martensi Karsch modifie I'activité électrique et
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mécanique du cceur isolé de rat adulte, en agissant par
une autre voie impliguant les canaux Na* dépendants du
potentiel (Sun et al., 2003). D’autres toxines, comme les
impératoxines IpTx, et IpTx; du venin du scorpion
Pandinus imperator présentent respectivement un effet
activateur et inhibiteur de la fixation de la ryanodine sur
son récepteur au niveau du cardiomyocyte et sur les
récepteurs squelettiques et cardiaques exprimés dans des
vésicules lipidiques (Valdivia et al., 1992 ; El-Hayek et
al., 1995). D’'autres peptides, proches des impératoxines
et identifiés dans les venins de Scorpio maurus
(maurocalcine ; Fajloun et al., 2000 ; Chen et al., 2003)
et de Buthotus judaicus (BjTx-1 et 2 ; Zhu et al., 2004),
sont responsables de la stimulation de la libération de
Ca®" a partir du réticulum sarcoplasmique en favorisant,
grace a leur fixation, I'état ouvert des récepteurs de la
ryanodine (RyR). Si les récepteurs de la ryanodine sont
considérés comme étant une composante principale dans
le mécanisme du couplage « excitation-contraction »,
alors I'activation des récepteurs nicotiniques
déclencherait la cascade des événements impliqués dans
ce mécanisme. Rares sont les molécules naturelles
capables d’activer les récepteurs cholinergiques. Dans le
venin de Buthus occitanus tunetanus, la fraction toxique
la plus étudiée, BotG50, renferme des toxines actives sur
les canaux Na* et K*. La fraction BotM1 est la premiére
fraction éluée par filtration du venin de Buthus occitanus
tunetanus sur une colonne sephadex G-50. Elle renferme
majoritairement des protéines de haut poids moléculaire
et ne présente pas de toxicité aprés son injection
intracérébroventriculaire chez la souris. Elle possede la
particularité d’activer la lipolyse hormono-sensible grace
a son interaction avec les récepteurs b-adrénergiques des
adipocytes de rats (Drira-Chaabane et al., 1996) via deux
protéines, LVP1 et LVP2 (Lipolysis activating VYenom
Protein ; Soudani et al., 2005).

Dans un premier temps, nous avons voulu savoir si
BotM1 était capable d’agir sur la contraction musculaire,
en étudiant son action sur le muscle squelettique de
grenouille (Rana esculenta) et sur le coeur de rat adulte.
Puis, nous avons étudié son effet sur I’'homéostasie
calcique dans les myotubes en culture de rats nouveau-
nés et dans les cardiomyocytes fraichement dissociés de
rat adulte.

Effet de BotM1 sur la contraction des
muscles squelettique et cardiaque

Nous avons recouru a l'utilisation de deux modeéles
différents d'organes isolés, le muscle squelettique
(muscle gastrocnémien isolé de grenouille) et le muscle
cardiaque (cceur isolé de rat adulte) afin d'avoir une idée
générale sur l'effet global de BotM1l sur la contraction
musculaire squelettique et cardiaque.

Une étude préliminaire a été menée sur la préparation
nerf sciatique-muscle gastrocnémien de grenouille (Rana
esculenta). Les variations de tension du muscle ont été
enregistrées au cours du temps dans les conditions
isotoniques, les substances pharmacologiques étant
déposées au niveau de la jonction entre le nerf et le
muscle. L’acétylcholine (ACh ; 10 nM) entraine, aprés
généralement 1 a 3 min, des contractions musculaires
plus ou moins isolées et assez bréves. Ces premiers
résultats ont été considérés comme un témoin positif de
la fonctionnalité de la jonction (Figure 1A). Apres lavage
de la préparation, I'application de BotM1 (20 ng/mL)
provoque des réponses mécaniques similaires, bien que
plus longues (de type tétanique), a celles observées en
présence d’ACh (Figure 1B). Ces observations
préliminaires suggeéerent fortement que BotM1l, comme

I'acétylcholine, est capable de provoquer des contractions
musculaires en agissant sur l'une des protéines
impliguées dans la cascade d'événements du couplage
« excitation-contraction ».
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Fig. 1. Effet de la fraction non toxique du venin de Buthus
occitanus tunetanus, BotM1, sur la tension du muscle
gastrocnémien de grenouille (Rana esculenta). (A) L’ACh (10 niM)
provoque des contractions musculaires isolées de 50 a 200 mN.
(B) Un effet similaire (de I'ordre de 100 mN), mais plus durable,
est observé apres I'application de BotM1 (20 ng/mL).

Fig. 1. Effect of the non-toxic venom fraction of Buthus occitanus
tunetanus, BotM1, on the muscle tension of frog (Rana esculenta)
gastrocnemius muscle. (A) ACh (10 nM) induces isolated muscle
contractile responses of 50 to 200 mN amplitude). (B) A similar,
but long-lasting, response was observed after application of BotM1
(20 ng/mL).

Paralléelement, une étude préliminaire sur le cceur
isolé de rat adulte, perfusé selon la technique de
Langendorff, a montré que BotM1 (10 ng/mL) diminue
d’'une maniére assez rapide I'amplitude de la tension,
I’état stationnaire étant atteint apres environ 1 min. De
plus, une diminution progressive de la fréquence a été
observée, I'état stationnaire étant atteint aprés environ 5
min (Cheikh et al., 2006).

Etude de I'effet de BotM1 sur la
concentration intracellulaire de Ca?*

La microscopie confocale a été utilisée pour étudier le
mode d'action de BotM1 sur le muscle squelettique, en
utilisant comme modeéle cellulaire les myotubes en culture
de rats nouveau-nés, et sur le muscle cardiaque, en
choisissant comme modeéle les cardiomyocytes de rat
adulte. Différentes doses de BotM1 (2 & 30 ng/mL) ont
été appliquées sur des myotubes en culture de rats
nouveau-nés. Les résultats obtenus montrent que
I'application de BotM1 provoque une augmentation de
I'intensité de fluorescence dans les myotubes au repos
(Figure 2), effet réversible et indépendant de la dose de
fraction utilisée. Il est a souligner qu’une variation de
fluorescence reflete les changements de la concentration
intracellulaire de Ca?*.

Au niveau des cardiomyocytes, la réponse contractile
a été provoquée par une dépolarisation produite par une
augmentation de la concentration externe de KCI (100
mM). Dans ces conditions, BotM1 (10 ng/mL) n’a aucun
effet sur le niveau de Ca?" de base mais réduit de 19,03
+ 3,9% (p < 0,01, n = 3 cellules) la dépolarisation
produite par 100 mM de KCI (Cheikh et al., 2006).
Sachant que, lors du mécanisme de couplage
« excitation-contraction », les canaux Ca®" dépendants
du potentiel sont responsables du déclenchement de la
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libération du Ca®' a partir des réserves intracellulaires,
les résultats obtenus indiquent que BotM1l pourrait
affecter l'influx de Ca®" & travers ces canaux.
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Fig. 2. Effet de BotM1 sur la concentration de Ca®" dans les
myotubes. (En haut) Visualisation de I'effet de BotM1 (30 ng/mL)
par microscopie confocale sur le Ca®* dans les myotubes chargés
préalablement par la sonde fluorescente Fluo-4/AM (6 nM). La
fréquence d’acquisition des images était de 1 image toutes les 300
ms. (En bas) Représentation des tracés correspondants a
I'intensité moyenne de la fluorescence, en unité arbitraire (U.A.),
mesurée au niveau des régions Roil et Roi2.
Fig. 2. BotM1 effect on Ca®* concentration in myotubes. (Upper)
Visualization of BotM1 effect (30 ng/mL), using confocal
microscopy, in myotubes previously loaded with the fluorescent
dye Fluo-4/AM (6 nmM). The acquisition frequency of images was
one image every 300 ms. (Lower) Representation of the mean
fluorescence intensity, in arbitrary unit (U.A.), measured in the cell
areas Roil and Roi2.

Origine de 'augmentation de la
concentration intracellulaire de Ca®*
induite par BotM1 dans les myotubes

Dans la cellule musculaire squelettique, I'augmentation
de la concentration de Ca®" dans le cytosol ([Ca®'])) peut
s’expliquer soit par une entrée d’ions dans la cellule a
travers les canaux Ca®* de type L, soit par sa libération a
partir des réserves intracellulaires, essentiellement le
réticulum sarcoplasmique, a travers les récepteurs de la
ryanodine (RyR) ou ceux de l'inositol 1,4,5 triphosphate
(RIP3). D'apres la Figure 3A, I'application de BotM1 seule
(10 mg/mL, T = 50 s) provoque une augmentation
transitoire de la [Ca®']; L'incubation des cellules en
présence de ryanodine (5 mM), un bloqueur des RyR dans
I'état ouvert, est responsable de ['‘augmentation du
niveau de Ca®" de base. Une deuxiéme application de
BotM1 a la méme dose en présence de ce bloqueur (T =
2000 s) n'induit pas I'augmentation transitoire de [Ca®'];
enregistrée au départ (T = 50 s).

D’autres expériences ont été réalisées en présence de
2-APB (2-aminoéthyl diphénylborate), introduit par
Maruyama et al. (1997) comme étant un antagoniste des
RIP3. Une fois appliqué sur les myotubes, le 2-APB est
capable de générer des vagues calciques durant
approximativement 2 min (Figure 3B). Ensuite, les
cellules récupérent leur état de repos. Une application
simultanée de BotM1l et de 2-APB reproduit le méme
effet que I'application de 2-APB seul. Cependant, la seule
application de BotM1, aprés la perfusion de 2-APB, n'a
aucun effet sur le Ca®".

Dans la cellule musculaire squelettique, I'activation

des nAChR affecte le potentiel membranaire en
produisant une variation locale de ce dernier. Cette
variation, lorsqu’elle atteint un certain seuil, se

transforme en potentiel d'action, ce qui in fine produit la
contraction musculaire. Afin de confirmer les résultats
précédents et de savoir si les NAChR sont impliqués dans

l'augmentation de la [Ca®'];, nous avons étudié I'effet de
BotM1 sur le potentiel membranaire des myotubes. Dans
les conditions physiologiques, le potentiel de repos est
maintenu principalement par la répartition inégale des
ions K* de part et d'autre de la membrane selon deux
mécanismes majeurs, les canaux sélectifs au K* et la
pompe ATPasique Na*/K™.
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Fig. 3. Implication des réserves intracellulaires dans
'augmentation de [Ca®*]; produite par BotM1 dans les myotubes.
(A) et (B) BotM1 a été brievement appliquée sur les myotubes.
(A) Les cellules ont été ensuite incubées en présence de ryanodine
(5 nM, 30 min) ou (B) de 2-APB (50 nM, 30 min). Dans les deux
conditions, I'effet de BotM1 sur la [Ca®']; est inhibé. Roi: région
d'intérét dans la cellule. Bg: Région témoin hors de la cellule.

Fig. 3. Involvement of intracellular stores in [Ca®?']; increase
induced by BotM1 in myotubes. (A) and (B) BotM1 was briefly
applied on myotubes. (A) Cells were then incubated with
ryanodine (5 nM, 30 min) or (B) with 2-APB (50 nM, 30 min).
Under both conditions, the effect of BotM1 on [Ca®*]; is inhibited.
Roi: specific area in the cell. Bg: control area outside the cell.

Nous avons eu recours a la technique de patch-clamp
en configuration « cellule entiére » et en mode « courant
imposé » pour mesurer la variation du potentiel
membranaire aprés I'application de BotM1. Les résultats
obtenus montrent que BotM1 produit un déplacement
positif du potentiel membranaire (de -60 mV a environ
-10 mV). Apres lavage de la fraction, le potentiel revient
en général a sa valeur initiale (i.e. -60 mV) et les cellules
sont de nouveau capables, bien que plus faiblement, de
répondre a une deuxiéme stimulation par BotM1 (Figure
4 ; n = 4). Ces résultats confirment le réle dépolarisant
de BotM1. L’incubation des cellules en présence d'a-
bungarotoxine bloque 90% de la dépolarisation
provoquée par BotM1, le lavage de la toxine permettant
une récupération d’environ 70% de I'effet dépolarisant
enregistré au départ (Figure 4).

Effet de BotM1 sur les cardiomyocytes
ventriculaires

Le flux de Ca®" a travers les canaux Ca®' de type L est
connu pour étre responsable de la contraction du
cardiomyocyte. Nous avons donc étudié I'effet de BotM1
sur le courant Ca®* de type L (lca). La comparaison des
tracés correspondant a lca, Obtenus dans les conditions
contrdle et en présence de BotM1 (1 ng/mL), montre que
la fraction produit une diminution de lca quelle que soit
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la valeur de potentiel appliquée. Cette diminution est
d'environ 50%, I'état stationnaire étant atteint aprés
environ 5 min de perfusion avec BotM1 (Figure 5).

nBoth1, 10 pgiml Bot1  «BgTX, Bothi! +o-BgTx  Bothil
l‘¢‘lwwl‘ l;
o \ \ | |
_20 4
-30 4
40 4
-50 «

B0 4

Potentiel membranaire (mV)

-70

a 200 600 800 100012001400
Temps (s)

Fig. 4. Effet de BotM1 sur le potentiel membranaire des
myotubes. Tracé traduisant la variation du potentiel membranaire
d'un myotube en fonction du temps, enregistré par la technique de
patch-clamp en configuration « cellule entiére ». Une premiéere
application de BotM1 (10 mg/mL) dépolarise, de facon réversible,
la membrane d’environ 45 mV et une seconde d’environ 20 mV.
L'a-bungarotoxine (@-BgTx, 10 nM pendant 1 a 2 min) bloque, en
grande partie et de facon réversible, I'effet dépolarisant de BotM1.
Fig. 4. BotM1 effect on the membrane potential of myotubes. The
variation of membrane potential of one myotube was recorded as
a function of time, using the patch-clamp technique in the “whole
cell” configuration. A first BotM1 application (10 mg/mL) reversibly
depolarizes the membrane of about 45 mV, and a second one of
about 20 mV. a-bungarotoxin (@-BgTx, 10 nM during 1 to 2 min)
greatly and reversibly inhibits the BotM1 depolarizing effect.

La modulation de lca est complexe. En effet, il peut
étre modulé indirectement via les mAChR. Les travaux
effectués précédemment sur les myotubes de rats
nouveau-nés montrent que BotM1l interagit avec les
nAChR dans les cellules musculaires squelettiques. Nous
avions alors émis I'hypothése que BotM1 pouvait aussi
interagir avec les mMAChR et nous avons montré que lca,
augmenté par 10 mM d’atropine (un inhibiteur spécifique
des mMAChR), retourne a sa valeur initiale aprés
I'application subséquente de BotM1 (1 ng/mL). Ces
résultats suggerent fortement que les mMAChR sont
impliqués dans I'effet inhibiteur de BotM1 sur lca..

Dans le cardiomyocyte, I'activité du canal Ca®" peut
étre modulée par la stimulation des mMAChR via
différentes voies de signalisation intracellulaire. Ces voies
sont essentiellement celles de la régulation par I'oxyde
nitrique (NO) et de la guanylyl cyclase ou encore celle
des réponses dépendantes de I'AMPc faisant intervenir
une protéine G sensible a la toxine pertussique (PTX ;
Harvey et al., 1983). Afin de déterminer la voie de
signalisation impliquée dans l'effet de BotM1 via la
stimulation des mAChR, Ic, a été enregistré avant et
apres que les cellules aient été perfusées avec de la
forskoline (2 mM), connue pour activer I'adénylate cyclase
et phosphoryler les canaux Ca?" via I’AMPc. Dans ces
conditions, une augmentation de I'amplitude de Ica est
observée, I'application ultérieure de BotM1 (1 ng/mL)
provoquant une diminution significative de Ica. (Figure
6A). Sur des cellules prétraitées avec de la PTX, la est
également augmenté d’'une maniéere significative par la
forskoline et, dans ces conditions, I'effet inhibiteur de
BotM1 ne se produit plus (Figure 6B). Sur la base de ces
résultats, I'inhibition du lca. de base, enregistré dans les
conditions expérimentales standards en présence de
BotM1, pourrait étre attribuée a la stimulation des
MAChR induisant une diminution de la production d’AMPc
en empruntant la voie de l'adénylate cyclase suite a
I'activation de la protéine Gai sensible a la PTX.

Discussion

Cette étude montre que la fraction non toxique du
venin de Buthus occitanus tunetanus, BotM1, produit,

d’une part, la contraction du muscle gastrocnémien chez
la grenouille et, d’autre part, diminue I'amplitude et la
fréquence des battements cardiaques chez le rat adulte.
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Fig. 5. Caractérisation de [l'effet inhibiteur de BotM1 sur lc,.
Tracés de lca enregistrés a différentes valeurs de potentiel
(schéma) par la technique de patch-clamp en configuration
« cellule entiere », dans les conditions controle (tracés de
gauche) et en présence de 1 ng/mL de BotM1 (tracés de droite).
Fig. 5. Characterization of BotM1 inhibitory effect on Ic,. Traces
of lca recorded during various potentials (scheme) using the
patch-clamp technique in the « whole cell » configuration, under
control conditions (left traces) and in the presence of 1 ng/mL
BotM1 (right traces).

Ces effets résultent de [Ilinteraction entre les
molécules contenues dans BotM1 et les récepteurs
cholinergiques des muscles squelettique et cardiaque.
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Fig. 6. Effet de BotM1 sur Ic, aprés prétraitement des
cardiomyocytes par la PTX. (A) lca. mesurés dans les conditions
controle, en présence de forskoline (2 nM) et en présence de
forskoline et de BotM1 (1 ng/mL). (B) Mémes conditions qu’en (A)
mais sur des cellules prétraitées pendant 18 heures avec de la PTX
(1 ng/mL).

Fig. 6. BotM1 effect on Ic,. following cardiomyocytes incubation in
the presence of PTX. (A) lca. measured under control conditions, in
the presence of forskoline (2 nM), and in the presence of forskoline
and BotM1 (1 ng/mL). (B) Same conditions as in (A) except that
cells were pretreated during 18 hours with PTX (1 ng/mL).

A TI'échelle cellulaire, BotM1 module I’'homéostasie
calcique. Ainsi, appliquée sur des myotubes en culture a
10 ng/mL, elle induit I’émission de vagues calciques.
Sachant que l'augmentation de la [Ca®']; pourrait étre
aussi bien d’origine extracellulaire qu’intracellulaire, nous
avons recouru a l'utilisation d’inhibiteurs agissant d’une
maniére sélective sur les protéines impliquées dans la
chaine de couplage « excitation-contraction ». Le blocage
des RyR par la ryanodine (5 nM) inhibe I'effet de BotM1.
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Ceci est expliqué par le fait qu'a cette concentration, la
ryanodine bloque les RyR dans une conformation ouverte
(Fleisher et al., 1985), d'ou I'augmentation progressive
du niveau de Ca®* de base et la désensibilisation des
récepteurs nicotiniques. De plus, le blocage de I'effet de
BotM1 par le 2-APB suggére une origine sarcoplasmique
de 'augmentation de la [Ca®']..

Dans les cellules musculaires squelettiques, le Ca**
agit comme un messager intracellulaire essentiellement
impligué dans le mécanisme du couplage « excitation-
contraction ». C’est la stimulation des nAChR qui est a
I'origine de [I'excitation de la cellule. Le nAChR est
considéré comme étant la protéine clef, transductrice de
signal au niveau de la jonction neuromusculaire, et
responsable de la génération de dépolarisations
membranaires localisées. Nos résultats montrent que
I'incubation des cellules en présence d’a-bungarotoxine
bloque I'effet dépolarisant de BotM1; ils suggérent la
présence d’au moins un composé dans cette fraction
capable d’interagir avec les nAChR et d’induire une
dépolarisation membranaire.

Ces résultats sont prometteurs, d’autant plus que
dans le domaine thérapeutique, des efforts non
négligeables ont été réalisés afin d’identifier et de
caractériser de nouveaux ligands spécifiques des nAChR.
En effet, la caractérisation d’agonistes agissant d'une
maniére sélective sur les nAChR neuronaux pourrait étre
d’'une grande utilité thérapeutique dans le traitement de
certaines maladies neurologiques comme [I'épilepsie
(Holladay et al., 1990 ; Dulhunty, 1992). Jusqu’a
présent, il a été montré que certaines toxines animales
ont un effet positif sur le niveau de Ca?" myoplasmique.
La trachynilysine, une protéine toxique extraite du venin
du poisson Synanceja trachynis, agit via la libération
massive d’acétylcholine (ACh) par les terminaisons
nerveuses au niveau des préparations neuromusculaires
isolées (Colasante et al., 1996 ; Lin et al., 1998 ; Meunier
et al., 2000). L’épibatidine, un alcaloide obtenu a partir
de la peau de la grenouille Epipedobates tricolor (Sauviat
et al., 2000), est capable de produire la libération d’ACh,
son effet s’expliquant en partie par son action sur les
NnAChR (Bonhauss et al., 1995 ; Prince et Sine, 1998).
Jusqu’a présent, aucune molécule issue de venins de
scorpions ne s’est révélée active sur les nAChR dans le
muscle squelettique. Les travaux effectués par Nirthanan
et al. (2002) ont montré la présence d'un agoniste
cholinergique dans le venin du scorpion Heterometrus
spinnifer qui s’est avéré n’étre autre que I’ACh.

Notre étude sur les cardiomyocytes a permis
d’attribuer les effets chronotropes et inotropes négatifs
de BotM1, du moins en partie, a I'inhibition de Ic,. dans la
cellule ventriculaire de rat adulte. Cette inhibition est
dépendante de la dose utilisée et est partiellement
réversible. Ceci pourrait également expliquer Ila
diminution de I'effet de BotM1l sur le potentiel
membranaire induite par la solution riche en KCI (100
mM). Par ailleurs, au niveau cellulaire, d’autres travaux
ont montré que le carbachol, appliqué sur les myocytes
ventriculaires de furet, inhibe le k. de base en fonction
de la concentration utilisée (Bett et al., 2002). Par
ailleurs, I’ACh a un effet inotrope négatif sur les myocytes
ventriculaires de rat (McMorn et al., 1993).

Lors de nos expériences, le blocage de [Ieffet
inhibiteur de BotM1 en présence d’atropine suggere,
d'une part, que I'inhibition du Ic, de base serait indirecte
et, d'autre part, qu’elle serait la conséquence d’'une
interaction avec les mAChR cardiaques. Ces effets ne
peuvent pas étre expliqués par la présence d’ACh dans
BotM1 puisque cette fraction ne renferme que des

composeés ayant un poids moléculaire supérieur a 8 kDa.

Dans le muscle cardiaque, les mMAChR les plus
représentés sont de type M2 (Dhein et al., 2001 ; Hulme
et al., 1990). Leur activation est couplée a la plupart des
changements du mode de fonctionnement des canaux
ioniques grace a I'un des deux mécanismes suivants. Le
premier implique directement la protéine G responsable
de la régulation de lactivité des canaux K" (canaux
GIRK). Cependant, il a été rapporté que la voie de
signalisation directe existe essentiellement dans les
noeuds sinusal, sinoatrial et atrioventriculaire ainsi que les
cellules atriales mais pas dans les cellules ventriculaires
(Harvey et Belevych, 2003 ; Abrams et al., 2006). La
seconde voie implique une régulation indirecte de
I'activité du canal via des réponses dépendantes de
I’AMPc (Hatzell, 1988). En effet, chez les Mammiféres, les
réponses muscariniques dans les cellules ventriculaires
d’adulte sont généralement observées quand le taux
d’AMPc dépasse celui mesuré dans les conditions de base,
suite a l'activation des récepteurs a-adrénergiques (Lin et
al., 1998 ; Sauviat et al., 2000) ou a l'activation directe
de l'adénylate cyclase, stimulant ainsi la production
d’AMPc (Seamon et al.,, 1983). De ce fait, dans les
myocytes ventriculaires, les réponses muscariniques sont
uniquement observées dans les conditions ou le taux
d'AMPc est élevé par rapport aux conditions normales.

L’'application de forskoline augmente d’'une maniére
remarquable le courant Ic,. De plus, le blocage des
protéines Gai par la PTX, qui inhibe complétement I'effet
de BotM1, nous permet de proposer I'hypothése suivante
pour expliquer I'inhibition de lc,: BotM1 interagit avec
les mAChR, active la protéine Gai sensible a la PTX, elle-
méme responsable de I'activation de I'adénylate cyclase
et donc de la production d’AMPc. L’ensemble de ces
résultats permet de suggérer un effet de BotM1 sur le
courant lca. de base dans les cardiomyocytes ventricu-
laires de rat, avant et aprés phosphorylation des canaux
Ca®". Ceci pourrait étre expliqué par un taux élevé
d’AMPc dans les conditions standards de nos expériences.
Des travaux précédents ont montré que, dans les cellules
atriales et sinoatriales, I'activation des récepteurs M2
peut provoquer un changement de la fonction des canaux
ioniques régulés par le taux d’AMPc méme en I'absence
d’'un agoniste responsable de Il'augmentation de Ila
production de cette derniere (Mery et al., 1997).

Actuellement, il est bien démontré que la régulation
de I'activité électrique des canaux ioniques via l'activation
des mMAChR, en empruntant la voie directe des protéines
G ou indirecte aprés modulation (inhibition ou facilitation)
des réponses dépendantes de I’AMPc, dépend aussi bien
du type de myocyte que des conditions expérimentales
(Tonder et al., 2001 ; Abrams et al., 2006). En effet,
concernant une implication possible du NO et du GMPc
dans l'inhibition muscarinique du lca, d'autres expérien-
ces sont envisagées afin de déterminer si cette voie est
empruntée par BotM1l. Cependant, bien que ce
mécanisme de signalisation soit suggéré dans les
myocytes ventriculaires et ait été bien élucidé dans les
cellules nodales et atrioventriculaires (Harvey et al.,
1983), cette hypothése est écartée par le fait que l'effet
des MAChR sur Ic, ait été observé chez la souris NOS-KO
(Vandecasteele et al., 1999 ; Belevych et Harvey, 2000).

En conclusion, nos résultats montrent pour la
premiére fois la présence d’une activité dépolarisante
dans la fraction non toxique du venin du scorpion jaune
Buthus occitanus tunetanus, due a l'interaction entre au
moins une composante de cette fraction et les nAChR.
L’identification et la caractérisation de cette composante
sont d’'un grand intérét, étant donnée que les agonistes
des nNAChR sont considérés comme des analgésiques
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potentiels et des outils thérapeutiques dans le traitement
de certaines maladies neurologiques ainsi que dans des
désordres mentaux relatifs a une diminution de I'activité
cholinergique (Tonder et al., 2001). Par ailleurs, les
résultats sur le muscle cardiaque sont en faveur de la
présence d'une composante qui interagit avec les mAChR
via la protéine Gai sensible a la PTX.

Des expériences sont en cours pour isoler et
caractériser la(es) protéine(s) responsable(s) de la modu-
lation de Ica. dans le cardiomyocyte et de la [Ca®']; dans
les myotubes, afin de mieux étudier ses ou leurs affinités
vis-a-vis de ses ou leurs récepteurs et d’envisager une
exploitation dans le domaine thérapeutique.
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Résumé

Les toxines « a trois doigts » forment un groupe de protéines partageant un repliement commun et
exprimant leur activité toxique a travers une multitude de modes d’action. Ces toxines font partie de
la famille structurale des protéines a trois doigts qui malgré une grande variabilité dans leurs
ségquences présentent des éléments structuraux trés bien conservés. L'étude des mécanismes de
repliement oxydant in vitro de deux toxines a trois doigts montre que ces deux protéines, bien
qu’adoptant le méme type de structure, se replient selon des mécanismes dissemblables. Ce résultat
conforte ceux obtenus lors de I'étude des protéines de type BPTI (Bovine Pancreatic Trypsin
Inhibitor), qui montraient la disparité de leurs mécanismes de repliement. La présence de quelques
éléments conservés semble donc étre suffisante pour engendrer une topologie, en revanche les
chemins pour parvenir a cette topologie dépendent de facteurs encore inconnus.

Three-fingered toxins : same fold, same folding pathway ?

Three-fingered toxins form a group of proteins sharing a common fold and exhibiting distinct toxic
activities. These toxins belong to a larger family of three-fingered proteins which display significant
sequence variability but share conserved structural elements. The comparison of the oxidative folding
pathway of two three-fingered toxins shows that these two proteins that share the same fold follow
different folding pathways. These results agree with former studies conducted on proteins of the BPTI
(Bovine Pancreatic Trypsin Inhibitor) family, showing divergent folding pathways. Conserved
structural elements seem to dictate a particular topology whereas the folding pathway may depend

on other, still unidentified features.

Keywords : Three fingered toxin, oxidative folding, folding mechanism, toxic function.

Introduction

Les toxines «a trois doigts » forment un ensemble de
protéines répondant a deux critéres : on les trouve dans
les venins de serpent et elles adoptent une structure en
trois boucles riches en feuillets béta émergeant d'un
ceceur compact comportant quatre ponts disulfure
(Tsetlin, 1999). Cette communication a pour objet de
montrer qu’a l'instar d’'une autre famille de protéines,
celle du BPTI (Bovine Pancreatic Trypsin Inhibitor), les
protéines a trois doigts font preuve d'une grande
homogénéité de structure, tout en employant des voies
de repliement radicalement différentes (Chang et al.,
2005).

Diversité des modes d’action des toxines
a trois doigts

Malgré une trés grande homogénéité structurale, les
toxines a trois doigts présentent une diversité
séquentielle suffisante pour leur conférer un large
éventail d'activités.

Inhibiteurs de récepteurs impliqués dans le
fonctionnement du systéme nerveux

Certaines neurotoxines a trois doigts bloquent la
communication nerveuse en se liant aux récepteurs a
I'acétylcholine (Servent et Ménez, 2001 ; Nirthanan et

Gwee, 2004). Ces toxines sont exclusivement des
antagonistes compétitifs de I'acétylcholine. D’autres
neurotoxines ciblent des récepteurs couplés a la
protéine G, tels que les récepteurs muscariniques ou
adrénergiques. Elles peuvent agir soit comme
antagonistes compétitifs, soit comme modulateurs
allostériques (Ellis, 1997 ; Christopoulos et Kenakin,
2002).

Inhibiteurs de protéines membranaires non
neuronales

La calciseptine et son homologue, la FS2, inhibent les
canaux calciques de type L, provoquant le relachement
des muscles lisses et inhibant la contraction cardiaque
(de Weille et al., 1991 ; Yasuda et al., 1994).

La cardiotoxine A5 et la dendroaspine se lient aux
intégrines selon des modes de liaison qui different mais
qui, dans les deux cas, conduisent a linhibition de
I'agrégation plaquettaire (Rahman et al., 2000 ; Wu et
al., 2006).

Inhibiteurs d’enzymes

Les fasciculines se lient a l'acétylcholinestérase et
I'inhibent de fagon non-compétitive en bloquant la voie
d’acces du substrat au site catalytique (Karlsson et al.,
1984).

Les hemextines A et B, lorsqu’elles s’associent en un
complexe AB, inhibent lactivité protéasique du facteur
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Vlla, ce qui empéche la coagulation (Banerjee et al.,
2005).

Cytotoxines

Il a été montré que leur toxicité s’exerce par la
dépolarisation des cardiomyocytes, ce qui conduit a un
arrét cardiaque de la victime (Kumar et al., 1997). Le
mécanisme proposé pour expliquer ces effets implique
la liaison de ces toxines a la membrane des cardio-
myocytes, puis une oligomérisation conduisant a la
formation de pores aboutissant a la fuite des solutés
contenus dans le cytoplasme.

Eléments communs de structure

La famille des toxines a trois doigts regroupe donc des
protéines exercant leur toxicité selon une grande
diversité de modes d'action. Ces toxines appartiennent
a la famille structurale plus large des protéines a trois
doigts qui regroupe les domaines extracellulaires de

divers récepteurs, comme le récepteur a l'activine de
type Il (en anglais, Activin receptor type II), le

récepteur de la protéine de la morphogenése osseuse
(BMP receptor), le récepteur du facteur de croissance
(TGF beta type Il

transformant béta de type Il

receptor), le récepteur de I'activateur du plasminogéne
de type urokinase (UPAR), le récepteur ly-6 et le
récepteur CD59 (Tsetlin, 1999). La protéine LYNX qui
est associée a la membrane (Miwa et al., 2006) ainsi
que la protéine soluble SLURP (Adermann et al., 1999)
sont également classées dans la famille des protéines
trois doigts.

Les structures cristallographiques de trois exemples
de protéines a trois doigts, deux toxines de venin de
serpent et le domaine extracellulaire du récepteur du
facteur de croissance transformant béta, sont
présentées dans la Figure 1. Ce type de structure est
composé de trois longues boucles, ou « doigts »,
maintenues par quatre ponts disulfure rassemblés dans
la partie apicale de la molécule. Il apparait également
que la topologie est conservée méme si des adaptations
dans les boucles sont manifestes. Les trois doigts de la
structure forment deux feuillets béta antiparalleles
reliégs par deux ponts disulfure croisés dans la
séquence. Cette configuration, appelée en anglais
disulfide beta cross (Harrison et Sternberg, 1996), est
observée dans des protéines adoptant un autre type de
repliement et ne suffit donc pas a décrire le repliement
a trois doigts.

Fig. 1. Comparaison des structures cristallographiques de la toxine alpha de Naja nigricollis (& gauche), de la cardiotoxine
111 de Naja naja atra (au centre) et du domaine extracellulaire du récepteur du facteur de croissance transformant béta de
type Il humain (a droite) (codes PDB : 11Q9, 1HOJ et 1M9Z, respectivement).

Fig. 1. Comparison of the crystallographic structures of toxin alpha from Naja nigricollis (left), cardiotoxin Il from Naja
naja atra (center) and the extracellular domain of human TGF beta type Il receptor (right) (PDB codes : 11Q9, 1HOJ and

1M9Z, respectively).

Dans le but d’obtenir une définition plus claire du
repliement a trois doigts, les séquences des protéines
dont l'analyse de la structure tridimensionnelle a
confirmé I'existence d’un repliement a trois doigts, ont
été alignées. Cet alignement comprenant 25 séquences
de toxines et 11 séquences de récepteurs a montré que
les positions des huit cystéines impliquées dans la
formation des quatre ponts disulfure et celle d'une
asparagine C-terminale, sont strictement conservées
(Galat et al., 2008). Il est remarquable que ces résidus
soient strictement conservés dans des protéines dont la
similarité de séquence est trés faible (chacune des
ségquences de récepteurs a une similarité de séquence
avec la toxine alpha inférieure a 25%). Cela indique que
ces neuf acides aminés jouent un rdle prépondérant
dans la structuration des protéines a trois doigts.

Par ailleurs, l'analyse des structures connues de
protéines a trois doigts a montré que trois des ponts
conservés, ansi que l'asparagine C-terminale, ont une
position spatiale fixe et forment un motif retrouvé dans
I'ensemble de ces molécules (Galat et al., 2008). En

revanche, le quatrieme pont, dont le réle structural est
de fermer la troisieme boucle, présente une localisation
spatiale variable par rapport au motif conservé. Le motif
structural représenté par les trois ponts et |'asparagine
C-terminale organisés dans une configuration spatiale
définie semble constituer les éléments de structuration
suffisant pour définir la structure a trois doigts. La
question est donc de savoir si la conservation de ces
éléments structuraux implique une conservation du
mécanisme par lequel ces protéines se replient.

Mécanismes de repliement des toxines a
trois doigts

D’une maniere générale, il est intéressant d’étudier le
repliement des protéines réticulées par des ponts
disulfure, car I'oxydation de leurs cystéines en cystines
génere des intermédiaires métastables dont le réseau
de ponts disulfure est incomplet ; il est possible de
bloquer et de purifier ces intermédiaires. La carac-
térisation physicochimique de ces derniers fournit des
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informations quant aux étapes franchies par la protéine
lors de son repliement. Dans la famille des protéines a
trois doigts, les mécanismes de repliement de deux
toxines ont été étudiées : celui de la toxine a de Naja
nigricollis et celui de la cardiotoxine Ill de Naja naja
atra (Ruoppolo et al., 2001 ; Chang et al., 1998, 2006).

Repliement des neurotoxines

L’étude du repliement oxydant de différentes neuro-
toxines (Ruoppolo et al., 1998) a montré que la vitesse
de repliement dépend de la longueur de la boucle
reliant les deux premiers doigts de la molécule (voir
Figure 1, boucle située au sommet des structures
présentées). D’aprés cette étude, plus cette boucle est
petite et plus la vitesse de repliement du variant
correspondant est grande. Le mécanisme de repliement
d’'un mutant de la toxine alpha de Naja nigricollis
possédant un résidu supplémentaire (Tx alpha 62) a
aussi été détaillé (Ruoppolo et al., 2001) deux
intermédiaires a trois ponts natifs mais dont le pont
manquant difféere, se forment majoritairement. Ces
intermédiaires ont été purifiés, et I'étude de leur
repliement a montré qu’'un de ces intermédiaires
(appelé C) est productif, c’est-a-dire qu’il peut générer
directement de la protéine native (Figure 2). A
I'inverse, l'autre intermédiaire (appelé D) est une

Toxine alpha 62

Intermédiaires
alou 2 ponts

Toxine
réduite

Cardiotoxine 111

Toxine Intermédiaires

impasse dans le chemin de repliement, car pour
générer de la toxine native, il doit d’abord se
transformer en intermédiaire C. Enfin, I’étape limitante
de la cinétique de repliement de la toxine alpha 62 est
la conversion de la forme C vers la forme native. De
maniére remarquable, le pont manquant de
I'intermédiaire C est celui dont la position spatiale est
variable au sein de la famille des protéines a trois
doigts. Cela suggere que ce pont n’est pas
indispensable a I'acquisition de cette structure mais
qu’il assume plutdt un role stabilisateur.

Repliement de la cardiotoxine 111

L’étude du repliement de la cardiotoxine Ill de Naja
naja atra a montré que cette toxine se replie selon un
mécanisme différent de celui de la toxine alpha (Chang
et al., 1998 et 2006). En effet, un massif
d’'intermédiaires possédant un nombre variable de
ponts disulfure apparait, aucun de ces intermédiaires
n’étant majoritaire. De plus, lors de son repliement
oxydant, cette protéine produit une quantité importante
de formes a quatre ponts, donc complétement oxydées,
mais dont l'activité est nulle. D’aprés le mécanisme
proposé par Chang et al. (2006), la conversion de ces
intermédiaires a quatre ponts non natifs en la forme
native constitue I'étape finale du repliement (Figure 2).

Forme native
a 4 ponts

Intermédiaire C
a 3 ponts

Intermédiaire D
a 3 ponts

Formes a 4 ponts Forme native

réduite al, 2 ou3ponts

non native a 4 ponts

Fig. 2. Comparaison des mécanismes de repliement oxydant de la toxine alpha 62 (en haut) et de la cardiotoxine Ill (en
bas), adapté de Ruoppolo et al. (2001) et Chang et al. (2006).

Fig. 2. Comparison of the flow charts of the oxidative folding pathways of toxin alpha 62 (top) and cardiotoxin 111
(bottom), adapted from Ruoppolo et al. (2001) and Chang et al. (2006).

Comparaison des deux mécanismes

Deux modeles ont été proposés pour expliquer le
mécanisme de repliement des protéines (Daggett et
Fersht, 2003). Le modéle «framework » propose que
dans les premiéres étapes, des structures secondaires
locales apparaissent, puis que dans un deuxiéme
temps, ces structures s’associent de maniére hiérar-
chique pour générer la protéine native. A I'inverse, dans
le modéle «hydrophobic collapse », la premiére étape
est un effondrement désordonné de la molécule sur
elle-méme provoqué par des interactions hydrophobes,
suivi d’un réarrangement dans un espace confiné.

Dans leur revue sur le repliement des petites
protéines a ponts disulfure, Arolas et al. (2006)
proposent une classification de ces protéines en
fonction du type de mécanisme de repliement. Deux
classes principales sont proposées : les protéines se
repliant selon un mécanisme de type BPTI d'une part,

et les protéines dont le repliement est similaire a celui
de [I'hirudine d'autre part. D’aprés ces auteurs, la
premiére classe s’apparenterait au modéle
« framework » alors que la seconde serait plus proche
du modele « hydrophobic collapse ». Les résultats
obtenus lors de I'’étude du repliement oxydant de la
toxine alpha 62 et de la cardiotoxine Il montrent que
la premiere appartient a la classe de type BPTI (Arolas
et al., 2006) et la seconde a la classe de type hirudine
(Chang et al., 2006), alors que ces deux protéines
partagent des similitudes structurales. Dans le cas de la
cardiotoxine Ill, il est possible que la présence de
nombreux résidus hydrophobes nécessaires a la
réalisation de la fonction, conduise a un repliement de
type « hydrophobic collapse ».

Conclusion

Alors méme que les toxines a trois doigts partagent de
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nombreux éléments de structure, les études du
repliement oxydant de deux d’entre elles montrent
gu’elles acquiérent leur structure in vitro selon des
mécanismes différents. Le méme type d’analyse a été
effectué pour l'inhibiteur de la trypsine pancréatique
bovine (BPTI) et le peptide anticoagulant de tique
(TAP), qui font partie d’'une méme famille structurale.
Comme pour les toxines a trois doigts, leurs
mécanismes de repliement oxydant se sont avérés
différents (Chang et Li, 2005). Une disparité dans les
mécanismes de repliement au sein d’'une méme famille
structurale ne semble donc pas exceptionnelle.

Cependant, notre connaissance du repliement des
protéines reste fragmentaire et repose uniquement sur
des expériences menées in vitro. Il est possible qu'in
vivo la situation soit différente. L'influence des
protéines chaperons qui agissent sur le repliement, par
exemple, reste encore mal définie. En outre, plusieurs
études ont suggéré que les protéines commencent a se
replier, alors que leur synthése n’est pas terminée
(Fedorov et Baldwin, 1997 ; Basharov, 2003). Dans ce
cas, le repliement de la protéine commence dans la
partie N-terminale pendant que la partie C-terminale
est encore liée au ribosome, on parle alors de
vectorisation du repliement. Des études in vivo sont
donc indispensables pour apprécier la réalité de la
diversité des mécanismes de repliement pour des
protéines structuralement proches mais
séquentiellement divergentes.
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Résumé

Les toxines muscariniques, petits peptides de 64-65 résidus issus du venin de mambas africains, sont
connues pour leur capacité a interagir avec les différents sous-types de récepteurs muscariniques.
Actuellement, une dizaine de toxines muscariniques ont été isolées. Elles présentent des profils
pharmacologiques et des fonctions différentes vis-a-vis des cing sous-types de récepteurs muscariniques
et ce, en dépit d'une tres forte homologie de séquence. La toxine MT7, purifiée a partir du venin de
mamba vert Dendroaspis angusticeps, lie le récepteur muscarinigue hM1 avec une affinité de I'ordre du
picomolaire, une affinité qui est au moins 10.000 fois plus élevée que pour les autres sous-types de
récepteurs muscariniques. Une étude pharmacologique et fonctionnelle de [l'interaction MT7-hM1 a
permis de comprendre les fonctions attribuées a la MT7. Elle inhibe la liaison du [**S]GTPgS stimulé par
I’ACh au récepteur hM1 exprimé dans des cellules CHO ; elle bloque I'interaction entre la [*H]NMS et le
récepteur durant plusieurs heures et a un fort effet modulateur sur la dissociation de la [*H]NMS et
[®H]ACh induit par un excés d’atropine. En résumé, la toxine MT7 agit comme un antagoniste hautement
sélectif du récepteur muscarinique M1 en établissant une interaction forte et stable au niveau de son site
allostérique. Ainsi, la MT7 semble étre un outil indispensable pour étudier pharmacologiquement le
récepteur hM1, sa distribution, sa physiologie et ses relations structure-fonction.

MT7 toxin : a useful tool in the pharmacological characterization of the
muscarinic M1 receptor

Muscarinic neurotoxins, small peptides of 64-66 residues derived from the venom of African mambas,
are known for their ability to interact with various muscarinic receptor subtypes. Currently about ten
different muscarinic toxins with clear differences in their pharmacological and functional activities have
been isolated. They show divergent interaction profiles for the five muscarinic receptor subtypes despite
high sequence homology. For instance, MT7 toxin purified from the venom of the green mamba
Dendroaspis angusticeps, binds to the hM; receptor subtype with potency in the picomolar range, an
affinity at least 10,000-fold greater than for other receptor subtypes. Pharmacological and functional
studies on the MT7-hM; interaction have extended the range of activities attributed to MT7. It inhibits
the ACh-stimulated [*®*S]GTPgS binding to M; receptor expressed in CHO cells, blocks the subsequent
interaction of [PHJNMS with this receptor for several hours, and has a strong modulatory effect on the
atropine-induced dissociation rate of [PH]JNMS and [*H]ACh. In summary, MT7 acts as a highly selective
antagonist of the M; receptor subtype by establishing a strong and stable interaction at its allosteric
binding site. Thus, MT7 toxin appears to be invaluable tools to study receptor pharmacology, distribution,
physiology and structure-function relationship.

Key-words : Muscarinic receptors, muscarinic toxins, allosteric interaction.

Les récepteurs muscariniques de
I’acétylcholine

Les récepteurs muscariniques de I'acétylcholine (mAChR)
appartiennent a la superfamille des récepteurs couplés
aux protéines G (RCPG) qui comprend plusieurs milliers
de membres et représente a elle seule de I'ordre de 2 a
3% de l'ensemble des génes du génome des
Mammiféeres. Ces récepteurs jouent un rble prépondérant
dans la pharmacopée actuelle puisque prés de 50% des
médicaments aujourd'hui disponibles sur le marché
exercent leur action via cette superfamille.

Malgré la diversité des molécules pouvant se lier aux

RCPG (photon, ions, amines, peptides et protéines), le
mode de fonctionnement de ces récepteurs est identique
et est a I'origine de leur appellation. La fixation du ligand
sur le RCPG induit des changements conformationnels de
ce récepteur qui peut alors s’associer a une classe
particuliere de protéines trimériques intracellulaires, les
protéines G (Ga, Gh, Gg). Celles-ci vont activer ou inhiber
des effecteurs intracellulaires multiples (enzymes, canaux
ioniques) engendrant alors une variation de concentration
de messagers secondaires (AMPc, GMPc, IP3, Ca®") a
I'origine des effets biologiques (Bockaert et al., 1999).

La résolution de la structure cristallographique de la
rhodopsine bovine (Palczewski et al., 2000 ; Teller et al.,
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2001), et trés récemment de celle du récepteur b2
adrénergique (Cherezov et al., 2007 ; Rasmussen et al.,
2007 ; Rosenbaum et al., 2007 ), a montré que les RCPG
se caractérisent par sept hélices transmembranaires
(TM), trois boucles (el, e2 et e3) et l'extrémité N-
terminale du coté extracellulaire et trois boucles (i1, i2 et
i3) et Il'extrémité C-terminale du coté cytoplasmique
(Figure 1). Suivant les homologies de séquences, la taille
du domaine N-terminal et la présence de séquence
consensus, les RCPG sont classés en trois familles : 1, 2
et 3. Pendant longtemps, les RCPG ont été considérés
comme des protéines monomériques répondant a une
stoechiométrie d'un ligand par récepteur, lui-méme
couplé a une protéine G. Cependant, de nombreux
travaux publiés au cours de ces dernieres années
semblent remettre en question ce dogme et proposent
que ces récepteurs existent sous une forme oligomérique,
principalement dimérique. Cette dimérisation jouerait
alors un role dans les processus d’exportation, de liaison,
de signalisation et d’internalisation de ces récepteurs
(Bulenger et al., 2005).

Les RCPG présentent deux types de sites de liaison
des ligands : le site de liaison de I'agoniste endogene ou
des antagonistes compétitifs, appelé site orthostérique et
des sites capables de lier des ligands modulateurs de
I'activité biologique des récepteurs, appelés sites
allostériques (Tucek et al., 1995 ; Christopoulos et al.,
2002). On parlera d'interaction allostérique lorsque la
liaison d'un ligand & un site du récepteur entraine la
modulation de la liaison d'un autre ligand a un site
topographiquement distinct sur ce méme récepteur.

Les récepteurs muscarinigues de | acétyicholine (mAChRs)

NHZ NHZ

Saus-ypas M1, M3, WS Spus-lypes M2, M4

.-I,u.u-
B\
Fig. 1. Classification des différents sous-types de mAChR
en fonction du mode de couplage aux protéines G, de

I'effecteur intracellulaires mis en jeu et du second
messager impliqué.

Fig. 1. Classification of mAChR subtypes according to the
pathway associated to coupled G-proteins, to intracellular
effectors, and to the second messager involved.

Les récepteurs muscariniques de Il'acétylcholine
(mAChR) sont des récepteurs métabotropes dont cinqg
sous-types sont connus : M1, M2, M3, M4 et M5. Les
récepteurs M1, M3 et M5 sont couplés a la protéine Gq et
leur activation provoquera celle de la phospholipase C
conduisant au final a la libération de calcium
intracellulaire. L’activation des sous-types M2 et M4
conduira a l'inhibition de I'adénylate cyclase, provoquant
une baisse du taux d’AMPc circulant (Caulfield, 1993 ;
Caulfield et al, 1998) (Figure 1). Les mAChR sont
largement distribués dans Il'organisme, au niveau du
systéme nerveux central ainsi qu’au niveau du systéeme
parasympathique contrélant le tonus musculaire de
nombreux organes (cceur, poumon, vessie, intestin). lls
sont impliqués dans une grande variété de processus
physiologiques et leur dysfonctionnement est a l'origine
de nombreuses pathologies (Eglen et al., 1999, 2001 ;

Tableau 1). Le récepteur muscarinique M1, par exemple,
présent majoritairement au niveau post-synaptique dans
le systéeme nerveux central, est impligué dans des
maladies neurodégénératives telles que la maladie
d'Alzheimer ou la maladie de Parkinson (Felder et al.,
2000 ; Fisher, 2000 ; Vamvakides, 2003).

Tableau 1. Principales localisations et pathologies associées aux
différents sous-types de mAChR.

Table 1. Localisations and pathologies associated to mMAChR
subtypes.

mMAChR Localisation majoritaire Pathologies associées
M1 Cortex cérébral, hippocampe, Alzheimer, Parkinson,
striatum schizophrénie
M2 Cortex cérébral, coeur Alzheimer, troubles du
rythme cardiaque
M3 Poumons, intestins, organes Troubles pulmonaires et
génitaux et glandes salivaires gastriques, incontinence
urinaire
M4 Cortex cérébral, striatum Alzheimer, Parkinson,
schizophrénie
M5 Substance noire Phénomeéne de dépendance

Au niveau structural, le récepteur muscarinique M1
appartient a la famille 1a des RCPG, caractérisée par un
domaine extracellulaire court, un pont disulfure entre le
TM3 et la boucle e2, un site orthostérique situé au coeur
des domaines transmembranaires et impliquant des
acides aminés chargés et aromatiques conservés et enfin
une séquence signature DRY dans la boucle i2.

Les différents sous-types de récepteurs musca-
rinigues sont impliqués dans la régulation de processus
physiologiques variés. Cependant, l'identification d’'un
sous-type de récepteur muscarinique spécifiqguement mis
en jeu dans une réponse cholinergique donnée n’est pas
toujours possible et aisée. En effet, la présence fréquente
de différents sous-types au niveau d’'un méme organe et
surtout I'absence de ligands de petite taille spécifique
d’'un seul sous-type rend cette identification parfois
complexe. En réalité, les seuls ligands naturels ayant
montré de fortes affinités et parfois une tres forte
spécificité vis-a-vis des récepteurs muscariniques sont les
toxines peptidiques découvertes dans le venin de
serpents africains du genre Dendroaspis.

Les toxines muscariniques

Découvertes il y a vingt ans par le groupe d’E. Karlsson,
les toxines muscariniques doivent leur nom a leur
capacité a inhiber la liaison d'un antagoniste spécifique
de cette famille de récepteurs, le [3H]-QNB, sur des
membranes synaptosomales de cortex de rat (Adem et
al., 1988). Les deux premieres toxines identifiées (MT1 et
MT2), comme la douzaine qui a suivi, ont toutes été
isolées a partir du venin dun serpent du genre
Dendroaspis et plus particulierement des espéces D.
angusticeps, D. polylepis ou D. viridis. Néanmoins une
faible activité anti-muscarinique a été décrite dans le
venin d’Elapidae du type Naja naja sputatrix (Miyoshi et
al., 1996) ou Naja kaouthia (Kukhtina et al., 2000). La
dénomination de ces toxines varie suivant qu’elles aient
été identifiées par le groupe d’E. Karlsson qui les nomme
en fonction de leur ordre de découverte et l'origine du
venin MT1, MT2 jusqu’a MT7 pour les toxines du mamba
vert et MTa, MTb ... pour les toxines du mamba noir ou
par le groupe de L. Potter qui relie le nom des toxines a
leurs sélectivités d’interaction (ml-toxine pour la toxine
MT7 spécifique du récepteur M1 ou m4-toxine pour la
toxine MT3 spécifique du récepteur M4) (Bradley, 2000 ;
Karlsson et al., 2000). On peut noter que plusieurs
isoformes de ml-toxines ont été isolées a partir du venin
de D. angusticeps (ml-toxinl a ml-toxin4) possédant
des séquences extrémement proches et des profils
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pharmacologiques identiques (Carsi et al., 2000).

Dendr oaspi s angusti ceps

1 10 20 30 40 50 60

M1 LTCVTSKSI FG TTENCPDGQNL CFKKWYY! VPRYSDI TWGCAATCPKPTNVRETI ROCETDKCNE
M2 LTCVTTKSI GGVTTEDCPAGQNVCFKRWHYVTPKNYDI | KGCAATCPKVDN- NDPI RCOGTDKCND
M3 LTCVTKNTI FG TTENCPAGQNL CFKRWHYVI PRYTEI TRGCAATCPI PEN- YDSI HCOKTDKCNE
M4 LTCVTSKSI FG TTENCPDGQNL CFKKWYY! VPRYSDI TWGCAATCPKPTNVRET! HOCETDKCNE
M5 LTCVTSKSI FG TTEDCPDGQNL CFKRRHYWVPKI YDI TRGCVATCPKPEN YDSI HCOKTDKCNE
MI7 LTCVKSNSI WFPTSEDCPDGQNL CFKRWQYI SPRVYDFTRGCAAT CPKAEY- RDVI NCOGTDKCNK
Dendr oaspi s pol yl epi s

Mra LTCVTSKSI FG TTENCPDGQNL CFKKWYYLNHRYSDI TWGCAATCPKPTNVRETI HOCETDKCNE
MTb LTCVTSKSI FG TTEDCPDGQNL CFKRRHYWVPKI YDI TRGCVATCPI PEN- YDSI HCOKTDKCNE
Séquence consensus

LTQV----1---T-E

Fig. 2. Alignement de séquences des principales toxines
muscariniques et séquence consensus conservée.

Fig. 2. Sequence alignment of muscarinic toxins and consensus
toxin sequence.

Les toxines muscariniques sont des peptides de 65 ou
66 résidus, d’environ 7.000 Da de poids moléculaire et
possédant une séquence consensus hautement conservée
représentant pres de 45% de la séquence totale (Figure
2). Ces toxines possédent huit cystéines appariées en
quatre ponts disulfure (Cys3-Cys24, Cysl7-Cys42,
Cys46-Cys57 et Cys58-Cys63) participant a la formation
d’'une structure dite a trois doigts, caractéristique de
nombreuses neurotoxines. Ce type de structure est
largement répandu dans les toxines de 60-70 résidus et
est caractérisé par trois boucles riches en feuillets b qui
émergent d’'un cceur hydrophobe ou sont localisés les
ponts disulfure (Figure 3).

e
Q‘S 1;
1

beap 3

Lavinge I

Fig. 3. Structure a trois doigts des toxines
muscariniques.

Fig. 3. Three finger structure of muscarinic toxins.

Ces toxines, de structure 3D tres proches,
interagissent cependant sur une grande diversité de
cibles moléculaires : récepteurs  nicotiniques et
muscariniques de Il'acétylcholine, acétylcholinestérase,
récepteurs adrénergiques, canal calcique, récepteur
intégrine Gpllbllla, membranes cellulaires (Nirthanan et
al., 2004 ; Servent, 2007). Il est intéressant de noter que
cette structure a trois doigts n’est pas restreinte aux
toxines mais est aussi largement présente chez les
Mammiféres (famille Ly6-uPaR). Des  « toxines
endogenes »  interviennent par exemple comme
modulateur de la fonction cholinergique au niveau du
systéme nerveux central et périphérique. Deux structures
3D de toxines muscariniques ont été résolues, celle de la
MT2 (Segalas et al., 1995) et plus récemment celle d’'un
dérivé de la MT7 (E. Stura ; pdb:2viw) permettant de
mettre en évidence la conservation de la structure
globale de ces toxines et les variations locales a
I'extrémité des boucles pouvant étre a I'origine de leurs
différents profils pharmacologiques.

Etude pharmacologique
Sources de récepteurs muscariniques

Les études de liaison de ligands radioactifs sont
probablement les études les plus simples pour déterminer

I'affinité d’'un composé inconnu pour un récepteur
particulier. A la fin des années 80, la capacité de liaison
des toxines muscariniques sur les récepteurs
muscariniques a débuté avec des préparations
membranaires de synaptosomes de cerveau de rat, de
beoeuf et de porc (Bradley, 2000). Cependant, I'utilisation
de préparation membranaire de cerveau ne permet pas
d’évaluer [l'affinité d'un ligand pour un sous-type
particulier de récepteur muscarinique, car ils sont tous
présents dans ces préparations. Néanmoins, ces
premiéres études ont permis de mettre en évidence que
les toxines muscariniques sont capables de déplacer la
liaison spécifique d’agoniste (oxotrémorine : Jerusalinsky
et al., 1992) ou d’antagonistes radio marqués spécifiques
des récepteurs muscariniques (QNB : Adem et al., 1988 ;
Waelbroeck et al., 1990 ; Jerusalinsky et al., 1992);
pirenzépine et NMS: Jolkkonen et al., 1995b). L’étude de
la sélectivité de ces toxines pour les différents sous-types
de récepteurs n’a réellement débuté qu’avec I'utilisation
de préparations membranaires de différentes parties du
cerveau et de tissus périphériques. Il a été montré que
les toxines MT1 et MT2 présentent une forte affinité pour
les récepteurs muscariniques présents dans I’hippocampe
(M1), le cortex (M1 et M4) et le striatum (M4) alors

qu’elles n’interagissent pas avec les récepteurs
muscariniques M3 présents dans le pancréas
(Jerusalinsky et al., 1997).

Ce n'est quavec [l'utilisation de récepteurs

muscariniques clonés et exprimés dans des cellules
Chinese Hamster Ovary (CHO) (Bonner et al., 1987) que
les constantes d’affinités des toxines muscariniques pour
les cing sous-types de récepteurs muscariniques ont pu
étre précisées (Bradley, 2000 ; Tableau 2).

Tableau 2. Constantes d’inhibitions issues des expériences de
liaison sur récepteurs muscariniques clonés.

Table 2. Inhibition constants obtained from binding experiments
on cloned muscarinic receptors.

Toxines muscariniqgues

mMAChR MT1 MT2 MT3 MT4 MT7

M1 25nM? 364 nM P 78-250 nM ¢ 62 nM ¢ 14 pM 2
M2 *b *b >1puM © >1uM ¢ =10 pM ?
M3 *b *b >1pM © >1uM ¢ =10 pM ?
M4 72nMP  12uMmP® 2nM¢© 87nM°¢ >10puMm?
M5 >260nM P 30uM P >1 pM © >1puM ¢ >10 puM 2@

a : Mourier, 2003 et Fruchart-Gaillard, 2006.

b : Harvey, 2002.

¢ : Bradley, 2000.

*

: pas de liaison

Cette source de récepteurs a également permis
d’identifier de nouvelles toxines, telle que la MT7,
présente en tres faible quantité dans le venin de mamba
(Max et al., 1993a). La toxine MT7 est un antagoniste de
haute affinité et trés sélectif du sous type de récepteur
muscarinique M1 (Jolkkonen et al., 1995a). Cette toxine
semble se lier de fagon quasi-irréversible et de fagon non
compétitive au récepteur M1 (Max et al., 1993b) sur un
site allostérique (Olianas et al., 2000) distinct du site
orthostérique. D’autres études ont ensuite confirmé ces
observations. En effet, la toxine MT7 est capable de
ralentir la cinétique de dissociation d’antagonistes
compétitifs (NMS) alors qu’elle accélére la cinétique de
dissociation des agonistes (ACh) du récepteur
muscarinique M1 (Olianas et al., 2000 ; Krajewski et al.,
2001 ; Mourier et al., 2003 ; Olianas et al., 2004). Une
telle toxine a donc un mode d’action différent sur le
récepteur muscarinique M1, qu’il soit libre, occupé par un
agoniste ou un antagoniste compétitif.

Un tel ligand est qualifié de modulateur allostérique,
c'est-a-dire gqu’il est capable de se lier a son récepteur en
reconnaissant un site topographiquement distinct du site
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orthostérique et ainsi moduler la liaison du ligand
orthostérique a son site, et réciproquement. On parle
alors de complexe ternaire (Tucek et al., 1995 ; Birdsall
et al., 2001 ; Christopoulos et al., 2002).

X X

+ K +

R +A«——RA
K)(I I (I.Kx

XR+A=—=XRA

ﬂ.KA

R = receptor

A = orthosteric ligand
X = allosteric ligand

o = cooperativity factor

Ka = affinity of A for R
Ky = affinity of X for R

Fig. 4. Modéle du complexe ternaire (Birdsall et al.,
2005).

Fig. 4. Ternary complex model (Birdsall et al., 2005).

Dans ce modele ternaire, le ligand orthostérique A et
le modulateur allostérique X se fixent chacun a leur site
respectif sur le récepteur libre avec des constantes
d’affinité respectives Ky et Kx. La modulation allostérique
survient entre les deux ligands lorsque leur liaison au
récepteur se fait de fagcon concomitante. A I'équilibre, le
facteur de coopérativité a caractérise la puissance avec
laguelle les deux ligands sont capables d’affecter chacun
la liaison de l'autre au récepteur. D’aprés ce modele, un
a > 1 décrit une coopérativité positive, un a < 1 décrit
une coopérativité négative et un a = 1 décrit une
coopérativité neutre.

Obtention des toxines muscariniques

La source originale des toxines muscariniques demeure le
venin de différentes especes de mamba africain
essentiellement le mamba vert Dendroaspis angusticeps
et le mamba noir Dendroaspis polylepis. Ces différentes
toxines représentent 0,5 & 1% du venin, et on a pu
estimer a 100 - 180 pg la quantité totale de toxine MT7
obtenue apreés purification d’'un gramme de venin (Carsi
et al., 2000 ; Max et al., 1993a). De toute évidence, ces
quantités sont bien souvent insuffisantes pour permettre
une caractérisation fonctionnelle compléte de chacune
d’entre elles. C’est pourquoi de nombreux laboratoires
ont essayé de les produire par voie recombinante ou
encore par synthése chimique. Ainsi la toxine MT7 a été
produite dans des cellules d’'insectes Sf9 infectées par un
vecteur de type baculovirus (Nasman et al., 2000) ou
encore chez la levure Pischia pastoris (Krajewski et al.,
2001) avec respectivement un rendement maximal de
production de 0,9 mg et 0,15 mg de toxine par litre de
culture. Simultanément, différents laboratoires de
synthése chimique ont réussi a produire différentes
toxines muscariniques, MT7, MT1 et MT3, soit par une
approche dite convergente par assemblage de fragments
peptidiques (Nishiuchi et al., 2000), soit en une seule
étape sur support solide et repliement in vitro (Mourier et
al., 2003) selon un protocole appliqué avec succes pour
des toxines nicotiniques de méme taille et présentant le
méme motif structural a trois doigts (Mourier et al.,
2000). A ce jour, lI'approche chimique demeure la plus
pertinente pour I'obtention de plusieurs milligrammes de
toxine nécessaires a la caractérisation pharmacologique
des toxines mais également pour la production de toxines
modifiées (Fruchart-Gaillard et al., sous presse),

radioactives (Fruchart-Gaillard et al., 2006) ou encore
fluorescentes (Minic et al., 2002).

Marquage des toxines muscariniques

Les toxines MT1, MT2 et MT3 ont été radio-marquées
avec I'*?°l avec succeés par plusieurs groupes (Jerusalinsky
et al., 1992 ; Jolkkonen et al., 1995a ; Waelbroeck et al.,
1996 ; Adem et al., 1997). L'obtention de tels traceurs a
permis de caractériser pharmacologiquement les affinités
de ces toxines pour leurs cibles respectives. En ce qui
concerne la toxine MT7, les premiers essais de radio-
marquage ne furent pas concluants, l'introduction d'un
atome radioactif au sein de cette toxine altérant sa
capacité de liaison a son récepteur. En 2006, I'utilisation
d’'une méthode d’iodation a la lactoperoxidase a permis
d’obtenir le premier traceur peptidique allostérique
hautement sélectif d'un sous-type de récepteur
muscarinique (hM1) (Fruchart-Gaillard et al., 2006). Le
dérivé mono-iodé oxydé au niveau de la méthionine 35
rend cette toxine réversible comparée a la toxine native
et peut ainsi étre utilisé comme traceur pour les études
pharmacologiques. L’affinit¢ de la '*°I-MT7ox a été
caractérisée par des expériences de liaison en cinétique
(Kon et Koff) et a I'équilibre (Kd) sur le récepteur hM1
libre (Figure 5a) et sur le récepteur hM1 occupé par 1 uM
de NMS (Figure 5b). Ces expériences ont été réalisées
sur des membranes CHO exprimant a leur surface le
récepteur M1 humain cloné. Ainsi, l'affinité de la MT7
pour le récepteur libre est de 14,3 £+ 3,1 pM avec un Bpax
de 15,1 + 2,8 pmol/mg de protéine et de 0,92 + 0,02 nM
avec un Bmax de 10,6 = 1,4 pmol/mg de protéine pour le
récepteur occupé par la NMS. Le facteur de coopérativité
déduit de la mesure expérimentale de [l'affinité de la
toxine mono-iodée sur les deux états du récepteur hM1
est de 0,015, indiquant une coopérativité négative entre
la toxine MT7 et la NMS vis-a-vis du récepteur hM1. Un
facteur de coopérativité similaire (a = 0,014) entre la
NMS et la MT7 a été obtenu lorsque I’*H-NMS est utilisé
comme traceur et que les courbes d’'inhibition de liaison
du traceur sont traitées avec I'équation du complexe
ternaire. Dans ce modeéle, l'affinité de la MT7 pour le
récepteur libre est de 29 = 3 pM. Cette valeur est
similaire & celle obtenue avec I'utilisation de *°I-MT70x
comme traceur dans les expériences de compétition a
I’équilibre.

Ainsi, la similarité des constantes d’affinité et des
facteurs de coopérativité concernant la liaison de la MT7
au récepteur hM1 en présence ou non d’un exces de NMS
mesurées directement en utilisant '*I-MT70x ou
indirectement avec °*H-NMS, valide le modéle du
complexe ternaire et confirme la nature réciproque de
cette coopérativité. En outre, la similarité des valeurs de
Bmax Obtenues par des expériences de saturation chaude
en utilisant soit *°1-MT70x (15,1 = 2,8 pmol/mg), soit
3H-NMS (16,4 + 3,3 pmol/mg) suggére que le nombre de
sites de liaison sur le récepteur hM1 pour la toxine
allostériqgue ou pour le ligand orthostostérique est
identique. Cette toxine radio-marquée a également
permis de déterminer ou de confirmer I'affinité de ligands
orthostériques ou allostériques vis-a-vis du récepteurs
hM1.

D’autre part, cette étude a montré que la toxine MT7
se lie a un site allostérique spécifique du récepteur hM1,
site qui chevaucherait partiellement celui des ligands
allostériques dit « classiques » (gallamine) ou
« atypiques » (indolocarbazole).

Site de liaison de la toxine MT7

Une étude exhaustive permettant de délimiter le site
de liaison de la toxine MT7 vis-a-vis du récepteur
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muscarinique hM1 n’a pas encore été réalisée.
Néanmoins, trois mutations de la toxine MT7 ont été
effectuées au niveau des résidus P38Il, K65E (Krajewski
et al., 2001) et R34A (Mourier et al., 2003).
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Fig. 5a. Liaison de la toxine *IMT7ox au récepteur hM1 libre
(Fruchart-Gaillard et al., 2006).

Fig. 5a. Kinetics and equilibrium binding experiments of ***IMT70x
on free hM1 receptor (Fruchart-Gaillard et al., 2006).
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Fig. 5b. Liaison de la toxine ?°IMT70x au récepteur hM1 occupé
par 1uM de NMS (Fruchart-Gaillard et al., 2006).

Fig. 5b. Kinetic and equilibrium binding experiments of ***IMT70x
on occupied hM1 receptor (Fruchart-Gaillard et al., 2006).

La toxine F38I se lie toujours de facon spécifique au
récepteur hM1, mais cette mutation affecte l'irréversibilité
de cette liaison. Ainsi, la Phe38 contribuerait a la stabilité
du complexe toxine-récepteur mais ne participerait pas a
la sélectivité d’interaction de MT7. La mutation K65E
n’affecte quant a elle ni la sélectivité ni l'irréversibilité de
la liaison de la toxine MT7 au récepteur hM1. Cependant,
cette mutation ne permet plus a la toxine de ralentir la

dissociation de la NMS, suggérant que I'extrémité C-
terminale jouerait un rdle critique dans la formation du
complexe ternaire entre la toxine, la °H-NMS et le
récepteur hM1. Aprés modification de I'Arg34 (R34A), la
liaison de la toxine au récepteur hM1 devient réversible
et une diminution de I'affinité d'un facteur 100 est
observée dans les expériences de liaison a I'’équilibre. Ce
résultat indique I'importance de ce résidu Arg34 situé en
bas de la boucle Il de la toxine dans la liaison de celle-ci
a un récepteur libre. Par ailleurs, la modification de ce
résidu provoque une diminution d’un facteur 10 de I'effet
de cette toxine sur la dissociation de la *H-NMS. Ce
résultat est en faveur du rbéle de ce résidu chargé dans
I'interaction allostérique de la MT7 vis-a-vis d'un
récepteur occupé par la NMS.

Etudes fonctionnelles

L’interaction de la toxine MT7 avec le récepteur M1 a été
étudiée non seulement par des techniques
pharmacologiques permettant d’évaluer directement ses
propriétés de liaison, mais aussi a l'aide d’approches
fonctionnelles visant a évaluer I'effet agoniste ou
antagoniste de la toxine sur les processus d’activation du
récepteur. Ces effets peuvent étre mesurés a trois
niveaux distincts de la cascade d’activation suite a la
fixation d’'un agoniste (ACh, CCh) : la fixation du GTP sur
la protéine G a laide de [*S]GTPgS, I'accumulation
d’inositol triphosphate avec de I'®*H]-1P3 ou la mesure du
relarguage de Ca®* intracellulaire en utilisant des sondes
fluorescentes appropriées. Ces trois approches ont été
utilisées pour étudier I'effet de la toxine MT7, mettant en
évidence ses propriétés antagonistes (Max et al., 1993c ;
Olianas et al., 2000) ainsi que pour identifier des zones
d’interaction de la toxine sur le récepteur M1 (Kukkonen
et al., 2004). Cette derniere étude a permis de
démontrer le réle majeur de la boucle extracellulaire e2
du récepteur dans l'interaction de la MT7. Par ailleurs,
des études ont aussi été effectuées sur des préparations
musculaires enrichies en certains sous-types de mAChR
(vas deferens : M1 ; oreillettes cardiaques ou utérus :
M2 ; iléon : M3) afin d’étudier I'effet de certaines toxines,
MT1 et MT2 principalement, sur ces préparations. Des
propriétés agonistes de ces toxines ont ainsi été
suggérées a l'aide de ces expériences (Jerusalinsky et al.,
1994, 1995). Concernant la toxine MT7, son effet
antagoniste a forte concentration a été décrit sur le
muscle anococcygeus de lapin, sensé contenir une forte
densité de récepteurs M4 présynaptiques (Gross et al.,
1997).

Effet in vivo

Dans le but d’exploiter in vivo les propriétés uniques de
la toxine MT7 en termes de sélectivité et d’affinité, et
d’étudier le role des récepteurs M1 au niveau du systeme
nerveux central, différentes études ont été conduites
pour évaluer l'effet de la MT7 aprés injection chez
I'animal. Par exemple, une approche autoradiographique
a montré que l'injection de MT7 dans le striatum du rat
provoquait un blocage prolongé des récepteurs
muscariniques M1 présents en grande quantité dans cette
région, mettant ainsi en évidence la faible implication de
ce sous-type de récepteur dans l'activité motrice
spontanée (Liang et al., 2001). Par ailleurs, le rble du
striatum dans certaines fonctions cholinergiques a été
étudié en suivant I'expression de Fos induite par la
pilocarpine. L'implication spécifique du sous-type M1 a
été mise en évidence apres l'injection stéréotaxique de
MT7, confirmant que cette toxine est un outil
particulierement bien adapté a I'’étude fonctionnelle de ce
récepteur (Wirtshafter, 2006).
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Bien qu’appelées toxines, les toxines muscariniques
sont des composés de trés faible toxicité puisque leur
dose létale n'a pas pu étre mesurée avec précision
(Jerusalinsky et al., 1997), mais semble supérieure a 50
ug/g chez la souris (Joubert, 1985). Du fait de
I'implication des récepteurs muscariniques dans un grand
nombre de processus physiologiques, I'effet de certaines
toxines a été évalué in vivo et plus particulierement dans
les processus cognitifs. Le groupe de D. Jerusalinsky a,
entre autres, montré un effet cholinomimétique
facilitateur des toxines MT1 et MT2, aprés injection dans
la zone dorsale de [I'hippocampe, dans des téaches
d’apprentissage et de consolidation de la mémoire chez le
rat (Jerusalinsky et al., 1993, 1995 ; Harvey et al.,
2002). A Tlinverse, la toxine MT3 semblerait provoquer
une amnésie rétrograde dans ces mémes tests
(Jerusalinsky et al., 1998). La toxine MT7 n'a pas été
étudiée par ce type d’approche.

Conclusion

Du fait de ses propriétés pharmacologiques et
fonctionnelles uniques en termes de haute affinité et de
trées grande sélectivité, la toxine MT7 est un outil
particulierement bien adapté a I'étude du récepteur
muscarinique M1. Cette toxine a d'ores et déja permis
d’apporter des informations importantes sur la
localisation et I'implication fonctionnelle du récepteur M1,
entre particulier au niveau de certains processus cognitifs
ou pathologiques impliquant Ila neurotransmission
cholinergique centrale, mais aussi au niveau neuro-
musculaire ou ce récepteur est présent en tres faible
quantité. D’autre part, la toxine MT7 est a I’heure actuelle
le seul ligand allostérique spécifique du récepteur M1,
accessible sous forme radiomarquée ou fluorescente,
permettant ainsi une étude pharmacologique directe sur
ce site d’interaction. Enfin, des études récentes laissent
entrevoir que cette toxine pourrait aussi étre exploitée
pour aborder la question importante du réle et de la
nature de la dimérisation des RCPG et plus
particulierement de celui du récepteur M1.
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Abstract

Datura stramonium is a well known plant containing anticholinergic substances. Some gardeners
cultivate Datura species as decorative plants. Earlier, most poisonings were accidental, but now they
are often intentional because some young people use various parts of the plant as a psychoactive
substance. This is the case report about Datura stramonium poisoning in Kaunas Medical University
Hospital, which is a typical example of anticholinergic syndrome induced by Datura species plants.

Utilisation récréative de Datura stramonium : a propos de trois cas

Datura stramonium est une plante trés connue qui renferme des substances anticholinergiques.
Certains jardiniers la cultivent comme plante décorative. Autrefois, les empoisonnements étaient
essentiellement accidentels, mais de nos jours certains jeunes utilisent diverses parties de la plante
pour leurs propriétés psychoactives. Nous rapportons le cas de trois jeunes qui ont été hospitalisés au
Kaunas Medical University Hospital aprés avoir ingéré Datura stramonium et qui présentaient le
tableau typique du syndrome anticholinergique provoqué par Datura.

Keywords : Datura stramonium, Jimson Weed, psychoactive substance, recreational use.

Introduction

Datura stramonium (Jimson Weed) is a well known
plant (Figure 1) containing anticholinergic substances
such as scopolamine, atropine, hyoscyamine also
entering in the homeopathic stramonium composition.
As other Datura species, it is found growing wildly in
both urban and rural areas in many regions of the
world. Some gardeners cultivate different Datura
species as decorative plants (Kajokas, 2002). The taste
and shape of Datura stramonium fruit would make it
unattractive both to people and animal, so till 1980’s,
poisonings by this plant resulted predominantly from
unintentional childhood poisonings (Al-Shaikh and
Sablay, 2005).

Hallucinogenic properties of Datura stramonium
were known for centuries and, in the past, people used
it during religious rituals and for other magical or
medicinal purposes. During the past 30 years the
deliberate use of this plant by young adults for its
hallucinogenic effects was widely described. Various
parts of Datura species plants may be used to prepare
tea or cigarettes from leafs, to eat seeds, etc.

Consumption of any part of the plant can cause
severe anticholinergic toxicity but the highest
concentration of toxins is in the seeds. Clinical
symptoms are the same as in atropine poisoning
(blurred vision and mydriasis, tachycardia, tachypnoea,
dry mouth, dry and flushed skin, nausea, vomiting,
hyperthermia, hypertension, urine retention,
disorientation, agitation, hallucinations, sedation from
drowsiness to coma) but can last significantly longer,
even one or two weeks (Kajokas, 2002).

Treatment of poisoning usually consists of gastro-
intestinal decontamination and supportive care.

Physostigmine as antidote is considered only in severe
cases, when seizures, severe agitation, coma and/or
high fever are present (Forno and Terry, 1998 ; Thabet
et al., 1999 ; Salen et al., 2003).

Fig. 1. Datura stramonium or Jimson Weed (photo of
Nomeda Velaviciene, Lithuania).

Fig. 1. Datura stramonium ou herbe de Jimson.

Case report

Three young persons were delivered to Kaunas Medical
University Hospital Emergency department at the same
time. All of them were brought from the same place
and all had the same clinical symptoms: dilated pupils,
red face, dry mouth, hallucinations, delirium,
tachycardia, tachypnoea and slight hyperthermia. Two
young men (age 19 and 20 years) were hospitalized to
the intensive care unit and the 14 years old girl was
hospitalized to the pediatric intensive care unit.
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The history of illness was reported by the girl’'s
brother who visited his sister and found her and two
other young men disorientated. Another brother
informed that his sister roasted pancakes from the
ground potatoes (national Lithuanian dish) and added
to the paste the ground fruits of green colour,
resembling to Datura stramonium fruit. The time from
exposure to clinical symptoms occurrence wasn’t
known. The girl had probable seizures at home, because
when she was found her clothes were wet with urine.

All of them had normal laboratory findings. The use of
narcotics was not confirmed. The diagnosis of poisoning by
Datura stramonium was estimated according to case history
and similar clinical findings for all three patients. All of them
were treated in intensive care units for only one day and all
symptoms resolved after general gastrointestinal de -
contamination (gastric lavage and single dose of activated
charcoal) and symptomatic treatment (sedation and
intravenous crystalloid fluids).

Both young men were discharged from the hospital
after one day treatment and the girl was discharged

two days later without any residual symptoms of
poisoning.
Discussion

In the past, reports about accidental poisonings after con-
sumption of parts of Datura species plants were common
(Chang et al., 1999 ; Havelius and Asman, 2002 ; Firestone
and Sloane, 2007 ; Spina and Taddei, 2007). Nowadays, the
more actual problem is the increasing use of various
psychoactive substances among young people in the most
countries of the world (Forrester, 2006 ; Spina and Taddei,
2007). This part of population is constantly looking for new
possibilities of recreation. Therefore, there are many case
reports about intentional Datura species use for recreational
purpose in the literature.

We reviewed medical references of the last ten years
about the cases of poisonings induced by Datura
stramonium or the other Datura species. In most cases
there were adolescents and young people who used
Datura species as psychoactive substances (Tiongson
and Salen, 1998 ; Francis and Clarke, 1999 ; Boumba
et al., 2004 ; Al-Shaikh and Sablay, 2005 ; Spina and
Taddei, 2007). So we can conclude that our case is a
typical example of intentional Datura stramonium use
for recreational purpose. Various types of consumption
are mentioned in the references : smoking or chewing
leafs, preparing tea from leafs, eating seeds (Francis
and Clarke, 1999 ; Salen et al., 2003 ; Boumba et al.,
2004 ; Dyer, 2004 ; Spina and Taddei, 2007). This case
is a little bit different because entire fruits were used as
a component of traditional Lithuanian dish. This way of
use improved the taste of Datura stramonium.

The typical clinical symptoms of such poisonings
referred in the literature are the same as in atropine
overdose: mydriasis, tachycardia, agitation,
hallucination and confusion (Forno and Terry, 1998 ;
Tiongson and Salen, 1998 ; Thabet et al., 1999 ; Salen
et al., 2003 ; Forrester, 2006). In our case all these
symptoms appeared in all three patients. The main
diagnostic problem in such kind of poisonings is that
some other anticholinergic substances can induce
similar clinical symptoms and the routine drug
screenings do not detect these agents (Forno and Terry,
1998). For this reason it is very important to know
objective and true case history. In our case, the only
one possibility to estimate the cause of anticholinergic
syndrome was anamnestic data.

From the reviewed references it is obvious that the
gastrointestinal decontamination and supportive treatment of
such poisonings is effective in most cases (Tiongson and
Salen, 1998 ; Francis and Clarke, 1999 ; Thabet et al.,
1999 ; Salen et al., 2003 ; Forrester, 2006). In our case, all
three patients were successfully treated in that way.

In the literature review were reported some lethal
cases of poisonings by Datura species (Forno and Terry,
1998 ; Boumba et al., 2004) or cases with shocking
consequences, such as self-amputation of penis and
tongue after Datura sanguinea consumption (Marneros
et al., 2006). So we must enjoy that in our case all
three young patients recovered without any
complications.

Conclusions

We suppose that, in this case, the young people had
some approximate information about recreational use of
Datura stramonium fruits. Manifestation of poisoning
was the typical example of anticholinergic syndrome
induced by the plant.

In Lithuania, the use of such poisonous plants is not
forbidden, so intentional poisonings can become a
problem. We consider that it is necessary to discuss
about the possibility to restrict both cultivation and use
of Datura species.

References

Al-Shaikh A.M., Sablay Z.M. (2005) Hallucinogenic plant poisoning
in children. Saudi Med. J. 26:118-21.

Boumba VA, Mitselou A, Vougiouklakis T. (2004) Fatal poisoning
from ingestion of Datura stramonium seeds. Vet. Hum.
Toxicol. 46:81-2.

Chang S.S., Wu M.L., Deng J.F., Lee C.C., Chin T.F., Liao S.J.
(1999) Poisoning by Datura leaves used as edible wild
vegetables. Vet. Hum. Toxicol. 41:242-5.

Dyer S. (2004) Plant exposures: wilderness medicine. Emerg.
Med. Clin. North Am. 22:299-313, vii.

Firestone D., Sloane C. (2007) Not your everyday anisocoria:
angel's trumpet ocular toxicity. J. Emerg. Med. 33:21-4.

Forno F.J. Jr, Terry R.A. (1998) Accidental ingestion of jimsonweed
by an adolescent. J. Am. Osteopath. Assoc. 98:502-4.

Forrester M.B. (2006) Jimson weed (Datura stramonium)
exposures in Texas, 1998-2004. J. Toxicol. Environ. Health A
69:1757-62.

Francis P.D., Clarke C.F. (1999) Angel trumpet lily poisoning in
five adolescents: clinical findings and management. J. Paediatr.
Child. Health 35:93-5.

Havelius U., Asman P. (2002) Accidental
exposure to Angel's trumpet (Datura suaveolens).
Ophthalmol. Scand. 80:332-5.

Kajokas T.V. (2002) Cholinolytic  poisons.  Atropine,
hyoscyamine, scopolamine. In: Kajokas T.V., Surkus J., Stonys
A., et al. Clinical Toxicology, Kaunas, pp. 460-1.

Marneros A., Gutmann P., Uhimann F. (2006) Self-amputation of
penis and tongue after use of Angel's Trumpet. Eur. Arch.
Psychiatry Clin. Neurosci. 256:458-9.

Salen P., Shih R., Sierzenski P., Reed J. (2003) Effect of
physostigmine and gastric lavage in a Datura stramonium -
induced anticholinergic poisoning epidemic. Am. J. Emerg. Med.
21:316-7.

Spina S.P., Taddei A., (2007) Teenagers with Jimson weed
(Datura stramonium) poisoning. CJEM 9:467-8.

Thabet H., Brahmi N., Amamou M., Ben Salah N., Hédhili A.,
Yacoub M. (1999) Datura stramonium poisonings in humans.
Vet. Hum. Toxicol. 41:320-1.

Tiongson J., Salen P. (1998) Mass ingestion of Jimson Weed by
eleven teenagers. Del. Med. J. 70:471-6.

mydriasis from
Acta




Toxines et fonctions cholinergiques neuronales et non neuronales
Rencontres en toxinologie, 2008
Editions de la SFET

89

Acces libre en ligne sur le site http://www.sfet.asso.fr, avec autorisation des auteurs

L'acéetylcholinestérase et les venins de serpents

Jean MASSOULIE

Laboratoire de Neurobiologie, CNRS UMR 8544, Ecole Normale Supérieure, 46 rue d'Ulm, 75005 Paris.

Tél : (33) 1 44 32 38 91 ; Courriel : jean.massoulie@ens.fr

Résumé

Les venins de certains serpents Elapidae ont beaucoup contribué a I'étude de I'acétylcholinestérase
(AChE). En effet, le venin des mambas (genre Dendroaspis) contient la fasciculine, une toxine
peptidique inhibant spécifiquement I'AChE. La fasciculine permet d‘analyser I'activité catalytique de
I’AChE et surtout sa localisation fonctionnelle in vivo, de maniére dynamique. Inversement, le venin
d’autres Elapidae (genre Bungarus) contient un variant d’épissage spécifique d'AChE, un monomeére
soluble sécrété par la glande a venin. Cela est surprenant car cette enzyme ne semble pas contribuer

a la toxicité du venin.

Acetylcholinesterase and snake venoms

The venoms of Elapidae snakes have provided useful tools for the study of acetylcholinesterase
(AChE). In fact, the venom of mambas (genus Dendroaspis) contains a polypeptide toxin, fasciculin,
which specifically inhibits AChE. Fasciculin has been used for detailed analysis of the catalytic
mechanism of AChE and for investigating its localization and dynamics in vivo. The venoms of other
Elapid snakes (genus Bungarus) are devoid of fasciculin but they contain a specific splice variant of
AChE, a soluble monomer secreted by the venom gland. This is puzzling because AChE does not

seem to contribute to the venom toxicity.

Keywords : Acetylcholinesterase, fasciculin, shake venom, splicing variant.

Certains venins de serpents contiennent
de I'acétylcholinestérase, et d'autres des
toxines inhibant I'acétylcholinestérase

Au cours de la transmission nerveuse cholinergique,
I'acétylcholine est libérée par les terminaisons
présynaptiques, active les récepteurs nicotiniques ou
muscariniques, puis est rapidement hydrolysée par
I'acétylcholinestérase (AChE). Cette enzyme joue donc
un role essentiel dans I'excitabilité des systémes
nerveux central et périphériques des Vertébrés et
invertébrés. En particulier, elle intervient dans le
contrble de la contraction musculaire chez les Vertébrés
et certains invertébrés comme les Nématodes, les
Annélides et les Mollusques, mais pas chez les
Arthropodes ni surtout les Insectes (Gerschenfeld,
1973). Un blocage de I'AChE entraine une paralysie, ce
qui explique qu'elle soit la cible de toxiques puissants,
naturels comme le sont certains alcaloides (ésérine) ou
synthétiques, utilisés comme gaz de combat ou comme
pesticides (Koelle, 1963). Il n'est donc pas surprenant
que certains venins de serpents contiennent des toxines
inhibant I'AChE, comme la fasciculine du venin de
mamba (genre Dendroaspis ; Karlsson et al., 1984). Il
est plus inattendu de trouver I'AChE elle-méme dans le
venin d'autres serpents, comme le bungare (genre
Bungarus ; Kumar et Elliott, 1973). Ces deux types de
venins ont contribué de facon importante a la
connaissance de I'AChE.

Variants d'épissage de I’AChE et
existence d'un variant spécifique pour
I’AChE de venin d'Elapidae

Il convient tout d'abord de présenter la structure

moléculaire de I'AChE, présente dans les tissus
cholinergiques des Vertébrés ou des invertébrés
(Massoulié et al., 1993). L'AChE est codée par plusieurs
génes chez certains invertébrés, et par un géne unique
chez les Vertébrés, mais qui peut engendrer plusieurs
variants par épissage alternatif dans la région 3' des
transcrits : a partir du dernier exon codant le domaine
catalytique, I'épissage peut utiliser plusieurs sites
accepteurs, ce qui place différents segments d'ARN en
position codante, produisant divers types de peptides
C-terminaux (Massoulié, 2002). Ces peptides n‘ont pas
d'influence sur [Il'activité catalytique d'hydrolyse de
I'acétylcholine, mais déterminent la localisation
fonctionnelle de I'AChE, soit en assurant son ancrage
dans les membranes cellulaires soit en l'intégrant dans
la matrice extracellulaire.

L'AChE des Insectes, certaines AChE de Nématodes,
et un variant d'épissage d'AChE des poissons
Elasmobranches (en particulier la torpille) et des
Mammiféres correspond a un variant appelé H, pour
"hydrophobe"”. En effet, le peptide C-terminal de ces
enzymes (peptide h) posséde une région hydrophobe et
constitue un signal d'addition d'un motif
glycophosphatidylinositol (GPl ; Silman et Futerman,
1987 ; Haas et al., 1988 ; Coussen et al., 2001). Cette
modification post-traductionnelle intervient au cours de
la synthése de la chaine protéique : le peptide C-
terminal est clivé en amont de sa région hydrophobe et
un glycolipide pré-assemblé est transféré par
transamidation sur le nouveau résidu C-terminal,
appelé résidu w. La partie conservée du peptide C-
terminal contient une ou parfois deux cystéines, qui
permettent I'association de deux sous-unités en
dimeres covalents. La forme moléculaire finale consiste
donc en un dimére dont les deux sous-unités sont
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associées par un pont disulfure et sont ancrées a la

surface des cellules par un glycolipide GPI lié a leur
extrémité C-terminale.

Les peptides C-terminaux h des invertébrés, des
Vertébrés primitifs (Elasmobranches) et des
Mammiferes possédent quelques caractéristiques
communes (présence d'une ou deux cystéines, site w,
région hydrophobe) mais pas d'homologie de séquence.
De plus, le variant d'AChE de type H n'existe pas chez
les poissons Téléostéens, les Batraciens, les Reptiles, ni
les Oiseaux. Il semble donc que des peptides de type h
aient été créés a diverses reprises au cours de
I'évolution. Chez les Mammiféres, le variant H d'AChE
ne semble d'ailleurs pas jouer un réle important dans le
systéme cholinergique car il est essentiellement
exprimé dans les cellules sanguines (érythrocytes,
lymphocytes) et la suppression de la région codant le
peptide h chez la souris n'entraine pas de pathologie
(Camp et al., 2005 ; Girard et al., 2006).

Le principal variant d'AChE qui existe chez tous les
Vertébrés, et qui correspond a I'enzyme exprimée dans
les tissus cholinergiques des Vertébrés supérieurs, se
caractérise par un peptide C-terminal de 40 résidus,

extrémement bien conservé depuis les poissons
cartilagineux (torpille) jusqu'aux Mammiféres. Un
peptide homologue existe aussi dans la butyryl-

cholinestérase qui ne présente pas d'autre variant. Ces
peptides sont appelés "peptides t", pour "tailed", parce
qu'ils permettent I'association des cholinestérases de
type T avec des protéines structurales comme un
collagéne spécifique appelé ColQ ("queue™), ce qui
produit les formes moléculaires pourvues d‘'une "queue"
("tail") collagénique (Feng et al., 1999).

Le peptide t contient sept résidus aromatiques, dont
trois tryptophanes séparés régulierement par 6 résidus,
qui sont absolument conservés dans les peptides t
d'AChE et de butyrylcholinestérase de tous les
Vertébrés. Le peptide t s'organise en hélice a, et tous
les résidus aromatiques sont groupés dans un méme
secteur, formant une face hydrophobe qui peut interagir
avec des micelles de détergents (Bon et al., 2004).
Cependant, le rdle de cette organisation est de
permettre l'assemblage d'oligoméres dans lesquelles
les surfaces hydrophobes sont associées. C'est ainsi que
les sous-unités d'AChE ou de butyrylcholinestérase de
type T peuvent rester monomériques ou s'assembler en
dimeres ou tétrameres (Bon et Massoulié, 1997).

L'association hétéro-oligomérique avec le collagene
ColQ repose sur la formation d'un cylindre (“coiled coil")
de quatre peptides t autour d'un motif peptidique riche
en prolines, appelé PRAD ("Proline Rich Attachment
Domain"), qui existe dans la région N-terminale non
collagénique de ColQ (Bon et al., 1997 ; Dvir et al.,
2004). Le PRAD est organisé en hélice de type
polyproline 11, beaucoup plus étirée qu'une hélice a, et
il remplit I'espace central du cylindre formé par les
quatre peptides t, les cycles des prolines étant apposés
aux tryptophanes des peptides t. Les sous-unités
cholinestérasiques de type T s'associent de maniére
analogue, mais pas identique, avec une protéine
membranaire appelée PRIMA (“Proline Rich Membrane
Anchor"), qui assure leur ancrage dans les membranes
cellulaires (Perrier et al., 2002, 2003 ; Noureddine et
al., 2007, 2008). Le complexe de I'AChE; avec PRIMA
constitue la forme enzymatique fonctionnelle dans le
cerveau des Mammiféres ; il existe aussi dans les
muscles, mais ce sont les formes associées a ColQ qui
sont prédominantes au niveau des jonctions
neuromusculaires.

Lorsqu'il n'y a pas d'épissage aprées le dernier exon
codant le domaine catalytique, on obtient un variant
d'AChE appelé R, pour "Readthrough". Ce variant,
produit par défaut d'épissage, se rencontre surtout aux
stades embryonnaires et il est toujours mineur.
Cependant, il augmente sous l'effet d'un stress,
notamment dans le cerveau de souris soumises a un
stress de contention ou exposées a un poison anti-
cholinestérasique, ou dans des cellules en culture
soumises a un choc thermique (Perrier et al., 2005).
Les études du groupe de H. Soreq indiquent que ce
variant est impliqué dans la réponse au stress, mais
aussi dans différents états pathologiques, en particulier
dans des affections auto-immunes comme la
myasthenia gravis (Kaufer et al., 1998 ; Meshorer et
al., 2002 ; Brenner et al., 2003).

Torpedo,
Mammiféres

2 3 ¢ R H T
Autres
Vertébrés

2 3 4 R? T
Bungarus 9

2 3 4 R? T S

Fig. 1. Epissage alternatif dans la région 3’ des transcrits d’AChE
des Vertébrés. Les exons codant le domaine catalytique (2, 3 et
4) sont indiqués en gris foncé. Les épissages possibles en 3’ sont
indiqués par des lignes en pointillés. Les régions codantes
alternatives sont désignées par des lettres, R, H, T, S (bien
qu’elles soient parfois appelées “exons”, cette homenclature est
impropre puisque leur extrémité 3’ correspond a un codon stop
et non a un site d'épissage). R (“Readthrough™) résulte d'un
défaut d'épissage, et produit des monomeéres solubles. H
(“Hydrophobe”) produit des diméres ancrés dans les membranes
cellulaires par un glycolipide (GPI). Ces deux variants n’ont été
montrés que chez les Elasmobranches et les Mammiféres. T
(“Tailed”) produit le variant majoritairement exprimé dans les
tissus cholinergiques ; il existe chez tous les Vertébrés. S
(“Serpent”) produit ’AChE monomérique sécrétée dans le venin
de Bungarus. Chez les Mammiféres, I'épissage alternatif en 3’
peut se combiner avec un polymorphisme complexe en 5’
(Meshorer et al., 2004). Ce schéma n’est pas a I'’échelle.

Fig. 1. Alternative splicing at the 3’ end of Vertebrate AChE
transcripts. Exons encoding the common catalytic domain are in
dark grey. Possible splicing patterns in 3’ are indicated by dashed
lines. Alternative coding regions are indicated by letters, R, H, T,
S (their 3’ extremity corresponds to stop codons, and not to
splice sites, so that they cannot be properly called “exons”). R
(“Readthrough”) results from a lack of splicing, it produces
soluble monomers. H (“Hydrophobic”) produces GPIl-anchored
dimers. These two variants have only been observed in
Elasmobranchs and Mammals. T (“Tailed”) produces the major
variant in cholinergic tissues, it exists in all Vertebrates. S
(“Snake”) produce secreted AChE monomers in Bungarus venom.
In Mammals, alternative splicing in 3° may be combined with a
complex polymorphism in 5 (Meshorer et al., 2004). This
scheme is not to scale.

Comme les autres Vertébrés, les serpents possedent
le variant T dans leurs tissus cholinergiques, en
particulier leurs muscles. Cependant, les venins de
certains serpents Elapidae, des genres Bungarus et
Naja, contiennent un variant d'AChE spécifique, appelé
S pour "serpent"” ou "sécrété" (Cousin et Bon, 1999). Il
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s'agit d'une forme monomérique, soluble, qui résulte
d'un épissage vers un site accepteur situé en aval de
celui qui produit le variant T (Cousin et al., 1996a,
1996b, 1998). Le peptide C-terminal correspondant ne
permet ni un ancrage membranaire, comme le peptide
h, ni des assemblages oligomériques comme le peptide
t, mais seulement la formation de monomeres qui sont
sécrétés dans le venin. Ce peptide possede la
caractéristique d'étre clivé lors de la sécrétion.

L'AChE de bungare s’exprime mieux que
celle de Mammifére dans des cellules
COS transfectées

Nous avons observé que la production d'AChE de venin
de bungare recombinante, dans des cellules COS
transfectées, était beaucoup plus élevée que celle
d'AChE de rat ou d'AChE humaine, dont les séquences
codantes (ADNc) étaient insérées dans les mémes
vecteurs (Morel et Massoulié, 2000). Nous avons
cherché a savoir si cette différence provenait de la
transcription des ARN messagers, de leur traduction en
polypeptides, ou d'une étape post-traductionnelle. Nous
avons observé que le rapport entre la production
d'AChE de venin de bungare et celle d’AChE de rat dans
des ovocytes de xénope aprés une injection d'ADNc
était bien supérieur a ce rapport apres injection d'ARN
messager, ce qui implique que la différence provient
surtout de I'étape de transcription. Cela a été vérifié en
quantifiant les niveaux d'ARN messager dans les
cellules COS transfectées. De plus, nous avons trouvé
que cette différence subsistait lorsque I'ADNc était
inversé dans le vecteur, de sorte qu'il n'y avait aucune
production d'AChE. Ces observations montrent que la
séquence codante d‘'une protéine peut affecter son
niveau d'expression par la présence d'éléments de type
"enhancer" influencant en cis la transcription du geéne.
Cela n'est pas trés surprenant, puisque l'on sait que les
introns peuvent contenir des éléments régulateurs en
cis, ce qui a été montré par exemple dans le cas de
I'AChE de rat. Pourtant, ce type de régulation est
souvent négligé pour des raisons méthodologiques,
lorsqu'on détermine le niveau d'expression d'un gene
en remplagant la séquence codante par celle d'une
protéine rapporteur, comme la luciférase.

La fasciculine, un outil puissant pour
I'étude de I'AChE

La fasciculine posséde une structure semblable a
d'autres toxines "a trois doigts" de venins d'Elapidae
(Le Du et al., 1992), par exemple la bungarotoxine qui
a permis la caractérisation moléculaire du récepteur
nicotinique de l'acétylcholine (Changeux et al., 1970).
Il est intéressant que la méme structure générale ait
permis I'apparition de toxines spécifiques de diverses
macromolécules cholinergiques (Taylor et al., 1994 ;
Fruchard-Gaillard et al., 2006). La fasciculine a une tres
forte affinité pour I'AChE et de nombreuses études,
dont cristallo-graphiques, ont montré qu'elle se fixe a
son site périphérique (Karlsson et al., 1984 ; Bourne et
al., 1995 ; Harel et al., 1995 ; Rosenberry et al., 1996),
situé a I'entrée de la gorge catalytique par laquelle les
substrats doivent passer pour accéder au site actif
(Mallender et al., 2000). La fixation de fasciculine réduit
considérablement I'hydrolyse en bloquant I'accés de
I'acétylcholine au site catalytique, mais ce blocage n'est
pas complet (Karlsson et al., 1984 ; Marchot et al.,
1993 ; Bui et al.,, 2004). Ainsi, le complexe AChE-
fasciculine possede une activité résiduelle de 1-5% et il
semble que l'effet de la fasciculine pourrait étre en

partie allostérique (Karlsson et al., 1984 ; Marchot et
al., 1993 ; Eastman et al., 1995 ; Radic et al., 1995 ;
Mallender et al., 1999). La fasciculine inhibe davantage
I'AChE des Mammiféres que celle d'autres Vertébrés, en
raison de l'absence de certains résidus aromatiques du
site périphérique. La fasciculine est donc un outil trés

pertinent pour analyser en détail le mécanisme
catalytique des AChE.
L'utilisation de fasciculine marquée, soit

radioactivement, soit par des colorants fluorescents, a
permis d'analyser la localisation précise et le
renouvellement des molécules d'AChE, notamment
dans les jonctions neuromusculaires (Anglister et al.,
1998 ; Krejci et al., 2006 ; Martinez-Pena y Valenzuela
et al., 2007).

Conclusion : quelles relations entre les
venins de serpents et I'AChE ?

Les relations entre les venins de serpents et I'AChE sont
complexes et pas toujours comprises. Par exemple, on
ne sait pas si la présence d'AChE dans certains venins
joue un réle dans leur toxicité : en effet, l'injection
d'AChE purifiée a partir de ces venins n'a montré
aucune toxicité de I'AChE elle-méme, et inversement
des venins dont I'AChE avait été éliminée par
adsorption spécifique gardaient la méme toxicité,
d'apreés les tests conventionnels de détermination de la
DLso chez la souris (Cousin et al., 1996b).

De méme, il serait trés intéressant d‘'analyser la
synergie éventuelle entre la fasciculine et d'autres
composants du méme venin. Par ailleurs, I'apparition
chez certaines espéces d'un épissage particulier
permettant la sécrétion d'AChE dans le venin et sa
relation avec I'AChE tissulaire mériteraient d'étre
analysées d'un point de vue phylogénétique.

Quoi qu'il en soit, I'AChE et la fasciculine offrent un
exemple parfait de I'utilité pour les chercheurs de ces
outils extraordinaires que sont les molécules issues de
venins de serpents.
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Résumé

L’acétylcholinestérase (AChE) participe a I’'homéostasie de I'acétylcholine (ACh) dans les systéemes
nerveux central et périphérique en hydrolysant efficacement ce neuromédiateur. AChE est inhibée par
les fasciculines, des miniprotéines de la famille des toxines a trois doigts, isolées de venins de serpents.
L’'inhibition résulte d’'une interaction des deux premiers doigts de la toxine avec le site périphérique
anionique de I’AChE, site de fixation transitoire du substrat avant que celui-ci transite vers le site
catalytique. La structure 3D du complexe montre la remarquable étendue de I'interaction entre I’AChE et
la fasciculine et suggére que la toxine empéche I'entrée de I’ACh dans le site catalytique. Cependant la
cinétique enzymatique montre que la modification du trafic de I’ACh n’est pas la cause primaire de
I'inhibition. La stabilité de cette interaction et la possibilité de marquer la toxine sans modification
majeure de ses propriétés d’interaction ont permis I'utilisation de la fasciculine 2 pour visualiser ’AChE
au niveau de la jonction neuromusculaire avec une résolution inégalée : les procédures de marquage
sont simples, la pénétration dans I’espace synaptique est efficace et I'interaction est quantitative. Mais la
sensibilité du marquage est faible, I’AChE n’est pas détectable efficacement dans le cerveau avec cette
méthode. La stabilité de l'interaction AChE-fasciculine 2 permet aussi de suivre, au cours du temps, la
stabilité et le renouvellement de I’AChE dans une jonction neuromusculaire in vivo.

Use of fasciculin 2, a snake venom toxin, to study acetylcholinesterase in
vivo : advantages and disadvantages

Acetylcholinesterase (AChE) contributes to homeostasis of the neuromediator, acetylcholine (ACh), in
the central and peripheral nervous systems, through efficient hydrolysis of this neuromediator. AChE is
inhibited by the fasciculins, which are miniproteins of the three fingers toxin family, isolated from snake
venoms. The inhibition results from the interaction of the first two fingers of the toxin with the peripheral
anionic site of AChE, a surface site where the substrate binds before being directed to the catalytic site.
The 3D structure of the complex shows a large interaction surface area between AChE and fasciculin and
suggests that the toxin prevents the entry of ACh into the catalytic centre. However, the enzymatic
kinetics shows that alteration of ACh trafficking is not the primary cause of the inhibition. The stability of
the interaction and the possibility to label the toxin without modifying its interaction properties have
permitted the use of labelled fasciculin 2 to visualize AChE at the neuromusucular junction with an
unequalled resolution : the labelling procedure is easy, the penetration in the synaptic space is efficient
and the interaction is quantitative. But the sensitivity of the labelling is low, AChE in the brain is not
easily detectable by this method. The stability of the AChE-fasciculin 2 interaction also allows one to
follow, during time, the stability and replacement of AChE in vivo at the neuromuscular junction.

Keywords : Acetylcholine, brain, confocal microscopy, electron microscopy, neuromuscular junction.

Introduction

L'acétylcholinestérase (AChE) est I'enzyme majeure de
dégradation de l'acétylcholine (ACh) dans le systéme
nerveux central et périphérique. Sa concentration est
particuliérement élevée dans la synapse cholinergique la
plus accessible, la jonction neuromusculaire (JNM).
L'hydrolyse de I’ACh dépend des remarquables propriétés
catalytiques de l'enzyme, une des plus rapides connues,
mais aussi de la densité des sites catalytiques et de leur
localisation cellulaire, subcellulaire et subsynaptique en
rapport avec la localisation des récepteurs nicotiniques et
muscariniques a I’ACh. La stimulation synchrone des
récepteurs par I’ACh libérée massivement par la

terminaison nerveuse nécessite une élimination rapide.
L'homéostasie de I’ACh est aussi essentielle au maintien
des récepteurs en place pour traduire le signal activé par
I’ACh. L'inhibition chronique ou I'absence d’AChE entraine
une diminution des récepteurs nicotiniques et
muscariniques qui aboutit a un paradoxal déficit en
récepteurs (Bernard et al., 2006 ; Sun et al., 2007).

Au début des années 1980, ont été isolées des
venins de serpents Mamba plusieurs isotoxines qui
inhibent I’AChE de certaines classes de Vertébrés, les
fasciculines (Karlsson et al., 1984). Les fasciculines sont
des miniprotéines de 7 kDa qui appartiennent a la
superfamille des toxines a trois doigts isolées des venins
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d’Elapidae. L'interaction de la fasciculine 2 (Fas2) avec
I’AChE a été étudiée de maniére détaillée en combinant
I'extraordinaire potentiel de la cinétique enzymatique, les
méthodes biochimiques et I'analyse 3D du complexe
AChE-Fas2.

L'objet de cet article est de montrer comment la Fas2
compléte la palette des méthodes permettant de
visualiser et quantifier I’AChE in situ. Aussi, aprés avoir
revu les propriétés des fasciculines, nous montrerons
comment ces toxines permettent la visualisation et la
quantification de I’AChE, puis nous présenterons quelques
limites a leur utilisation.

Les fasciculines se fixent sur le site
anionique périphérique de I’AChE, a
I’entrée de la gorge catalytique

Les fasciculines inhibent l'activité enzymatique de I’AChE
des Mammiféres et des poissons électriques, mais pas du
poulet. Leur affinité est remarquable puisque ces toxines
se fixent et bloquent l'activité enzymatique dans la
gamme des pico- ou nanomolaires. Trois grandes
approches méthodologiques permettent de comprendre
les étonnantes propriétés de ces interactions et leurs
conséquences fonctionnelles.

L'hydrolyse de I’ACh dépend d’une triade catalytique
(Ser, Asp, His) organisée dans une poche catalytique
dont la taille et la géométrie gouvernent le
positionnement de I’ACh. Ce site catalytique se situe a
environ 20 A de la surface de I'enzyme et est accessible
par une gorge étroite, qui joue un rble majeur pour la
circulation de I’ACh et de la molécule d’eau indispensable
a I'hydrolyse. Ce site catalytique est la cible de nombreux
inhibiteurs qui bloquent directement la catalyse. Par
exemple, les organophosphorés réagissent avec la sérine
du site actif et phosphorylent I'enzyme : l'inhibition est
irréversible. D’autres inhibiteurs vont obstruer la gorge
menant au site catalytique, limitant ainsi la progression
du substrat. Un second site régule l'activité de I'enzyme,
le site périphérique anionique situé a I'entrée de la gorge,
a la surface de la molécule d’AChE. Les fasciculines
interagissent avec cette région. En suivant les
modifications des propriétés catalytiques de I'enzyme, il
est possible de déduire que l'inhibition dépend de ce
site : (1) le propidium, un ligand du site périphérique
affecte l'inhibition par la Fas2 (Karlsson et al., 1984) ;
(2) la mutagenése de résidus principalement aromatiques
localisés dans un anneau a l'entrée de la gorge réduit
dramatiquement l'inhibition par la Fas2 (Radic et al.,
1994) ; (3) la mutagenése de résidus du site catalytique
ne modifie pas la fixation de la Fas2 (Radic et al., 1994) ;
(4) l'inhibition par la Fas2 n’empéche pas la fixation
d’organophosphoré, inhibiteur du site catalytique
(Marchot et al., 1993 ; Mallender et al., 1999). Malgré sa
position au niveau de l'entrée de la gorge, plusieurs
analyses montrent que la toxine n’est pas simplement un
« bouchon » stérique qui empéche la progression des
substrats mais que sa fixation modifie la conformation de
I'enzyme (Eastman et al., 1995). Les études basées sur
la catalyse enzymatique sont complexes car une activité
résiduelle persiste qui masque les propriétés de
I'inhibition. Pour résoudre ce probleme, Radic et al. ont
utilisé une autre propriété de l'enzyme, la carbamylation
du substrat et la mesure de la fixation du carbamate
fluorescent plutét que I'hydrolyse de l|'acétylthiocholine
(Radic et Taylor, 2001).

Une étude plus directe de Iinteraction AChE-
fasciculine est possible en utilisant une fasciculine
marquée par l'iode radioactif, **°I. Les propriétés de la

fixation de la toxine sur I'’AChE sont alors quantifiées
directement et les expériences de compétition permettent
de conclure que (1) le marquage de la fasciculine 3
n‘affecte pas sa fixation sur I’AChE, (2) la fasciculine 3
est plus affine que la fasciculine 1 et la Fas2. Finalement
la fixation des fasciculines ne dépend pas du site
catalytique mais est affectée par les inhibiteurs du site
périphérique (Marchot et al., 1993).

Pour connaitre les détails des interactions entre
I’AChE et la Fas2, le complexe AChE-Fas2 a été cristallisé
et étudié par diffraction des rayons-X (Bourne et al.,
1995 ; Harel et al., 1995). La Fas2 apparait comme un
bouchon fermant I'entrée de la gorge catalytique. Un fait
remarquable est I'étendue de la surface de contact entre
I’AChE et la Fas2. Cette surface d'interaction implique les
boucles I et II et plus modestement la boucle III de la
toxine et un grand nombre de résidus aromatiques. Un
élément clé de cette interaction est le résidu Met-33 du
second doigt de la toxine qui interagit par des forces de
van der Waals avec plusieurs résidus aromatique de
I’entrée de la gorge catalytique et en particulier le résidu
Trp-279 (selon la numérotation de I'’AChE de torpille).
Ainsi l'absence de ce résidu dans la sous-unité
catalytique des oiseaux (poulet, caille) ou des insectes, et
de la butyrylcholinestérase (BChE), explique la résistance
de ces enzymes a l'inhibition par les fasciculines.

La cinétique d'inhibition de I’AChE par la Fas2 est un
processus lent qui dépend de la température. Ainsi la
constante d’inhibition de I’AChE humaine est 8 fois plus
élevée a 37°C qu’a 22°C (Karlsson et al., 1984). La forte
affinité et le faible taux de dissociation imposent une
longue période d’incubation pour mesurer la constante
d’inhibition et I'activité résiduelle : I'enzyme est incubée
avec la toxine 14 a 16 a 37°C avant la mesure d’activité
résiduelle (Radic et al., 1994). A 25°C, dans un tampon
phosphate, I'estimation in vitro de la demi-dissociation
est de 48 h aprés une fixation pendant 4 h (Marchot et
al., 1993).

Plusieurs méthodes pour visualiser
I’AChE

La distribution de I'AChE a été précisément étudiée au
cours de la seconde moitié du XX®™® siécle en utilisant
trois grandes méthodes qui permettent de visualiser
spécifiquement I’AChE dans le cerveau, la INM, et
beaucoup d’autres tissus ou I'enzyme est présente.

L’AChE est détectée par son activité enzymatique

Dés les années 1950, I’AChE est la premiére molécule
visualisée dans la JNM. La méthode initialement décrite
par Georges Koelle utilise un substrat modifié,
I'acétylthiocholine, dont le produit d’hydrolyse réduit le
Cu?* en Cu*, lequel précipite (Tsuji et Larabi, 1983). Les
Figures 1 a et d illustrent le marquage obtenu avec cette
méthode au niveau d’une IJNM (a) et du cerveau (d). Le
précipité brun correspond au précipité provoqué par
I'nydrolyse de I'acétylthiocholine. De nombreuses
variations sur ce théme vont étre développées pendant
les 40 années suivantes pour révéler avec finesse la
localisation de I’AChE. Parmi celles-ci, la méthode de
Tago permet des marquages particulierement fins quand
la densité de I'AChE est faible (Tago et al., 1986). La
quantification est cependant difficile car la cinétique
enzymatique peut varier en fonction de la position de
I’AChE, de l'accessibilité aux substrats et de la possible
hétérogénéité des propriétés catalytiques de I'’AChE. En
outre, la résolution spatiale est limitée car cette méthode
altére la morphologie du tissu en microscopie
électronique.
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L’AChE est quantifiée par le DFP radioactif

Au cours des années 1960, le DFP radioactif est utilisé
pour phophoryler I’'AChE et quantifier I'’'AChE dans la JNM
(Rogers et al., 1969 ; Salpeter, 1969). Le DFP est un
inhibiteur irréversible des hydrolases a sérine, et donc de
I’AChE. La réaction enzymatique entraine la
phosphorylation de I’AChE et son marquage par un dérivé
radioactif, *H ou 32P. Le marquage est révélé par une
émulsion photographique qui précipite des grains
d’argent la ol sont émis les rayonnements radioactifs.
L'observation au microscope électronique permet une
premiere estimation du nombre de sites d’AChE dans les
différents domaines de la JNM. Cette méthode est
délicate et complexe car le DFP n’est pas spécifique de
I’AChE, et elle nécessite plusieurs étapes pour limiter le
marquage a I’AChE. Deux stratégies complémentaires
sont utilisées. La premiére utilise la propriété de
réactivation de I’AChE phosphorylée par les oximes,
propriété non partagée par les autres hydrolases a sérine
sensibles au DFP : dans une premiére étape, tous les
sites potentiels sont phosphorylés avec du DFP non
marqué puis, aprés action des oximes, seule I’AChE est
réactivée et récupére la capacité de fixation du 3H-DFP.
La seconde stratégie vise a empécher la fixation du DFP
non marqué sur I’AChE en bloquant sa serine catalytique
avec un inhibiteur réversible, le 1,5-Bis(4-
allyldimethylammoniumphenyl) pentan-3-one dibromide
(BW284c51) puis, aprés incubation et lavage, a incuber
les préparations avec le *H-DFP pour ne marquer que les
sites AChE initialement protégés par le BW284c51.

L’AChE est détectée par des anticorps spécifiques

A partir des années 1980, les progrés de lI'immunologie
permettent la production d’anticorps dirigés contre
I’AChE, leur localisation étant révélée grace a des
anticorps secondaires couplés a différents traceurs.
Plusieurs anticorps polyclonaux permettent de visualiser
I’AChE chez le rat et la souris (Marsh et al., 1984). Les
Figures 1 b et e montrent un exemple de visualisation de
I’AChE avec cet anticorps, la résolution en microscopie
fluorescente est bien meilleure qu’avec une méthode
colorimétrique. Sur la Figure 1e, les contours du neurone
sont visibles ainsi que les extensions axonales.

Mais pour le moment, aucun anticorps monoclonal ne
permet de visualiser I'’AChE chez la souris. Un anticorps
monoclonal permettrait d’obtenir facilement des
fragments plus petits (tels des (Fab’), ou Fab) et ayant
donc une meilleure pénétration dans le tissu (voir la
suite).

Des dérivés de la Fas2 pour quantifier et
visualiser I’AChE a la JNM

Au cours des dix dernieres années, plusieurs dérivés de
la Fas2 ont été obtenus et constituent de nouveaux outils
pour détecter et quantifier I’AChE.

La **®1-Fas2 remplace efficacement le *H-DFP

Anglister a utilisé la Fas2 marquée par l'iode 125,
(Anglister et al., 1998), suivant la procédure
précédemment décrite (Marchot et al., 1993). Ce groupe
a une longue expérience dans I'utilisation du 3H-DFP et
démontre la simplicité d'utilisation de la *°I-Fas2 par
rapport au *H-DFP. La *I-Fas2 permet une amélioration
considérable de la quantification pour les raisons
suivantes : (1) le marquage direct par application de la
toxine sur le muscle in vivo, le lavage et l'attente de
quelques heures sont autant d'étapes simples ; (2) le
bruit de fond est trés faible ; (3) I'activité spécifique de la

1251-Fas2 est supérieure & celle du 3H-DFP et I’émission
du rayonnement y permet a la fois une bonne résolution
spatiale et une exposition courte, de quelques jours au
lieu de mois avec le *H; (4) la fixation est spécifique
puisque tout le marquage par la '*°I-Fas2 est éliminé par
le BW284c51.

L’AChE est détectée par des dérivés non radioactifs
de la Fas2

La premiére utilisation de la Fas2 marquée par un dérivé
fluorescent a permis de suivre dans le muscle de
grenouille la co-localisation de I’AChE, marquée par la
Fas2, et du récepteur nicotinique a I’ACh, marqué par l'a-
bungarotoxine (Peng et al., 1999). Pour obtenir une plus
grande diversité de marquage avec la méme source de
Fas2, nous avons marqué la toxine avec la biotine (biot-
Fas2). La biotine est ensuite révélée par la streptavidine
couplée soit a des dérivés fluorescents de différentes
couleurs, soit a I'or. Un exemple de marquage est montré
dans la Figure 1 c.

Immuno- Toxino-
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Fig. 1. Détection de FAChE a la JNM dans le tibialis
antérieur et dans le cerveau (striatum) a l'aide de trois
techniques différentes histo-enzymologie, immuno-
histochimie et toxino-histochimie. Chacune de ces
techniques montre I'AChE a la JNM, mais la Fas2 ne révele
pas I'AChE dans le cerveau.

Barres : a-cete-f: 10 um, d : 1 mm.

Fig. 1. Detection of AChE at the neuromusuclar junction
(NMJ, tibialis anterior) and brain (striatum) by three
techniques : histo-enzymology, immuno-histochemistry et
toxino-histochemistry. Each method shows AChE at the NMJ
but the toxin does not reveal AChE in the brain. Scale : a-c
ete-f:10 yum,d : 1 mm.

Striatum

Les avantages de la Fas2 marquée pour
visualiser I’AChE dans la JNM

Toutes les méthodes permettent de visualiser
spécifiquement I’AChE au niveau de la JNM comme le
montre |'absence de marquage dans des souris
dépourvues d'AChE. Cependant elles ne sont pas
identiques en terme de résolution spatiale, de sensibilité
et d’'accessibilité aux sites.
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Une pénétration remarquable de la Fas2 dans les
tissus fixés comparée aux anticorps

Pour comparer les marquages obtenus avec un
anticorps et la toxine, nous avons incubé avec la biot-
Fas2 et/ou lanticorps anti-AChE des fibres dissociées
d’'un muscle de souris fixé par perfusion cardiaque avec
une solution contenant deux fixateurs. L'anticorps est
révélé avec un anticorps secondaire couplé avec un
fluorophore rouge et la biot-Fas2 avec la streptavidine
couplée avec un fluorophore vert. Sur la Figure 2, les
images montrent une dissociation des marquages,
lesquels ne se superposent pas. Cela ne résulte pas
d'interaction entre ces 2 marquages qui sont identiques
quand ils sont pratiqués indépendamment.

Pour obtenir une information plus précise, d’autres
fibres sont marquées indépendamment soit avec la biot-

Ac anti-AChE

Fasciculine

Fas2 révélée avec la streptavidine couplée a I'or soit avec
I'anticorps anti-AChE révélé avec un anticorps secondaire
couplé a l'or. Le tissu est ensuite préparé et coupé pour
une observation en microscopie électronique. La Figure 3
montre clairement la différence de localisation du
marquage. La Fas2 marque I|'ensemble de la fente
synaptique en incluant les replis sous-synaptiques
(indiqués par une fléche) alors que l'anticorps ne marque
pratiquement pas ce domaine des replis, mais s'accumule
autour de la JNM. Ces différences de marquage peuvent
simplement s’expliquer par la différence de taille et
d’encombrement de la biot-Fas2 qui est environ 30 fois
plus petite qu’un anticorps (7 kDa, contre 150-200 kDa
pour une IgG compléte). La révélation par anticorps
secondaire surajoute a |'encombrement stérique de
I'anticorps primaire alors que la révélation de la toxine
utilise des molécules de petite taille (streptavidine,
particules d’or).

Ac anti-AChE + Fasciculine
=-\!)""'\.—-—'--~

Fig. 2. Détection de I'AChE dans la méme JNM a l'aide d’un anticorps anti-AChE (rouge) et de la Fas2 (vert). Les zones
marquées avec la Fas2 sont plus étendues que celles marquées avec l'anticorps, suggérant que ces deux composants

n‘atteignent pas les mémes AChE. Barre : 5 um.

Fig. 2. Detection of AChE in the same NMJ with AChE antibody (red) and Fas2 (green). The staining with Fas2 is broader than
the staining with the antibody, suggesting that the two compounds do not label the same AChE. Scale : 5 ym.
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Fig. 3. Détection de 'AChE a la JNM a l'aide d’un anticorps anti-AChE et de la Fas2 en microscopie électronique. La Fas2 est
biotinylée et I'anticorps anti-AChE est détecté a I'aide d'un anticorps secondaire biotinylé. Dans les deux cas, les muscles sont
incubés dans la streptavidine couplée a l'or (Nanoprobes, 1,4 nm), puis la taille des particules d’or est augmentée par
intensification a I'argent. Avec I'anticorps, I'AChE est détectée presque uniquement au niveau de la fente primaire (tétes de
fleches), alors qu’avec la Fas2 le marquage atteint le fond des plis de la JNM (fleches). Barre : 400 nm.

Fig. 3. Detection of AChE in the NMJ with AChE antibody and Fas2 by electron microscopy. The Fas2 is biotinylated and the
AChE antibody is revealed with a biotinylated secondary antibody. In both case, the muscles are incubated with gold
streptavidin (Nanoprobe, 1.4 nm), then the size of the gold particules is increased by silver enhancement. With the antibody,
AChE is labelled almost only in the primary fold (arrow heads) whereas with biot-Fas2, the labelling goes to the deep of the

folds (arrows). Scale : 400 nm.
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Une meilleure résolution spatiale en microscopie
électronique

La révélation de lactivité AChE en microscopie
électronique est possible mais difficile pour plusieurs
raisons (1) la morphologie est mal conservée avec
l'utilisation de la méthode de Koelle ou de ses dérivés,
des résultats ont été obtenus utilisant des substrats
moins spécifiques que l'acétylthiocholine ; (2) la haute
densité en sites catalytiques entraine un dépot treés
rapide et non homogéne des produits de réaction.
Plusieurs stratégies ont été développées pour réduire la
réaction, l'une des plus élégantes consistant a diluer
I'acétylthiocholine par I’ACh. Comme nous I'avons discuté
précédemment, la révélation de la radioactivité limite la
résolution spatiale et celle par I'anticorps la pénétration
dans les replis sous-synaptiques. L'utilisation de la biot-
Fas2 apparait comme une méthode de choix pour
localiser I’AChE en microscopie électronique au niveau de
la JNM. La possibilité de marquer la Fas2 directement
avec l'or ouvre de nouvelles possibilités pour un
marquage simple et efficace de I’AChE.

Le marquage in vivo améliore la fixation de la
toxine sur I’AChE et sa distribution dans les tissus

La Fas2 pénétre l'ensemble de I'organisme aprés
injection dans la souris et inhibe la majorité de I’AChE
extraite du muscle et prévient la révélation du marquage
de I’AChE par la méthode de Koelle (Rodriguez-Ithurralde
et al.,, 1983). Comme la toxine non marquée, la biot-
Fas2, peut étre injectée directement dans I'animal par
voie intrapéritonéale ou intraveineuse. L'injection
intraveineuse permet de limiter la quantité de Fas2
injectée, ainsi linjection de 7 ug par souris de 20 g
permet un remarquable marquage de toutes les JNM de
I'ensemble des musdes, et non pas simplement le
marquage des JNM en surface obtenu par incubation de
la toxine sur le muscle.

La biot-Fas2 ne permet pas de détecter
certaines populations d’AChE

Les résultats précédents montrent que biot-Fas2 est un
remarquable outil pour détecter, localiser et quantifier
I’AChE principalement au niveau des JNM. Cependant la
toxine n’est pas |'outil absolu.

La sensibilité de la détection est faible et ne permet
pas de détecter I'AChE dans le cerveau

Alors que la visualisation de I'AChE au niveau de la JNM
est particulierement efficace avec la biot-Fas2, il est
pratiquement impossible de détecter I'’AChE dans le
cerveau a l'aide de la biot-Fas2, a moins d’utiliser une
amplification du signal qui nuit a sa spécificité. Il est
probable que cette différence soit due a une faible
densité de sites AChE a la surface des neurones
comparée a la haute densité dans la JNM. Ainsi plusieurs
éléments augmentent la densité au niveau de la JNM :
(1) I’AChE est majoritairement accumulée sous forme de
bouquets de 12 sous-unités catalytiques associées au
collagéne Q (Feng et al., 1999) alors que ce sont des
tétraméres sur les neurones ; (2) la géométrie de la JNM
avec des plis assure une amplification du signal lorsque la
JNM est vue de face ; (3) le collagene Q assure la
formations d’amas d’AChE dans la lame basale. Puisque
dans le cerveau, I’AChE est localisée sur la membrane
plasmique par une petite protéine transmembranaire
PRiIMA, il est possible que I'absence de marquage résulte
de cette association. Ce n’est cependant pas le cas : (1)
l'injection de Fas2 dans le cerveau entraine des
altérations fonctionnelles en accord avec l'inhibition de

I’AChE (Dajas-Bailador et al., 1996 ) ; (2) la fasciculine 3
et Fas2 inhibent I'enzyme extraite du cerveau de rat ; (3)
des cellules co-transfectées avec PRIMA et I’AChE sont
parfaitement visualisées par la Fas2 (Perrier et al.,
2002).

La Fas2 ne passe pas la barriere
hématoencéphalique

Alors que linjection est remarquablement efficace pour
marquer I’AChE dans toutes les INM, la toxine ne
traverse pas la barriére  hemato-encéphalique.
L'accessibilité est donc également moins efficace dans le
cerveau.

La Fas2 marquée pour suivre la
dynamique de I’AChE in vivo dans une
unique JNM

Une propriété remarquable de la Fas2 est sa trés lente
dissociation de I’AChE dans les analyse in vitro, rendant
I'interaction trés stable, pratiquement irréversible. Nous
avons donc évalué si la Fas2 ne permettait pas
simplement de visualiser et quantifier I'AChE a un
moment donné mais de suivre au cours du temps le
marquage (intensité, localisation) ou l'apparition d’un
marquage. Nous souhaitions savoir s’il était possible de
suivre ainsi au cours du temps la dynamique de I'’AChE
avec la Fas2 marquée comme lavait été celle du
récepteur nicotinique avec la bungarotoxine marquée
(Akaaboune et al., 1999). Pour ces études, nous utilisons
une procédure classique d’incubation du muscle exposé
avec la toxine. Les JNM de surface sont observées et la
fluorescence est quantifiée sur la méme IJNM identifiée
par sa morphologie unique.

La Fas2 marquée permet de suivre la dynamique de
I’AChE in vivo

Dans une premiére approche nous avons utilisé la Fas2
marquée par Alexa 594 (A594) puis la biot-Fas2 pour une
série de tests. In vivo, le marquage persiste des
semaines. Il est possible de saturer I'ensemble des sites
dans une JNM par application de 1 pM de A594-Fas2
(rouge) pendant au moins 3 h. Pour s’assurer de la
saturation, apres lavage, l'incubation est poursuivie avec
de la Fas2 marquée par Alexa 488, A488-Fas2 (vert).
Aucun marquage vert n'est observé. Aprés une période
de 3 jours, il persiste environ 50% du marquage initial et
aprés une semaine, 37%.

Pour savoir si la disparition du marquage correspond
a une disparition de I’AChE ou bien a une dissociation de
Fas2 et a sa diffusion de la JNM, nous avons réalisé de
nombreux controles in vitro, ex vivo et in vivo. Le muscle
intact fixé au PFA 2% est traité comme in vivo, avec
saturation avec A594-Fas2 (rouge) et incubation dans un
tampon phosphate pendant plusieurs semaines. Pour
savoir si la toxine s’est dissociée, nous appliquons A488-
Fas2 (vert) et visualisons la méme JNM. Dans aucun cas,
nous n‘observons de remplacement du marquage rouge
par un marquage vert. Il faut noter que ce n’est pas
parce qu'il reste du fixateur, en effet le marquage peut
étre déplacé en utilisant le BW284c51 un inhibiteur
compétitif (Martinez-Pena y Valenzuela et al., 2005). Il
est également possible de quantifier la fluorescence au
cours du temps lorsque le muscle est fixé et conservé
dans un tube ou réimplanté dans le cou de la souris
vivante, aprés saturation et lavage. La diminution de la
fluorescence est de I'ordre de 10% pour le tissu fixé et
conservé in vitro et de 15% pour le tissu fixé et implanté.
Lorsque la synapse est vivante, |la perte est de 63%.
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Lorsque la IJNM est saturée avec de la Fas2 non
marquée, aprés quelques heures, I'application de A594-
Fas2 entraine un marquage fluorescent faible mais
quantifiable, suggérant qu‘aprées ce temps court, de
nouvelles molécules d’AChE se sont insérées dans la JNM.
Pour démontrer qu’il s’agit bien d’une nouvelle synthese
et non pas simplement de la dissociation de la Fas2, nous
avons réalisé cette expérience ex-vivo avec le
diaphragme. Le musde est cultivé pendant 24 h sans ou
avec cycloheximide, un inhibiteur de la synthése des
protéines. Aprés 24 h, la fluorescence est détectée dans
les muscles non traités et absente dans les muscles
traités. Ainsi le nouveau marquage dépend de la
synthése d’AChE et non pas de la dissociation de la
toxine. Lorsque nous avons remplacé la Fas2 directement
marquée par un fluorophore par la biot-Fas2 révélée avec
la streptavidine fluorescente, nous avons observé une
meilleure stabilité de la biot-Fas2. En particulier, alors
que le BW284c51 déplace complétement la toxine
marquée directement, le BW284c51 ne déplace
pratiquement pas la biot-Fas2, probablement a cause de
la tétravalence de la streptavidine, laquelle connecte 4
biotines. La dynamique in vivo de I’AChE suivie par ces 2
toxines est cependant identique, probablement car la
densité en site AChE est trés élevée dans la matrice
extracellulaire.

Cette stabilité du marquage dans une INM intacte
contraste avec l'analyse que nous avons faite sur du
muscle congelé et coupé a froid puis incubé avec la Fas2.
Dans des coupes, le marquage disparait rapidement
comme |'a aussi remarqué le groupe de Rotundo
(Rotundo et al., 2008). L'origine de ces différences
pourrait dépendre de la destruction de I’AChE dans un
tissu non fixé, coupé et maintenu dans un tampon non
physiologique. Nous avons ainsi observé que la dissection
d'un muscle de Mammiféere dans des conditions
physiologiques (Ringer oxygéné a froid) prévient la
dégradation des formes asymétriques d’AChE dans
lesquelles 12 sous unités catalytiques sont associées a un
trimére de collagéne Q. Ces complexes sont ceux qui
sont accumulés dans la JNM. Il est donc probable que la
diminution du marquage dans les coupes a froid résulte
de la dégradation de I’AChE et non pas de la dissodiation
de la toxine et sa diffusion.

Pour conclure, la disparition de la fluorescence ne
résulte, ni de la diffusion de la streptavidine, ni de celle
de la Fas2, mais de la disparition de I'enzyme de la JNM.
Il faut noter que contrairement au récepteur nicotinique a
I’ACh marqué par la bungarotoxine biotinylée (biot-
bung), I’AChE n’est pas recyclée (Bruneau et Akaaboune,
2006). La population recyclée est identifiée de la maniere
suivante : aprés saturation du récepteur avec biot-bung
puis A594-streptavidin, au cours de I|'endocytose le
complexe récepteur/biot-bung/streptavidine perd la
streptavidine avant d‘étre recyclé sur la membrane
(Bruneau et Akaaboune, 2006).

L’insertion rapide d’AChE dans la JNM révélée par
la Fas2

Alors que I'analyse avec le DFP semblait indiquer un délai
de plusieurs jours avant |‘apparition de nouvelles
molécules d’AChE dans la JNM, nos analyses avec la Fas2
montrent une insertion d’AChE dés 4 h aprés saturation
des sites avec la Fas2 non marquée. Cette insertion
dépend de l'activité musculaire et en particulier du
calcium intracellulaire (Martinez-Pena y Valenzuela et al.,
2005). Les différences sont probablement dues a
différentes particularités de la détection par la Fas2
comparée au DFP : (1) le marquage avec la Fas2 est plus

sensible du fait du cycle complexe du DFP ; (2) la Fas2
bloque uniquement I’AChE exposée et pas les molécules
en cours de synthése ; (3) le DFP est liposoluble et
particulierement difficile a laver ; (4) le DFP bloque
toutes les hydrolases a sérines et peut affecter d’autres
évenements cellulaires nécessaires a l'insertion d’AChE.
La Fas2 permet une détection assez sensible, ne marque
que I’AChE exposée, se lave facilement des tissus et sa
cible est extrémement spécifique.

La quantité d’AChE est stable mais les molécules
sont renouvelées rapidement

Pour quantifier la dynamique de I’AChE, il est nécessaire
d’utiliser la méme A594-Fas2 pour marquer I’AChE. Aprées
la saturation initiale, la fluorescence de la méme IJNM est
mesurée au cours du temps, aprés 1, 2, 3 ou 7 jours
dans la méme IJNM. A chaque temps, la saturation de
nouveau avec de la A594-Fas2 permet de marquer les
AChE nouvellement insérées. Il apparait qu’au cours du
temps, la quantité d'’AChE est constante mais des
molécules d’AChE disparaissent et autant de nouvelles
molécules sont insérées. Il est intéressant de noter que
I‘'utilisation de fasciculine et bungarotoxine marquées
avec des fluorophores de couleurs différentes permet de
montrer des voies d’élimination communes (Krejci et al.,
2006).

La Fas2 inhibe I’activité catalytique de
I’AChE et modifie ses propriétés
d’interaction

Lors des études in vivo de la dynamique de I’AChE, les
effets observés peuvent dépendre de I'excés d’ACh induit
par l'inhibition de I’AChE par la fasciculine. Ainsi, la
saturation de I'AChE par la Fas2 entraine une
augmentation de la concentration d’ACh dans la fente
synaptique, qui provoque l'augmentation du temps de la
dépolarisation de la membrane post-synaptique, mais
aussi I'augmentation des contenus quantiques (Minic et
al., 2002). La conséquence directe est aussi une
augmentation de la dynamique des récepteurs
nicotiniques a I’ACh.

L'interaction de la Fas2 modifie aussi l'interaction et
Iinsertion d’AChE dans la JNM comme le montre
I'expérience suivante. Huit heures aprés saturation de
I’AChE avec la Fas2, la JNM a perdu environ 20% du
marquage, et l'ajout de Fas2 restaure le marquage a
100%. Par contre le remplacement toutes les 2 h de la
solution de Fas2 entraine aprés 8 h une perte de 40% du
marquage, alors que nous attendions une conservation
du nombre de sites puisque les AChE perdues auraient du
se réinsérer. Nous pouvons proposer que la fixation de la
Fas2 sur I’AChE empéche son insertion dans la JNM
(Krejci et al., 2006).

Ces propriétés des toxines limitent donc I'utilisation
de ces outils pour une analyse physiologique, puisque les
toxines affectent les comportements des protéines.

Matériel et méthodes
Marquage de la fasciculine

La Fas2 (Latoxan) est marquée de maniére covalente sur
les NH2 libres en utilisant des dérivés NHS-XX. Dans les
protéines matures, les résidus NH2 libres sont présents
sur les chaines latérales des résidus de lysine et sur
I'extrémité N-terminale de la chaine carbonée. Puisque
certaines des lysines de la Fas2 participent a linteraction
avec I’AChE, les conditions de marquage doivent limiter
la modification de ces résidus pour efficacement dériver
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le NH2 de l'extrémité N-terminale. Cette spécificité est
obtenue en réalisant la réaction a pH 7,2, en se basant
sur la différence des valeurs de pKa des résidus lysine et
du N-terminal.

D’un point de vue pratique, la Fas2 est solubilisée
dans un tampon Hepes 20 mM a pH 7,2 a une
concentration supérieure a 1,5 mg/mL. Le dérivé actif
NHS-XX-biotin (Sigma), NHS-XX-Alexa (Molecular Probe)
est ajouté dans un rapport molaire marqueur/Fas2 de
2:1. Aprés 1h30 d'incubation sous agitation et a
température ambiante, la toxine est séparée des
molécules non incorporées a l'aide d’une colonne NAP5
(Amersham Biosciences).

Le sérum polyclonal de lapin anti-AChE a été obtenu
par Marsh (Marsh et al., 1984).

Animaux

Les souris sont des hybrides F1 B6D2, animaux élevés
avec un cycle jour nuit 12h-12h et avec nourriture et
boisson a volonté.

Préparation du matériel histologique ; trois types
d’approches pour marquer I’AChE

Préparation des tissus pour les marqguages ex Vvivo

La souris est anesthésiée, et est perfusée par voie
transcardiaque avec du sérum physiologique (NaCl 0,9%)
puis un fixateur [paraformaldéhyde (PFA) 2%], auquel
est ajouté du glutaraldéhyde (0,2%) lorsque des
expériences de microscopie électronique sont envisagées.
Le cerveau et les muscles sont prélevés, incubés une nuit
dans le PFA 2% seul, puis stockés dans du PBS
supplémenté en azide de sodium 0,03% jusqu'a
utilisation. Les muscles sont disséqués en faisceaux de
fibres et le cerveau est débité en coupes de 70 pum
d’épaisseur a I'aide d'un vibratome.

L'’AChE est détectée sur ces coupes flottantes de
cerveau et sur les fibres musculaires, par différentes
techniques.

Marquage général par la fasciculine in vivo

La Fas2 (350 pg/kg) est injectée par voie intraveineuse.
Dans ce cas, la Fas2 passe dans la circulation générale et
se fixe notamment au niveau de toutes les IJNM de
I'organisme. Aprés un délai de 2h, les animaux sont
préparés comme précédemment. La Fas2 ne traversant
pas la barriere hémato-encéphalique, I’AChE du cerveau
ne peut pas étre détectée par cette technique.

Marquage d’un muscle spécifique et saturation des sites

Les analyses sont faites sur le sternomastoidien, un
muscle du cou facilement accessible. Aprés anesthésie, la
souris est placée en décubitus dorsal sur la platine d’un
microscope adapté. Aprés incision de la peau du cou, le
muscle est disséqué et une cuvette est confectionnée a
I'aide de la peau et des tissus voisins. Cette cuvette
permet l'incubation de solutions, dont la Fas2 marquée
ou non, au contact des JNM situées au milieu des fibres
musculaires (Akaaboune et al., 1999). La JNM marquée
peut étre visualisée a I’'aide d’un microscope droit équipé
d’'un systéeme d’analyse d’‘images. La dynamique de
I’AChE peut étre suivie pendant plusieurs jours. Dans ce
cas, l'incision est suturée aprés chaque observation et le
rétablissement de la souris est attendu avant toute
nouvelle session de travail.
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Résumé

Les Escherichia coli entérotoxinogénes (ETEC) sécretent plusieurs toxines. Les entérotoxines LT
(thermolabile) et STa (thermostable) sont responsables de diarrhées séveres chez '’Homme et les
animaux. La toxine STb (thermostable) est synthétisée par certaines souches ETEC qui produisent aussi
fréquemment LT et STa. Les souches synthétisant uniqguement STb ont toutefois permis de confirmer
son réle dans la diarrhée porcine. Les souches possédant le géne de la toxine sont rencontrées chez
plusieurs espéeces animales dont ’'Homme et elles sont sporadiquement isolées de cas de diarrhée
humaine. D’autres toxines étant souvent produites simultanément, une relation de cause-a-effet n’a pu
étre clairement établie. Dans cette mini-revue, nous revoyons les résultats de diverses études, pour et
contre un role de STb dans la diarrhée humaine.

New observations supporting the role of Escherichia coli heat-stable toxin b
(STb) in human diarrhea

Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) produce several types of enterotoxins. Heat-labile (LT) and heat-
stable enterotoxin a (STa) are responsible for severe diarrhea in humans and animals. Heat-stable
enterotoxin b (STb) is produced by some ETEC strains which secrete also frequently LT and STa. Strains
synthesizing only STb confirmed its role as a porcine diarrheal agent. The toxin or STb-encoding gene
were identified in numerous animal species and humans. Although found in human isolates, the STb
toxin and/or its gene were observed sporadically in patients suffering from diarrhea. Considering that
other toxins are often produced simultaneously, a causal relationship could not be clearly established. In
this minireview, we re-examine results from various studies, for and against a role of STb in human

diarrhea.

Keywords : Escherichia coli, STb enterotoxin, diarrhea, human.

Introduction

Les souches entérotoxinogenes d’Escherichia coli (ETEC)
sont responsables de diarrhées chez plusieurs espéces
animales dont 'Homme. Une perturbation de I'homéo-
stasie des fluides intestinaux survient suite a la libération
d’entérotoxines par ces souches bactériennes. La
diarrhée aqueuse résultante, trés incommodante chez
I’Homme adulte, peut étre plus sévere chez I'enfant. Elle
engendre également des retards de croissance et/ou le
décés d’animaux. Les ETEC produisent isolément ou en
méme temps quatre toxines, une sensible (LT) et trois
résistantes a la chaleur (STa, STb et EAST1 pour heat-
stable toxin 1).

Epidémiologie de la toxine STb

La toxine STb, peptide de 48 acides aminés, est une des
toxines des ETEC impliquées dans la diarrhée chez
I'animal, en particulier chez le porc, ou son incidence est
de 72,6% chez les souches possédant au moins un type
de fimbriae (Zhang et al., 2007). STb fut mise en
évidence par Burgess et al. (1978). Elle differe de la
toxine STa par ses propriétés biochimiques ainsi que par
son spectre d’activité toxique dans les segments

ligaturés d’intestins animaux et le test du souriceau
nouveau-né.

Le role des toxines LT et STa dans la diarrhée animale
et humaine est bien connu, en particulier chez les enfants
des pays en développement et les voyageurs (Fairbrother
et al., 2005 ; Qadri et al., 2005). La toxine STb a été
initialement observée en association avec des souches
isolées de porcs malades. Depuis, plusieurs souches de
E.coli ou on retrouve le géne codant pour STbh (estB)
furent mises en évidence chez divers animaux incluant
les bovins (dont le buffle d’eau), le poulet, le chien, le
chat, le furet, le cheval et 'Homme (Akashi et al., 1993 ;
Holland et al. 1996 ; Dubreuil, 2006a). Toutefois, la
présence de ces souches n’était pas toujours associée a
une diarrhée, certaines étant retrouvées chez I'animal
apparemment sain (Dubreuil, 1997 ; Holland et al.,
1996). Les souches exclusivement positives pour STb et
associées a une diarrhée aqueuse, semblent cependant
indiquer un réle de cette toxine chez d’autres animaux
que le porc, méme si leur incidence est faible (Dubreuil,
1997).

Berberov et al. (2004) ont évalué les signes cliniques
aprés administration chez des porcelets de souches E.coli
F4-positives (un facteur de colonisation retrouvé dans les
isolats porcins) produisant différentes combinaisons de
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toxines (souches isogéniques) (Figure 1). Ainsi, lorsque
la souche produisant les toxines LT, STb et EAST1 est
inoculée oralement, 100% des animaux présentent une
colibacillose avec une diarrhée déshydratante. D’autre
part, 60% des porcelets inoculés avec une souche
EAST1- et STb-positive présentent le méme type de
déshydratation. L’effet toxique est donc additif chez la
souche produisant les trois entérotoxines. Dans cette
étude, la toxine STa n’a pas été étudiée. Ces résultats
soutiennent I'’hypothése de la contribution importante de
STb a la diarrhée porcine. Plus récemment, une étude a
démontré que, dans des anses ligaturées de porcelets
gnotobiotiques, les toxines LT et STa ont une toxicité
comparable (Zhang et al., soumis).

Inoculation par voie orale

LT/STb/EAST1

100 % des animaux

=P Colibacillose
(diarrhée)

/
\

Fig. 1. Signes cliniques observés chez le porcelet suite a
I'administration orale de souches ETEC F4-positives
isogéniques présentant différents profils toxinogéniques
(Berberov et al., 2004).

Fig. 1. Clinical signs observed in piglets after oral inoculation
of isogenic ETEC F4-positive strains producing different
combinations of toxins (Berberov et al., 2004).

Chez 'Homme, la prévalence du gene estB est faible
et les souches décrites dans les études produisent, en
plus de STb, soit la toxine LT ou STa, soit les deux (Lortie
et al.,, 1991 ; Handl et Flock, 1992 ; Okamoto et al.,
1993 ; Dubreuil, 1997). Cependant, les isolats identifiés
correspondent aux sérotypes toxinogéniques trouvés
chez le porc mais ne possedent pas de facteurs de
colonisation de l'intestin porcin et humain connus (Lortie
et al., 1991). En 2003, Ngeleka et al. ont observé qu’un
cinquiéme des isolats de E. coli issus de porcelets
diarrhéiques présentaient deux nouveaux pathotypes soit
AIDA-1/STb/EAST1 ou AIDA-I/STb, et étaient négatifs
pour les antigénes fimbriaires porcins classiques dont le
F4. Ces isolats induisaient la maladie lors d’infection
expérimentale de porcelets. AIDA-I (Adhesin Involved in
Diffuse Adherence) est une protéine membranaire de 100
kDa responsable de I'adhérence diffuse des bactéries aux
cellules épithéliales de I'hdéte. Ce marqueur de virulence
et son gene furent observés initialement chez une souche
de E. coli isolée d'un cas de diarrhée infantile humaine
(Benz et Schmidt, 1989 ; 1992). Des porcelets privés de
colostrum inoculés avec une souche AIDA-1/STb ont
développé des symptomes de diarrhée en 16-20h tandis
que la méme souche mutée pour AIDA-I ne provoquait
pas de symptdémes de la maladie (Ravi et al., 2007). Le
géne codant pour AIDA-I est plus prévalent dans les
isolats de porcs malades (26%) que dans les isolats
humains (2-4%) (Niewerth et al., 2001 ; Zhang et al.,
2007). Enfin, les adhésines AIDA-I d’origine porcine et
humaine partagent 78 a 87% d’homologie au niveau de

leur séquence primaire (Fang et al., 2005). Le peu de
souches STb-positives identifiées chez 'Homme malade
supporte I'hypothése d’un role occasionnel de la toxine
STb dans la diarrhée humaine. Le fait que les séquences
des toxines LT et STa trouvées dans les isolats humains
correspondent a celles associées au porc suggére que la
colonisation de l'intestin humain surviendrait a partir d’un
réservoir animal (zoonose), le porc par exemple, via la
nourriture contaminée ou les excréments animaux. La
prévalence d’AIDA-1 dans les isolats porcins et
I’'hnomologie de séquence entre AIDA-I porcin et humain
semblent également confirmer cette hypothése.

Les toxines LT et STa retrouvées chez les souches
humaines (h) different légérement en séquence de celles
isolées chez I'animal (p) comme la nomenclature en fait
foi (i.e. LTh, LTp, STah et STap), méme si LTp et STap
sont aussi retrouvés chez 'Homme (Lortie et al., 1991 ;
Handl et Flock, 1992 ; Okamoto et al., 1993 ; Dubreuil,
2006b). Pour STb par contre, il ne semble exister qu’un
seul type de toxine, observé autant chez I'animal que
chez 'Homme (Lortie et al.,, 1991 ; Okamoto et al.,
1993). La séquence de STb ne peut donc pas permettre
de différencier I'origine des souches de E. coli. Nous
avons toutefois récemment identifié un variant de STb
retrouvé chez certaines souches porcines, mais sa
toxicité n’a pas encore été évaluée (Taillon et al., sous
presse dans Journal of Medical Microbiology).

Le récepteur pour STb

Une molécule agissant comme récepteur pour la toxine
STb a été identifiée. 1l s’agit du sulfatide,
glycosphingolipide présent a la surface des cellules
épithéliales intestinales du porc (Rousset et al., 1998a).
Cette molécule est aussi présente a la surface de
plusieurs autres types cellulaires retrouvés dans
différents organes. Chez le porcelet, outre [l'intestin
(duodénum, jéjunum, iléon, caecum et colon), le foie, les
poumons, la rate et les reins démontrent un attachement
vis-a-vis de la toxine STb (Rousset et al.,, 1998b). Le
sulfatide est présent dans la membrane cellulaire chez
plusieurs animaux, dont I'Homme, au niveau de
I’épithélium intestinal (Delacour et al., 2005).

Physiopathologie de la toxine STb

L’équipe de notre laboratoire a montré I'internalisation de
la toxine STb dans des cellules épithéliales intestinales et
fibroblastiques de rat, de porc et de souris (Labrie et al.,
2002 ; Penel et al., 2005 ; Dubreuil, 2006a) et la
perméabilisation qui en résulte (Beausoleil et al., 2002 ;
Gongalves et al., 2007). Le modéle des anses ligaturées
de rat a révélé que l'internalisation de STb est essentielle
a I'expression de sa toxicité et donc a la diarrhée (Labrie
et al., 2002). La lignée cellulaire épithéliale HT-29, issue
du colon humain, a également permis de mettre en
évidence la liaison de STb a la membrane cellulaire et sa
distribution dans le cytoplasme (Chao et Dreyfus, 1997).
Récemment, nous avons pu observer par analyse en
cytométrie en flux l'internalisation de STb dans des
cellules mammaires humaines (Albert et Dubreuil, non-
publié). A I'aide de vésicules de la bordure en brosse de
jéjunum de porcelets, la formation de pores non-
spécifiques par cette toxine a aussi pu étre démontrée
(Goncalves et al., 2007). Beausoleil et al. (2002) avaient
déja constaté l'internalisation accrue du bleu de Trypan
via ces pores dans des cellules en culture traitées par
STb, dont les HT-29. Cette méme lignée cellulaire
répondait a STb par une augmentation de calcium
intracellulaire comme cela a également été démontré



Toxines et fonctions cholinergiques neuronales et non neuronales

103

chez des cellules de chien (Madin-Darby Canine Kidney)
et de rat (cellules pituitaires primaires) (Dreyfus et al.,
1993). Pour que STb agisse, il doit donc reconnaitre son
récepteur, le sulfatide, et étre ensuite internalisé
probablement aprés la formation de pores transitoires
non-spécifiques. Ces données confirment encore la
présence du récepteur et les effets biologiques de la
toxine STb, non seulement chez des cellules d’espéces
animales différentes dont I'Homme, mais aussi chez des
cellules d’origines tissulaires différentes.

Dans les chambres de Ussing, Weikel et al. (1986)
ont observé que le surnageant d’une culture de la souche
porcine P16 qui produit exclusivement STb n’est pas actif
sur I'iléon prélevé chez ’'Homme adulte (deux individus).
lls ont conclu de cette observation limitée, que [l'iléon
humain adulte ne peut répondre a STh, cela di a
I'absence de récepteur spécifique a I’entérotoxine dans ce
tissu. Les tests n’ont cependant pas été réalisés chez
I'enfant ou sur d’autres sections de l'intestin adulte. Chez
le rat en effet, l'intensité des sécrétions varie selon le
segment intestinal traité (Harville et Dreyfus, 1995).
Maintenant que la nature chimique du récepteur pour
STb et sa présence au niveau des cellules épithéliales de
I'intestin humain sont connus, ces résultats seraient a
reconsidérer.

L’entérotoxine STb peut causer I'accumulation de
fluides dans les anses ligaturées de porcelets (Whipp,
1987) ainsi que de poulet (Akashi et al., 1993), de lapin
(Burgess et al., 1978), de rat et de souris ( Whipp, 1990;
Fujii et al., 1995 ; Harville et Dreyfus, 1995). Ce
phénomeéne est observé chez des animaux autres que le
porc et le poulet, par l'ajout a la préparation de STb
testée, d’anti-trypsine, inhibiteur de la dégradation de la
toxine par les protéases endogenes présentes dans la
lumiére intestinale en quantité variable selon I'espéece
animale. Il faut cependant mentionner que cet ajout est
nécessaire lorsqu’'un surnageant de culture ou une
préparation purifiée de STb est testé, mais non dans le
cas d'une souche productrice de STb (Okamoto et al.,
1993). In vivo, I'étape préalable a I'infection par les ETEC
est l'adhésion intime a I’épithélium intestinal avant la
sécrétion localisée de facteurs de virulence comme les
toxines. Il est donc probable que dans ces conditions, les
toxines sécrétées soient protégées des enzymes
intestinales par I'attachement intime de la bactérie aux
entérocytes et qu’elles induisent malgré tout les
perturbations cellulaires.

Au cours des nombreuses productions et purifications
de la toxine STb réalisées dans notre laboratoire, nous
avons observé fréquemment [I'apparition rapide de
diarrhée aqueuse chez les personnes dédiées a cette
tache. Malgré les mesures adoptées pour éviter ces
intoxications, il semble que la manipulation de grandes
quantités de toxine (plusieurs mg) a souvent pour
conséquence la contamination des laborantins. Bien que
d’autres causes soient possibles, cette observation
quoique anecdotique pourrait plaider en faveur d’un réle
de STb dans la diarrhée humaine. Elle laisse penser que
STb peut agir méme en présence de protéases
intestinales. Toutefois, des doses trés élevées de toxine
étaient en cause, pouvant expliquer qu’une certaine
quantité n’était pas hydrolysée par les enzymes
protéolytiques. Cette quantité de toxine résiduelle serait
alors libre d’interagir avec I'épithélium intestinal.

Conclusion

Au cours de I'évolution, les bactéries ont développé un
éventail de facteurs de virulence leur permettant de

s’adapter a divers hdtes et de les coloniser. La toxine
STb est un facteur de virulence exprimé par les E.coli
infectant et causant la diarrhée aqueuse chez le porc.
Chez I'Homme, les toxines LT et STa sont des
déterminants de virulence importants. Par contre, le
faible taux de souches de E. coli isolées chez 'lHomme
atteint de diarrhée et ne produisant que la toxine STb
semble aller a I’encontre d’un tropisme particulier de STb
pour les tissus humains. L’homologie de séquence entre
la toxine retrouvée dans les isolats diarrhéiques humains
et celle associée au porc étaye également I’hypothése
que 'Homme n’est pas la cible préférentielle des E. coli
exprimant STb. La contamination humaine a partir d’'un
réservoir animal est donc plus vraisemblable. La
prévalence de I'adhésine AIDA-I chez le porc, un facteur
de colonisation porcin ayant une grande homologie de
séquence primaire avec AIDA-I humain, suggére
notamment qu’une souche AIDA-I/STb pourrait étre
facilement transmise de l'animal a [I'Homme et
permettrait I'expression de la toxicité de STb chez
I’'hnumain. La toxine sécrétée rencontrerait son récepteur
présent a la surface de [I'épithélium intestinal de
I'Homme. Elle entrainerait la diarrhée aqueuse, apres
internalisation, formation de pores non-spécifiques et
effets intracellulaires dont une augmentation de calcium,
comme observé in vitro avec la lignée HT-29 issue du
colon humain.

En conclusion, on ne peut nier [I'implication
occasionnelle de la toxine STb comme agent causal de
diarrhée chez 'Homme. Les études récentes apportent
une meilleure compréhension des mécanismes impliqués
et confirment que I’humain est une cible potentielle des
E. coli exprimant STb.
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Résumé

L’'industrie porcine subit des pertes dues aux infections a Escherichia coli entérotoxinogénes (ETEC).
STb est une toxine stable a la chaleur produite par les ETEC et est souvent associé a des isolats
porcins. Afin de cribler des altérations du géne estB, 100 souches d’ETEC isolés de porcs malades au
Québec, ont été choisies aléatoirement et analysées. Vingt-trois des 100 isolats indiquaient un
changement His;; en Asn. Tous les 23 variants étaient aussi positifs pour I'entérotoxine STa et
résistants a la tétracycline. Prés de 75% (17/23) des souches produisant un STb variant étaient
associées a la toxine ‘shiga-like’ 2 (Stx2) (5/6) et des souches STa:STb (12/17). Comme le variant
pourrait avoir une toxicité accrue, il serait important de déterminer sa toxicité dans un modele
animal.

Presence of an Escherichia coli STb toxin variant in diseased pigs

The porcine industry bears a huge loss resulting from enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC)
infections. STb is one of two heat-stable toxins produced by ETEC and is mostly associated with
pathogenic porcine isolates. To screen for alterations at the gene level, a collection of 100 STb-
positive ETEC strains isolated from diseased pigs was randomly selected and analyzed. The translated
DNA sequence revealed a change from Hisi;> to Asn in 23 isolates. All 23 variant strains were also
positive for STa and resistant to tetracycline. The STb variant was associated with Stx2-positive
strains (5/6) and STa:STb (13/17). The toxicity of the reported variant needs to be evaluated in an

animal model, as it could possibly account for a more potent toxic agent in pigs.

Keywords : Escherichia coli, STb enterotoxin, variant, DNA sequence, virulence factor.

Introduction

Les diarrhées chez I'homme et chez les animaux de
ferme sont fréquemment dues aux infections causées
par divers pathotypes d’Escherichia coli. Parmi ces
pathotypes, les souches d’E. coli entérotoxinogénes
(ETEC) causent, entre autres, la diarrhée du voyageur,
mais aussi une diarrhée plus sévere chez les jeunes
enfants, surtout dans les pays en voie de
développement, entrainant parfois la mort. Ces souches
ont aussi de grandes répercussions en élevage en
causant, entre autres, des maladies chez les veaux et
les porcelets.

Les ETEC provoquent la pathologie tout d’abord par
la colonisation de l'intestin en adhérant a I’épithélium
et ensuite par la production de toxines. Celles-ci
augmentent la sécrétion et diminuent I’absorption d’eau
et d’électrolytes par les entérocytes, causant ainsi la
diarrhée (Qadri et al., 2005). On retrouve deux types
d’entérotoxines chez les ETEC, soit les thermolabiles,
comme la toxine LT, et les thermostables, comme
EAST-1, STa et STh. La toxine STb est fréquemment
associée aux souches porcines, quoiqu’elle ait été
retrouvée a gquelques occasions associée a des isolats
humains (Lortie et al., 1991 ; Handl et Flock, 1992 ;
Okamoto et al., 1993). STb est une toxine de 5,2 kDa
composé de deux hélices alpha antiparalléles séparées
par une boucle riche en glycine. Deux ponts disulfure

stabilisent la structure tertiaire (Sukumar et al., 1995).

Ces facteurs de virulence sont codés par des géenes
souvent localisés sur de grands plasmides, sur lesquels
on retrouve également des génes de résistance aux
antibiotiques. D’ailleurs, les génes des toxines STa et
STb sont localisés dans les transposons Tnl681 et
Tn4521, respectivement. Une étude de Fekete et al.
(2003) a révélé que le plasmide pTC, un plasmide
conjugatif de 120 kb de la souche 2173 isolé d’un porc
décédé de diarrhée post-sevrage, contenait un flot de
pathogénicité sur lequel se retrouvaient les genes
codant pour les entérotoxines STa et STbh et un géne de
résistance a la tétracycline (tetB). Par ailleurs, la
variation d’'un acide aminé dans la séquence de la
toxine STb a été mise en évidence, I'histidine en
position 12 étant remplacée par une asparagine (Peter
Fekete et Bela Nagy, 2008, communication
personnelle). De plus, cette étude a révélé que cet filot
de pathogénicité était présent dans un grand nombre
de souches et était particulierement associé aux
souches positives pour le fimbriae F18.

Matériel et méthodes

Dans le but de déterminer la présence de cette
variation ainsi que d’autres altérations au niveau de la
séquence codante pour la toxine STb, une collection de
100 souches isolées de porcs malades a été analysée.
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Les isolats provenaient de porcs nouveaux-nés et sevrés
de différentes fermes de diverses régions du Québec.
Ces souches, toutes positives pour le gene estB, ont été
testées pour les facteurs ou marqueurs de virulence
suivants : I’entérotoxine thermolabile (LT), I'entéro-
toxine  STa, I'entérotoxine  STb, I'entérotoxine
entéroaggrégative stable a la chaleur (EAST1), la
porcine attaching and effacing associated protein (Paa),
I'adhesin involved in diffuse adherence (AIDA), les
Shiga toxines 1 et 2 (Stx1 and Stx2), E. coli attaching-
and-effacing factor (EAE), et les fimbriae F4 (K88), F5
(K99), F6 (987P), F17, F18, et F41. Nous avons extrait
I’ADN des 100 isolats et la séguence codant pour la
toxine STh a été amplifiée par réaction en chaine par
polymérase puis entierement séquencée.

Résultats

Chez 77 souches, la séquence était identique a celle
décrite originalement par Lee et al. (1983) (souche
P307) (Figure 1). Les 23 souches restantes possédaient
une variation dans la séquence, I'histidine en position
12 était remplacée par I'acide aminé asparagine,
correspondant a la méme variation que celle trouvée
dans la souche 2173 par Fekete et al. (2003).

Souche P307 (séquence originale de STb)
Codon # 28.. 31.. 34.. 37.. 40..
Séquence ADN| TGT | | GAA| | CAT| |TAT | |AGA|

Acide aminé
Acide aminé # 10 11 12 13 14

Souche 2368 (un variant identifié dans cette étude)

34. 37.

Codon # 28.. 31.. . . 40..
Séquence GA AA AG
ADN TGT A T TAT A
pcice amine (1650 |1 [P [EE 1A
Acide aminé # 10 11 12 13 14

Fig. 1. Comparaison des séquences entre la toxine originale et le
variant identifié dans cette étude.

Fig. 1. Comparison of the sequences of the wild-type toxin and a
variant identified in this study.

Ce variant de la toxine STb a été observé dans les
souches datant de 1980 a 2007 inclusivement qui
faisaient partie des souches sélectionnées dans cette
étude. Puisque le plasmide pTC de la souche 2173
possédait un gene de résistance a la tétracycline (tetB),
la sensibilité a la tétracycline a aussi été déterminée
par la méthode de Kirby-Bauer. Cela a révélé que les 23
souches possédant la variation dans la séquence de STb
étaient aussi résistantes a la tétracycline.

Suite a cette observation, une corrélation entre la
présence ou non de ce variant et la présence de
facteurs de virulence retrouvés dans les 100 souches
ETEC étudiées a été effectuée. Les 23 souches variantes
contiennent I’entérotoxine STa, comme la souche 2173.
Aussi, 13 de ces 23 souches STa:STb ne possedent
aucun fimbriae porcin connu a ce moment. De plus, le
sérotypage de ces souches a indiqué que 10 des 13
souches STa:STb possédaient le méme sérotype, soit
07:K48, les 3 souches restantes n’étaient pas
sérotypable. Les autres souches étaient associées aux
fimbriae F4 (1/40), F5 (1/6), F6 (1/1) et F18 (5/11). La
présence de Stx2 était fortement corrélée avec la

présence du variant (5/6).

Cette étude a révélé la présence d’un variant de la
toxine STb dans une proportion importante (23/100).
Cette variation du codon 34 est la méme que celle
observée par Fekete et al. (2003). Des études de
mutagenése dirigée ont démontré le rbéle de certains
acides aminés dans la toxicité et dans I'attachement de
la toxine au sulfatide (Dreyfus et al., 1992; Fujii et al.,
1992; Labrie et al.,, 2001). Cependant, la présence
d’'une histidine en position 12 n’a pas été recherchée
jusqu’a présent.

Ce variant semble fortement associé aux souches
ETEC positives pour la toxine STa puisque toutes les
souches variantes ont hybridé avec le géne codant pour
STa. Les souches STa:STb sans fimbriae porcin sont
moins bien caractérisées et peuvent étre associées a la
diarrhée puisque ce type de souche a été isolé de porcs
diarrhéiques (John M. Fairbrother, laboratoire EcL,
communication personnelle).

De plus, puisque toutes les 23 souches variantes
étaient STa-positive et résistantes a la tétracycline,
comme l'ont observé Fekete et al. (2003), ®la peut
indiquer que le géne variant de STb est aussi présent
sur le plasmide pTC,i73 ou son équivalent. Le clonage,
I'expression et la purification du gene permettraient de
comparer [l'attachement de STb au sulfatide, son
récepteur, ainsi que la toxicité dans un modeéle animal
comme les anses ligaturés chez le rat ou encore son
héte naturel, le porc.
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Résumé

La toxine diphtérique (58 kDa) est une toxine bactérienne translocante, a cible intracellulaire, dont
I'activité est régulée par le pH. L’étape de translocation du domaine C dans le cytosol est encore mal
connue. L'objectif de ce travail et de déterminer I'influence du comportement des domaines C et T
I'un sur l'autre, en fonction du pH. Pour cela, nous avons produit deux mutants de la protéine CT,
CTwsoris3r €t CTwooe/2s1F. L'étude spectroscopique de ces mutants a permis d’identifier les changements
de conformation dépendants du pH des deux domaines dans la protéine CT. La conclusion de ce
travail est que le domaine T aide a la liaison et la pénétration du domaine C dans les membranes,
alors que son comportement reste identique en présence ou non du domaine catalytique.

The T domain of diphtheria toxin drives membrane binding and
penetration of the C domain

Diphtheria toxin (58 kDa) is a pH-dependant bacterial translocating toxin, with an intracellular target.
The translocation step of the C domain in the cytosol remains unclear. The aim of this work is to
determine the effects of the T and C domains one on the other, as a function of pH. For this, we
produced two mutants of the CT protein, CTwsosisar and CTwzoeszsir- Spectroscopic studies on these
mutants allowed to identify the pH-dependant conformational changes of the two domains within the
CT protein. The main result of the study is that the T domain triggers membrane binding and

penetration of the C domain, without being influenced by the presence of the C domain.

Keywords
interaction.

Diphtheria toxin, translocation, conformational change, molten globule, membrane

Introduction

La toxine diphtérique (58 kDa) est une toxine
bactérienne translocante, a cible intracellulaire, dont
I'activité est régulée par le pH (Chenal et al., 2002b ;
Perier et al., 2007). La toxine se lie a la surface
cellulaire puis est internalisée. Le pH acide de
I’endosome conduit a [linsertion du domaine de
translocation (T) dans la membrane, lequel permet la
translocation du fragment catalytique (C) dans le
cytoplasme. L’étape de translocation du domaine C est
encore mal connue. Certaines études suggérent que le
passage du domaine C se fait a travers un canal formé
par la sous-unité B (Boquet et Pappenheimer, 1976 ;
London, 1992). D’autres suggerent que les deux
domaines sont en contact avec la membrane et que les
sites hydrophiles de C sont masqués par la chaine B
(Hu et Holmes, 1984 ; Papini et al., 1987 ; Zhao et
London, 1988). Cependant, la majorité des études porte
sur les domaines C et T isolés. L'objectif de cette étude
est de déterminer I'influence des domaines C et T, I'un
sur l'autre, lors de la translocation. Pour cela, nous
avons produit deux mutants de la protéine CT,
CTwsosis3r €t CTwaoerzs1r- Ce€S deux mutants permettent
respectivement d’étudier la fluorescence du
tryptophane (Trp, W) dans le domaine C et dans le
domaine T, en présence ou non de vésicules lipidiques
anioniques. Les résultats ont permis de décrire les
changements de conformation respectifs des domaines

C et T dans la protéine CT. Le principal résultat est que
le domaine T favorise la pénétration membranaire du
domaine C dans les premieres étapes de la
translocation, et que le domaine T se comporte de
maniéere identique, lié ou non au domaine C.

L'acquisition d’un état molten globule
par les domaines C et T en solution est
conservée dans la protéine CT

Des expériences de dichroisme circulaire ont montré
qu’en solution, les protéines C, T, et CT mutées sont
repliées dans leurs structures natives a pH 7,2 et
perdent leurs structures tertiaires a pH 3,5 (nhon
représenté). Isolés, les domaines C et T sont capables
d’adopter une structure de type molten globule (MG)
avec conservation de la structure secondaire et perte
des contraintes structurales tertiaires (Hayashibara et
London, 2005). Le | max de fluorescence du Trp a été
utilisé pour étudier les changements conformationnels
dépendants du pH des protéines, C, T, CTwsosissF,
CTwzoe/281F, €n solution (Figure 1). Toutes les protéines
suivent une transition dépendante du pH, traduisant
I'exposition au solvant de leurs Trp. La transition du
domaine C est profondément modifiée dans la protéine
CT (Figure 1, triangles vides). En effet, celle-ci a lieu
0,9 unités de pH plus basique pour C isolé (Figure 1,
triangles pleins). En revanche, la transition de T dans la
protéine CT est peu modifiée. Ces résultats suggéerent
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que dans la protéine CT, la transition vers I'état MG du
domaine T est inchangée alors que celle du domaine C
a lieu a pH plus élevé. La liaison entre les domaines C
et T crée donc une interaction entre eux. Cette
interaction modifie le comportement du domaine C en
solution.
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Fig. 1. Fluorescence du Trp des protéines T (ronds pleins), C
(triangles pleins), CTw2oe/281F (triangles vides) et CTwsosis3r
(ronds vides), en solution, en fonction du pH.

Fig. 1. Trp fluorescence in solution of T (close circles), C
(close triangles), CTwzoe2s1r (Open triangles) and CTwso/issr
(open circles).

Le domaine T favorise lI'interaction du
domaine C avec la membrane

L’interaction des protéines C, T et des mutants CT avec
des vésicules anioniques [SUV pour Small Unilamellar
Vesicle ; LUV pour Large Unilamellar Vesicle ; PC/PA
(pour Phosphatidyl Cholin/Phosphatidic Acid) 9:1] a été
étudiée en fonction du pH (Figures 2 et 3). La liaison a
la membrane a été étudiée par ultracentrifugation et
fluorescence du Trp. L’interaction des protéines avec la
région interfaciale de la membrane a été étudiée par
FRET entre les Trp des protéines et un groupement
dansyl lié aux tétes polaires des lipides (Figure 2).
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Fig. 2. FRET entre les Trp des protéines C, T et CT mutées et
les SUV contenant du dansyl-DHPE (ronds vides), et partition
de C, T et CT dans la membrane en fonction du pH (ronds
pleins).

Fig. 2. FRET from the Trp of C, T, and CT mutants to dansyl-
DHPE-containing SUV (open circles) and partition of C, T, and
CT mutants between the buffer and LUV as a function of pH
(close circles).

Le pH de demi transition de la liaison aux LUV est de
5,2 ; 6,5 pour les protéines C et T; 6,4 et 6,1 pour

CTwsorisar €t CTwooer281F respectivement. Pour déterminer
quel domaine de la protéine CT se lie a la membrane en
fonction du pH, des expériences de FRET ont été
menées. Plus l'intensité du signal de fluorescence est
élevée, plus les Trp de la protéine s’insérent dans la
région interfaciale de la membrane.

Le domaine T pénétre dans la zone interfaciale de la
membrane seulement lorsqu’il est complétement lié
(Figures 2 et 4). En revanche, le domaine C pénétre
dans la membrane dés sa liaison, puis poursuit son
insertion sur une unité de pH. Pour CTwsosnssr et
CTwzoe/281F, I'insertion dans la région interfaciale débute
lorsque 50% de la protéine est liée. Alors que le signal
du domaine T dans CT continue a augmenter apres la
liaison totale de la protéine a la membrane, le FRET de
C dans la protéine CT stoppe a pH 5, lorsque toute la
protéine est liée.

Le domaine T favorise la pénétration du
domaine C dans la membrane

Les transitions structurales des domaines C et T de la
protéine CT ont été étudiées par fluorescence du Trp, en
fonction du pH et en présence de LUV anioniques
(Figure 3).
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Fig. 3. (A) Interaction entre C, T et des mutants CT et des
LUV anioniques, en fonction du pH. T (ronds pleins), C
(triangles pleins), CTw2oe/281¢ (triangles vides), CTwsosis3r
(ronds vides) (B) Quenching de fluorescence des Trp par le
Br-PC. (C) Cinétique de libération de sulforhodamine
encapsulée dans des LUV. T (ronds pleins), C (triangles
pleins), CT (ronds vides).

Fig. 3. (A) Interaction of C, T and CT mutants with anionic
LUV, as a function of pH. T (close circles), C (close
triangles), CTwzoezsir (Open triangles), CTwsonsse (open
circles). (B) Fluorescence quenching of Trp by Br-PC. (C)
Kinetics of sulforhodamine release in LUV. T (close circles), C
(close triangles), and CT (open triangles).
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Le domaine T suit deux transitions, entre pH 7 et
pH 6, puis pH 6 et pH 4, correspondant respectivement
a la liaison a la membrane et la réorganisation dans la
membrane (Chenal et al., 2002a ; Perier et al., 2007).
Le domaine C isolé suit également deux transitions
(Figure 3A, triangles pleins), de 338 nm a 343 nm
entre pH 4,9 et pH 3,5 et 343 nm a 340 nm entre pH
4,1 et pH 3,5. L'augmentation du | max lors de la
deuxieme transition correspond certainement a un
dépliement partiel de la protéine, comme pour le

domaine T (Montagner et al., 2007 ; Perier et al.,
2007).
Dans la protéine CT, le domaine T suit deux

transitions trés similaires a celles du domaine T isolé
(Figure 3A, ronds vides). La diminution d’amplitude de
3 nm de ces deux transitions peut étre corrélée aux
expériences de binding. En effet, la liaison a la
membrane du domaine T dans la protéine CT est moins
coopérative que la liaison du domaine T isolé (Figure 2,
ronds pleins). La transition du domaine T dans CT n’est
pas achevée lorsque T commence sa deuxiéme
transition et pénétre dans la membrane. Le domaine C
dans la protéine CT suit également deux transitions
dépendantes du pH en présence LUV anioniques. En
effet, le | max varie de 335 a 339 nm entre pH 6,4 et
5,0 puis de 339 a 336 nm entre pH 5,0 et 3,6 (Figure
3A, triangles vides). Ainsi, le domaine C dans CT suit,
comme le domaine C isolé, deux transitions, mais
celles-ci ont lieu une unité de pH plus élevé. Ceci
suggere fortement que dans la protéine CT, le domaine
T favorise [Il'interaction du domaine C avec la
membrane.

Le comportement du domaine T n'est pas
perturbé par l'insertion du domaine C
dans la membrane

Afin de caractériser de maniére plus fine la position
des Trp de C, T et CT dans la membrane, des
phospholipides bromés contenant des groupements
brome aux positions C6 et C7 de la chaine acyle ont été
incorporés dans les LUV a un ratio PC/Br-PC /PA de
7:2:1. Lorsque la protéine s’insere profondément dans
la membrane, la fluorescence des Trp est quenchée par
le brome. Le quenching de fluorescence du domaine C
isolé augmente Iégérement a partir de pH 4,6, jusqu’a
12% de quenching a pH 3,8 (Figure 3B, triangles
pleins), indiqguant une faible pénétration de C dans la
bicouche. La fluorescence des Trp du domaine T est
progressivement quenchée au fur et a mesure que le
pH décroit, jusqu'a 48% d’extinction a pH 3,8 (Figure
3B, ronds pleins). Des valeurs similaires sont obtenues
pour CTwsosissr, C€ qui montre que le domaine T dans la
protéine CT pénétre a la méme profondeur dans la
partie hydrophobe de la bicouche que le domaine T
isolé. La protéine CTwzaos/281F (Figure 3B, triangles vides)
représente une situation intermédiaire, avec une
extinction de fluorescence jusqu’a 25% a pH 3,8, ce qui
représente une extinction deux fois plus importante que
pour le domaine C isolé. Ainsi, le domaine C dans la
protéine CT pénetre plus profondément dans la
bicouche lipidique.

Enfin, des expériences de perméabilisation de LUV
ont été menées afin d’étudier les cinétiques de
perméabilisation des protéines C, T et CT, et donc leur
pénétration dans la membrane (LUV/protéine : 1000).
Pour cela, la libération de la sulforhodamine encapsulée
dans des LUV a été suivie par fluorescence (Figure 3C).
Alors que la perméabilisation par le domaine C isolé est
peu efficace, I'efficacité de perméabilisation de la

protéine CT s’avere légerement plus efficace que celle
du domaine T.

Modele d’insertion des domaines C et T
dans des membranes anioniques

La Figure 4 résume les résultats obtenus en solution et
en présence de LUV, par les diverses méthodes
présentées. Ce modeéle représente la succession
d’étapes conduisant a la pénétration des deux
domaines dans la bicouche. Ce bilan montre que le
domaine T se comporte de maniére indépendante du
domaine C en solution, et pendant l'interaction avec la
membrane ; a l'inverse, le domaine C est fortement
influencé par la présence du domaine T.
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Fig. 4. Représentation schématique des phénomenes

intervenant lors de l'interaction des protéines T, C et CT avec les
membranes anioniques. La figure résume les résultats obtenus
par les différentes méthodes spectroscopiques. C1, C2, T1, T2
sont les transitions des domaines C et T en présence de LUV. La
liaison (noir), la pénétration dans la zone interfaciale (gris), la
pénétration dans la zone hydrophobe (obliques) et la
perméabilisation (verticales) sont indiquées par des triangles
couchés.

Fig. 4. Schematic representation of the phenomena occurring
during the interaction of proteins T, C and CT with anionic
membranes. The figure summarizes the data obtained by the
different spectroscopic methods. C1, C2, T1, T2 are the
transitions of C and T in the presence of LUV. The binding
(black), interfacial layer penetration (grey), acyl chain layer
penetration (obliques), and permeabilization (verticals) are
indicated by arrows.

De pH 7 a pH 6, la protéine se lie a la membrane
(Figures 3 et 4). Le domaine T est certainement a
I'origine de la liaison car (i) le domaine T présente les
mémes changements de conformation (Figure 4, T1 et
T2) isolé ou dans CT, (ii) le changement de
conformation C1, qui est certainement attribué a la
liaison aux LUV, ainsi que cette liaison, ont lieu a pH
moins acide lorsque C est lié¢ a T.

De pH 6 a pH 4, les deux domaines de la protéine
CT pénétrent dans la membrane (Figure 4, gris et
obliques). Le domaine T n’est pas influencé par la
présence du domaine C, alors que [linteraction
membranaire de C est fortement influencée par T. Les
étapes de pénétration dans la membrane sont
différentes pour les deux domaines. La pénétration du
domaine T est plus profonde et affecte les régions
interfaciale et hydrophobe (Figures 3B et 4). En
revanche, l'interaction de C avec la membrane est plus
superficielle et affecte essentiellement la région
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interfaciale. Lors de I'étape de pénétration, T subit un
changement de conformation T2 (Figure 3A). C termine
son changement de conformation C1. Pour C, le
changement de conformation C2 correspond a la
pénétration dans les chaines acyles. Le domaine T
perméabilise les membranes pendant cette étape de
pénétration (Figure 4). La présence du domaine T est
indispensable pour la perméabilisation, C étant
incapable de perforer les membranes.

Conclusion

De récentes études ont suggéré que le domaine T agit
comme un chaperon du domaine C, permettant son
passage a travers la membrane a pH acide (Hammond
et al., 2002). En effet, le domaine T est capable de se
lier, en solution ou en présence de membrane a des
protéines présentant un état MG ou a des peptides
hydrophobes (Ren et al., 1999). Cependant ce role de
chaperon du domaine T n’a pas été démontré. Ce travail
montre que le domaine T agit sur la conformation du
domaine C, en solution et en présence de membranes
anioniques, en accélérant son passage de sa structure
native a I'état MG. Le domaine T ne facilite pas
I'insertion membranaire de C uniquement en ayant un
role d’ancre membranaire, il stabilise également la
conformation MG de C, qui est propice a I'insertion de C
et certainement a sa translocation. Le domaine T
expose des surfaces hydrophobes a pH acide, qui
interagissent probablement avec les zones hydrophobes
du domaine C. En ce sens, T agirait comme un
chaperon du domaine C. Enfin, la protéine CT
perméabilise les membranes anioniques a pH acide, ce
qui suggere que la translocation de C ne se fait pas a
travers le canal formé par T, comme le suggérent
certains modeles.
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Abstract

From previous generations, medicinal plants have been used as a therapeutic resource in the treatment
of some pathologies. In order to make an appropiate use of this resource, it is necessary to know its
active ingredients and adverse effects. The objective of this research was to analyze the life experiences
of the population of Santa Rita, Aragua state, Venezuela, in order to find out if they use plants properly
and, should it not be so, to teach them the correct handling of the plants. In the qualitative type
investigation, a case study was selected, and a descriptive type analysis was performed. The sample was
made up of 25 interviewees who attended medical consultations in two primary care units and agreed on
participating. Among the plants they mentioned as producing adverse reactions, respecting the order in
which they were reported, are : garlic, chamomile, onion, lemon verbena, jimsomweed, goosefoot,
physic nut, castor oil plant, jequirity, oleander, yellow oleander, passion fruit, lime, chinese hibiscus,
banana, lemongrass, fig and peppermint. It was concluded that the population has some knowledge of
the adverse effects, but there is confusion as to the preparation methods and lack of knowledge of the
fact that some plants become toxic after being cooked.

Phytothérapie et effets indésirables

Depuis longtemps, les plantes médicinales ont été utilisées dans le traitement de nombreuses
pathologies. Leur bon usage nécessite une connaissance de leurs principes actifs et de leurs effets
toxiques. L’objectif de notre enquéte est d’analyser les expériences vécues par la population de Santa
Rita, de I'Etat d'Aragua, au Venezuela, afin de savoir si elle utilise correctement les plantes et, dans le
cas contraire, de lui en enseigner le bon usage. Pour ce type d’investigation qualitative, nous avons
sélectionné une étude de cas et une analyse descriptive a été réalisée. L'échantillonnage porte sur 25
patients consultant dans deux unités de soins et ayant accepté de participer a I'enquéte. Les plantes
responsables d’effets secondaires par ordre de fréquence sont les suivantes : ail, camomille, oignon,
citron, verveine-citronelle, datura stramoine, chénopode, pourghére, ricin, haricot pater noster, laurier-
rose, thévétia du Pérou, fruit de la passion, citron vert, hibiscus rose de Chine, banane, citronnelle, figue
et menthe poivrée. Nous avons constaté que la population concernée avait une certaine connaissance
des effets indésirables, mais qu’il existait des confusions sur les modes de préparation et un manque

d’'informations sur la toxicité aprés cuisson.

Keywords : Phytotherapy, adverse effects, medicinal plants.

Introduction

Phytotheraphy, which is the art of using medicinal plants,
has been in effect from anscient generations up to the
present. Plants are a therapeutic resource suitable for
treating some pathologies, but it is necessary to know
about their active principles, therapeutic efficiency,
adverse and/or toxic effects (which could occur when
their properties are not known), correct dose, falsification
or substitution of the botanic species, contamination of
the plants with pesticides and inadequate extraction of
the active principles, among others. Most of the people
who use phytotherapy, think it to be safe just because
plants are natural. But their culture condition and their
natural origin do not garantee total harmlessness nor
eliminate the negative effects that some plants can
produce when ingested without knowledge and without
control. Generally speaking, people don’t know that
plants have active principles whose effects are similar to
those of some drugs and that at some point they can
become toxic if prepared inadequately or if taken in
combination, because synergy or potentiation can be
produced, making it necessary to be careful when

consuming them. Some plant species produce adverse
reactions and toxicity on contact with the skin, for
example rash producing plants, e.g. nettle and
fireman ; others are irritants trough mechanical incisions,
e.g. prickly pear ; another group of plants can produce
toxicity when taken for edible plants or when some
vegetables are eaten unripe and in general, when a plant
species is taken for another. This research was based on
the life experiences of the inhabitants of Santa Rita town
in the Francisco Linares Alcantara country, Aragua state,
Venezuela, near the University of Carabobo area, Aragua
Branch, and it was considered pertinent to select this
population for documenting their narrated experiments in
relation to the use of phytotherapy as a therapeutic
resource and the possible adverse reactions which could
arise, with the intention of finding out whether plants are
really used adequately and, were it not so, designing
programs in conjunction with public health institutions in
order to teach them proper handling.

Materials and methods

This investigation is of the qualitative type, the method
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chosen was case study, as refered to by Serrano (2004).
It is a descriptive and analytic study according to Usher
and Bryant (1997) and Taylor and Bogdan (1998),
because it describes the practices and believes of people
who use phytotherapy and who live in Santa Rita parish,
Aragua state Venezuela. The information was collected
through a field work (Tamayo, 2001).

The sampling used was of the theorical or non-
probabilistic type (Canales, 2001 ; Guerrero, 2001) and
the sample was made up of 25 people who attended
medical consultation as patients or as patient
companions in two primary care units of the Santa Rita
parish who agreed to participate. In this research the
following elements were applied documental and
bibliographic analysis, experience narration, observation
and in-depth interviews. The documental analysis was
performed to obtain information about the different
plants used by those surveyed. Among the plants
mentioned are as above.

Garlic, Allium sativum L. Alliaceae

(In South America : ajo). The pharmacological activity of
garlic includes a variety of organosulfurated compounds,
the most important being “alliin” which becomes alicin,
which in turn provokes the production of tears and can
have a highly irritating action and it also contains a
mucilaginous extract, albuminoid materials, potassium
salts and silica among others. Garlic has also beta
blocker, hypocholesterolemic, anti-platelet, diuretic and
anthelmintic properties (Delens, 2000 ; Thomas et al.,
2008) and it is used in phytotherapy as anti-flatulent,
anti-inflammatory, diuretic, expectorant, hypotensive,

vasodilator, among others. The administering modes are
as tincture, syrup and oil (Kendler, 1987 ; Albornoz,
1993)

Fig. 1. Garlic, Allium sativum L.,
Alliaceae.

Fig. 1. Ail commun.

Garlic must not be administered to children, nor to
pregnant or breast—feeding women. It can cause contact
dermatitis. Prolonged ingestion may cause digestive and
kidney disorders and it shouldn’t be consumed by people
undergoing oral anti-coagulant treatment (warfarina)

since it lenghtens the time of prothrombin activity,
clotting and coagulation. It can produce allergic
reactions : dermatitis on contact, asthma crisis on

smelling garlic powder, gastric burning, nausea, vomiting
and diarrhoea.

Chamomile, Matricaria recutita L.,
Asteraceae

(In South America : manzanilla). The flowers of this plant
are used for its active ingredients essential oils
composed of sesquiterpenes (3-bisabolol and derivatives
such as bisaboloxides A, B, C), azulenes such as
camazulene and a hydrogel fraction containing apigenin
(Delens, 2000 ; Fonseca et al., 2007). Diverse properties
are attributed to this plant, including anti-inflammatory,
sedative, carminative, anti-allergic, diaphoretic and anti-
spasmodic properties (Albornoz, 1993 ; Brandao et al.,
1998 ; Nogueira et al., 2008).

Fig. 2. Chamomile, Matricaria
recutita, L., Asteraceae.
Fig 2. Camomille.

When flowers are cooked and diluted, they are well
tolerated ; but when they are very concentrated and
ingested for a long period of time, they can produce
severe poisoning, especially in kids less than 2 years of
age who can have convulsions and in extreme cases die
from respiratory arrest (Martinez et al., 2001 ; Rodriguez
et al., 2007).

Onion, Allium cepa L. Alliaceae

(In South America : cebolla). The bulb is the part of this
plant that contains most of the active ingredients : the
quercetin, a flavonoid that confers various properties,
such as anti-spasmodic, diuretic, protective of blood
vessels, as well as, anti-asthmatic properties which could
be explained by the bronchial spasmolytic activity due to
the presence of isothiocyanates (Delens, 2000). Onion
also contains acrolein, which confers an anti-
inflammatory action and acts as an adjuvant in the
sweeping function of the bronchial ciliae. It also contains
disulfide allyl, which also has anti-inflammatory
properties and is easily eliminated through the
respiratory canals and the kidneys. It is used as an anti-
inflammatory in case of haemorrhoids, insect bites,
burns, abscesses ; it is also used as an expectorant and
others (Kendler, 1987 ; Albornoz, 1993). When people
are weak or tired, they are encouraged to ingest onion
because of its energizing properties.

Fig. 3. Onion, Allium cepa L., Alliaceae.
Fig. 3. Oignon potager.

Onion should not be administered in any form or
presentation to people who are bleeding or recently
operated and in the healing phase and/or who have
clotting problems because this bulb has prothrombic
activity and anti-platelet properties, which would
aggravate the case and lengthen the clotting and
prothrombic activity times (Martinez and Hernandez,
1990 ; Martinez, 2006).

Lemon verbena, Lippia alba (Miller)
N.E.Br, Verbenaceae

(In South America : poleo, cidron). The parts of this plant
containing the greatest amounts of active principles are
the fresh leaves and the flowers and their active
principles are: an essential oil rich in geraniol, nerol,
borneol, b—caryophyllene, bisabolene and others that
provide this plant with expectorant and anti—
inflammatory properties. This plant is also considered a
stomach stimulant and a carminative (Albornoz, 1993 ;
Vale et al., 1999 ; Delens, 2000 ; Do Vale et al., 2002 ;
Martinez, 2006 ; Oliveira et al., 2006). According to
ethno-pharmacological research, this plant is widely used
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for having digestive properties and sedative effects ; it
acts also as a respiratory stimulant and is an anti-
hypertensive medication (Gazola et al., 2004 ;

Hennebelle et al., 2008).

Fig. 4. Lemon verbena, Lippia
alba (Mill.) N.E Br.,
Verbenaceae.

Fig. 4. Verveine-citronelle
(verveine odorante).

The concoction of this plant should not be given to
kids less than 2 years of age since their excretion and
elimination organs are not fully developed which
produces an accumulation of active principles exceeding
therapeutic levels and it shouldn’t be administered in
conjunction with acetaminophen since drug interactions
(hepatotoxicity) may occur (Martinez and Hernandez,
1990 ; Martinez, 2003, 2006).

Jimsonweed, Datura stramonium L.,
Solanaceae

(In South America : estramonio. In Venezuela : Nongué
or cat’s ball ; also called “locowich” in the U.S.). It is
cultivated as an ornamental species and it also grows in
the wild. The leaves, the flowers and specially the seeds
are the parts of this plant that contain most of the
alkaloids. Its alkaloids are derived from tropane, and the
most important of them are hyoscyamine, atropine and
scopolamine, (Topolov et al., 1983). Atropine (obtained
in the extraction process) is a stimulant of the central
nervous system (C.N.S.) and a potent anti-cholinergic
(Bania et al.,, 2004). Scopolamine (burundanga) is a
C.N.S depressant, sometimes used by delinquents since
it produces sudden stimulation and immediate amnesia
which prevents their victims from recognizing them ;
jinsomweed only remains in the body for short periods of
time, making it difficult to carry out both clinical and
toxicological screening test in legal medical laboratories
(Farmacopea Caribefia, 1997). Jinsomweed is thought to
have anti-spasmodic and anti-inflammatory effects, and
it is believed to be a respiratory decongestant and an
analgesic for haemorrhoids. The inadequate use of this
plant can produce atropine poisoning symptoms such as
visual disturbances, thirst, redness of the skin, nervous
disorders, fever and convulsions (Martinez and
Hernandez, 1990 ; Martinez, 2006).

Fig. 5. Jimsonweed, Datura
estramonium L., Solanaceae.

Fig. 5. Datura stramonium
(stramoine officinale).

The use of jinsomweed is contraindicated in pregnant
women and in children less than 14 years of age. In
some communities this plant and other species from the
same family, are believed to have magical properties ;
when ingested by children or animals, they showed the
following characteristics : “crazy as a goat, red as a
tomato and hot as an iron plate”. These symptoms

correspond to an atropine poisoning and not to a magical
or religious trance often attributed to the effects of the
plant. In folk medicine, it is commonly used in inhalations
or by applying two drops of concoction in each nostril as
respiratory decongestant (Martinez, 2008).

Goosefoot, Chenopodium ambrosioides
L., Amaranthaceae

The plant called “pasote or quenopodio”, is widely used in
Venezuela. The active ingredients found in its root,
leaves and flowering tops are ascaridole, R-pinene,
limonene, D-camphor, saponins and mineral salts.
Goosefoot has anti-parasitic, analgesic and anti-

inflammatory properties (Alonso, 2007) ; it also has anti-
spasmodic effects.

Fig. 6. Goosefoot, Chenopodium
ambrosioides L. Amaranthaceae.
Fig. 6. Chénopode (épinard
sauvage).

Great care and observance of the dose are
recommended because it is a high-risk plant since the
therapeutic and toxicity ranges are very close. The signs
and symptoms of poisoning produced by this plant are
nausea, vomiting, depression of the central nervous
system, liver and kidney damage, deafness, visual
disturbances, cardiac and respiratory depression ; death
has been reported in many cases. Due to references to
pediatric deaths, it should not be administrated to
children under the age of five, pregnant women (because
of the risk of abortion), or elderly or convalescent people.
The active ingredient ascaridole (contained in the
essential oil) has anthelminthic properties with a crippling
and narcotic effect on Ascaris worms, pinworms and
hookworms, but it is ineffective against Taenia and
Trichuris worms.

Ascaridol is regarded as officinal and its essence is
recognized by the French pharmacopoeia ; its use is
recommended at the Primary Health Care. A concoction
of 100 g of fresh leaves and flowering tops into 1,5 L of
water, must be boiled, left to cool down for 5 min and be
administered at a rate of three cups per day (450 mL) for
adults or a cup (150 mL) divided into three (3) doses for
children over three years of age. According to the
Caribbean Pharmacopoeia (1997) and Alonso (2007),
0.03 to 0.10 grams of leaves per kg per day, for no more
than three days is the recommended dose for children.
According to the W.H.O., a single dose of 20 grams of the
fresh plant have the effect of rapidly expelling parasites,
without apparent side effects. It is advisable to take a
saline laxative three days after treatment. According to
popular belief, it should not be taken during full moon,
because it would stir up earthworms (Martinez, 2008).

Physic nut, Jatropha curcas L.,
Euphorbiaceae

(In South America : pifién). In popular use the leaves of
the physic nut are the most widely used part of this
plant. The seeds and the extremely caustic latex contain
the largest amount of the active ingredient, curcin. Anti-
microbial properties are attributed to this plant and its
inhibitory  activity against Candida albicans was
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demonstrated in vitro (Thomaso, 1989) ; latex applied to
patients with plantar warts for 11-20 days was almost
100% effective in eliminating them (Marroquin, 1992).

Fig. 7. Physic nut, Jatropa
curcas L., Euphorbiaceae.
Fig. 7. Pourghére (pignon
d’Inde, médicinier).

When eaten, the seeds produce acute symptoms of
poisoning whose manifestations are vomiting, abdominal
pain and diarrhoea, low blood pressure, malaise,
weakness, and respiratory disorders. In severe cases, the
patient may collapse, come into coma and die. There are
multiple references to pediatric intoxication linked to the
ingestion of these seeds, as referred by Martinez and
Hernandez (1990), Paez (2000), Martinez (2003, 2006).

Castor oil plant, Ricinus communis L.,
Euphorbiaceae

(In Venezuela : Tartago or Higuereta). The seeds of this
plant contain the largest amount of active ingredients,
among them fixed oils, substances containing nitrogen
such as ricinine (slightly toxic alkaloid) and ricin (of
protein structure and highly toxic). There are references
about the use of castor oil as a laxative in hospitals
especially in cases of poisoning caused by non-soluble
substances (Martinez and Hernandez, 1990 ; Farmacopea
Caribefa, 1997 ; Martinez, 2006). When the seeds of this
plant are ingested, clinical manifestations may appear
several hours after eating : nausea followed by vomiting,
diarrhoea, chills, burning sensation in the mouth, thirst,
cyanosis, cardiac arrhythmias, seizures and eventually
death by respiratory arrest. This plant has laxative
properties due to the presence of ricinoleic acid that
causes irritation of the intestinal mucous membrane and
then, increases peristaltism (Alonso, 2007).

In vitro, the aqueous and acetone extracts were
shown to have anti-microbial activity against Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella vewport,
Salmonella typha, Sarcinia lutea, Shigella flexneri,
Staphylococcus aureus and Staphylococcus albus (Misas
etal., 1979).

Extracts from the ricin roots have a significant
hypoglycemic activity in albinos rats (previously made
diabetic through the use of estreptozotocin) (Atal and
Kapur, 1982). Experimental studies in rats showed that
the ethanolic extract of the leaves exerts a
hepatoprotective activity in poisoning caused by

galactosamine and carbon tetrachloride (Visen et al.,
1992).

Fig. 8. Castor oil plant, Ricinus
communis L., Euphorbiaceae.

Fig. 8. Ricin commun.

Due to its uterine stimulant action, it is
contraindicated in pregnant women, and should not be

used as a slimming agent because its chronic use can
complicate underlying metabolic pathologies such as
anorexia and /or bulimia. Ricin has the capacity to
agglutinate red blood cells and may trigger disseminated
intravascular coagulation ; some authors consider ricin to
be toxic, since the ingestion of 3 or 4 seeds of Ricinus
communis can be fatal in children. The symptoms of
poisoning usually appear after a few days and may be
fatal after 6 to 8 days. Mortality rate is approximately
6%. The treatment is symptomatic (Martinez and
Hernandez, 1990 ; Farmacopea Caribefia, 1997 ;
Martinez, 2006).

Jequirity, Abrus precatorius L., Fabaceae

The common Venezuelan name is “peonia”. Some South
American Indian tribes use the seeds to make necklaces
and amulets. The seeds have large amounts of abrin, this
active ingredient has an effect similar to that of the rattle
snake venom. The seeds are highly toxic especially when
chewed. These seeds are popularly used to counter the
“evil eye” in young children in spite of the toxic risk of
abrin ingestion. The symptoms produced after ingesting
this seeds are nausea, vomiting, colic, hand tremors,
bloody diarrhoea, cardiac and circulatory failure,

convulsions, paralysis of the respiratory and vasomotor
centres, shock and death.

Fig. 9. Jequirity, Abrus
precatorius L., Fabaceae.

Fig. 9. Haricot paternoster (pois
rouge).

Oleander, Nerium oleander L.,
Apocynaceae

The common venezuelan name is “flor de la reina o
Berberia”. The largest quantity of active ingredients is in
the leaves of the plant and they are highly toxic. They
contain cardiotoxic heterosids such as oleandrin which
through hydrolysis becomes oleandrin and oleandro-
genin ;  strophantin, neriantosid, adinnerosid and
folinerosid. Oleandrin is a cardiac glucosid derived from
gitoxin 16- acetylate. Healing properties for chickenpox
are attributed to this plant, which is used for taking
baths, as well as for inhalations to cure sinusitis. The
applications of this plant externally in case of skin
infections as well as in the immuno-oncology area open
up new perspectives for using this species (Alonso,
2007). If any part of this plant is used as folk medicine, it
should be done carefully to avoid the arrhythmic effects
on the heart because the cardiotoxic heterosides give to
this plant a digitalin-type action. Considering the high
level of toxicity of this plant, it is nhot recommended for
internal use.

Fig. 10. Oleander, Nerium
oleander L., Apocynaceae

Fig. 10. Laurier rose.

Symptoms of poisoning that appear upon the
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ingestion of this plant are nausea, vomiting, dizziness,
epigastralgia, diarrhoea, arrhythmias, unconsciousness
and respiratory arrest. Some authors believe that
infusions are more toxic than alcoholic extracts. There
are references of children who died after ingestion of
some flowers or leaves of the plant and there have been
reports of mass intoxications after consumption of beef
kebabs when the twiegs have been used as skewers.

Luckynut or Yellow oleander, Thevetia
peruviana, Apocynaceae

(Commonly known as “Retama o Cascabel” in
Venezuela). All parts of this plant are very toxic, mainly,
the seeds and the latex, the latter being the largest
carrier of the following group of cardiotoxic glycosides
(cerebrin, nerifolin and tevetin, for instance). The leaves
contain lignans : orthocumaric, ferulic, benzenoid, and
gentisic acids, and flavonoids such as syringic acid and
tamarixetin (Griffiths, 1959 ; Daniel et al., 1978). The
ferulic acid that they contain gives them the following
properties : analgesic, anti-platelet, anti-dysmenorrheic,
anti-spasmodic, and hepatoprotective (Duke, 1992).

Fig. 11. Luckynut or Yellow
oleander, Thevetia peruviana,
Apocynaceae.

Fig. 11. Thévétia du Pérou
(faux-laurier jaune).

Due to the high toxicity of this plant, it should be
administered and handled by people trained in
phytomedicine. Ingestion of these seeds can produce
burns in the mouth, diarrhoea, vomiting, mydriasis,
cardiac arrhythmias, seizures, shock, cardiac arrest and
death. There are accounts of the death of children caused
by the ingestion of 1 to 2 seeds.

Passion fruit, Passiflora adenopoda Dc.,
Passifloraceae

The common venezuelan and south american name is
“Parchita”. The whole plant and its unripe fruit contain
large amounts of cyanogenic glycosides, which are

biotransformed into hydrocyanic acid, itself hydrolysed
into cyanide. Some references exist of children after
ingestion of these unripe fruits. It is recommended that
this fruit has to be only eaten when ripe (Martinez and
Hernandez, 1990; Vélez and Vélez, 1990 ;
2000).

Martinez,

Fig. 12. Passion fruit,
Passiflora adenopoda Dc.,
Passifloraceae

Fig. 12. Fruit de la passion
(passiflore).

Popular culture attributes sedating and fever-causing
properties to this plant. The P. adenopoda species is the
one that contains the higher amounts of cyanide
glycosids and because of that it is the most toxic of all.

Other passiflora species are used to treat insomnia,
hypertension and cough fits. The way to prepare the
tincture is by macerating 200 g of flowers in 1 L of 60°
alcohol for 9 days, then it is filtered and stored in a
container (Albornoz, 1993 ; Alonso, 2007).

Lemon, Citrus x limon, L., Burm. f.
Rutaceae

(The common venezuelan name is “limén”.) The leaves,
bark and flowers contain large amounts of essential oils
such as limonene, linalol, nerol, geraniol and 3-pinene,
while the fruit’s flesh contains a large amount of organic
acids (citric and malic mainly) and vitamin C ; the
pericarp contains pectin. The leaves are diuretic, but do
not have hypothermic properties. The juice of the fresh
fruit causes gastric stimulation in vitro. Essential oils
present a broad spectrum of anti-bacterial activity, and
they are used as insect repellent (Albornoz, 1993). The
aqueous extract of the fruit is active in vitro against
Epidermophyton flocosum and Trichophyton
mentagrophytes. The concoction has anti-fungal
properties when administered orally.

Fig. 13. Key lime, Citrus
aurantiifolia, Rutaceae

Fig. 13. Citron vert (limette).

It is advisable not to use this fruit or any part of this
plant on the skin in the presence of sunlight, because the
furocoumarin in the leaves and in the skin of the fruit
could trigger photosensitivity, forming dark spots in the
skin ; this effect is produced by most citrus species
(Martinez and Hernandez, 1990 ; Martinez, 2003, 2006).

Chinese hibiscus, Hibiscus rosa-sinensis
L., Malvaceae

(Common venezuelan name is “Cayena”). The flower
contains citric, oxalic and tartarid acids, sucrose, fructose
and glucose ; the presence of alkaloids is presumed in
the leaves and stems but there are authors who disagree
on this. The flower also contains large amounts of
mucilages, lipids, alkanes, B-sitosterol and triterpenoides
taraxeril (Srivastava et al., 1976). Hibiscus has
hypoglycemic activity ; it is used in conjunctivitis, asthma
and flu ; additionally, astringent, expectorant,
antihaemorrhagic and anti-spasmodic properties are
attributed to it. It is also used in seat baths in case of
haemorrhoids (Alonso, 2007).

Fig. 14. Chinese Hibiscus,
Hibiscus rosa-sinensis L.,
Malvaceae.

Fig. 14. Hibiscus rose de Chine.

This plant should not be used internally because it is
too irritating and it is contraindicated for pregnant or
breastfeeding women, infants and children under 2 years
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of age. It must be prepared in the form of infusions,
because, if cooked, it releases a quantity of mucilage
with highly irritating properties ; there are references of
intoxication from this plant (Martinez et al., 2006). To
prepare the infusion adequately, water is boiled and
taken off the fire, after which, 2 flowers are added per
cup of water, covered for 5 minutes, and then, the
flowers are taken out and sugar is added.

Banana, Musa paradisiaca L., Musaceae

(The common venezuelan name is “Cambur”). Among the
active ingredients present in the skin and flesh of the
fruit, serotonin and dopamine are at the highest
percentage. Banana also contains free folic acid,

norepinephrine, tyramine, malic and peptic acids, and
gummy and mucilaginous materials (Velez and Velez,
1990). It is therefore recommended not to ingest alcohol
in conjunction with banana, because acute intoxication
may appear.

Fig. 15. Banana, Musa
paradisiaca, Musaceae.

Fig. 15. Bananier

Symptoms include vomiting, nausea, dizziness,
headaches, gastrointestinal discomfort and severe
hypotension. The fruit also contains norepinephrine, while
the whole plant has a large amount of tanins (Martinez
and Hernandez, 1990 ; Farmacopea caribefia, 1997 ;
Paez, 2000 ; Martinez, 2006). Popular culture attributes
liver-protective qualities to this fruit. It is also used to
cure diarrhoea by grating and boiling the unripe banana
and taking it in soup (Conaplamed, 2000).

Lemon grass, Cymbopogon citratus (DC.)
Stapf, Poaceae

(The common venezuelan name of this plant is
“Malojillo™). The active ingredients are citral, D-citronel
and geraniol. The whole plant as well as the essential oil
extracted from it, are used for the antiseptic, digestive,
carminative, bronchodilator and diaphoretic effects

attributed to them. They have hypoglycaemic and
antimicrobial activities (Gazola et al., 2004 ; Nogueira et
al., 2008).

Fig. 16. Lemongrass,
Cymbopogon citratus (Dc.) Stapf
Poaceae.

Fig. 16. Citronnelle.

One must be very careful with this plant, so,
concentrated concoctions should not be prepared nor
given to children under 2 years of age. There are
references to poisoning risks and deaths of children by
ingestion of concentrated concoctions of this plant either
alone or mixed with acetaminophen (Martinez and
Hernandez, 1990 ; Lezama et al., 2002 ; Martinez,

2006). After consuming between 500 and 1000 mL of
this concoction some people manifested a weakening or
calming sensation. Ingestion of this plant for prolonged
periods can produce serious injuries to the oesophageal
mucous membrane due to the presence of microfilaments
released by the plant while it is being simmered. This
inconvenience can be solved by filtering the concoction
using a cloth strainer before ingesting it (Martinez and
Hernandez, 1990 ; Delens, 2000; Lezama et al., 2002 ;
Martinez, 2003). It is popularly used as an insect
repellent.

Fig, Ficus carica L., Moraceae

The common venezuelan and south american name is
“Higo”. The following active ingredients are present in
this plant : sugars such as glucose, fructose, sucrose ;
organic acids such as citric, malic and acetic ; gummy
and mucilaginous materials. The branches and leaves
contain enzymes of the diastase, esterase, lipase and
protease types. Traditionally, fig has been used for their
astringent, emollient, expectorant, laxative and
keratolytic properties. The latex of this plant has been
used as an ointment to remove skin abscesses. In
addition, it has hypoglycemic activity and it is used to
treat dysentery (Albornoz, 1993). Fig has also been used
to cure constipation, bronchitis, hyperlipidemia, eczema,
psoriasis, vitiligo and diabetes.

Fig. 17. Fig, Ficus carica L.,
Moraceae.

Fig. 17. Figue.

There are references to cases of perinatal asphyxia in
infants after ingestion of concoction of fig leaves based
on the popular belief that such extract facilitates and
relieves labour without taking into account that it directly
affects both the mother and the child, who in many cases
dies from respiratory depression shortly after being born,
(Martinez, 2003, 2006, 2008).

Peppermint, Menta x piperita L.,
Lamiaceae

(Hierbabuena o Yerbabuena in South America). The
leaves of peppermint contain essential oils made up of

menthol  (33-35%), menthyl acetate (10-20%),
menthone (9-13%) and to a lesser extent the B-
phellandrene, limonene (3-7%), pinene, piperitone,

pulegone (0.5-4%),
menthol (valerianate,

isomenthone, sabinene, esters of
isovalerianate, acetates, etc)

(Alonso, 2007).

Fig 18. Peppermint, Menta x piperita,
L., Lamiaceae.

Fig 18. Menthe poivrée.

The content in essential oils varies according to
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species, age of the leave and hours of exposition of the
plant to sunlight. When the plant is very young, the
essential oil is rich in pulegone and poor in menthone and
menthol, a ratio that reverses as the plant matures.
Peppermint is used for its anti-spasmodic, carminative,
digestive, anti-emetic, analgesic and anti-pruritic
properties, among others (Alonso, 2007).

Brews of the plant should not be prepared very
concentrated since that could produce narcotic effects,
inhibit voluntary and reflex movements and even cause
death by respiratory depression (Beziat, 1983). Brews
should not be administered to patients with liver damage
or biliary obstruction, to children under two years of age,
or to pregnant or breast-feeding women (Shultz et al.,
2001). There are references to poisoning in children
under two years of age (Della Loggia and Tubaro 1990 ;
Meneghello, 1991 ; Gobel et al., 1994 ; Martinez, 2006).

Conclusion

All that has been said about these plants, their active
ingredients, their toxicity levels, and everything
concerning popular culture is an approximation between
official medical knowledge and popular wisdom. It all
shows that these plants have not only therapeutic but
also toxic properties and that it is essential for all the
professionals and/or communities using the plants to
know about their benefits and risks. After comparing
scientific knowledge with popular wisdom, it can be
concluded that there exist many coincidences, but some
differences as well. It was observed that those who were
interviewed were confused as to the preparation
procedures and they stated that infusion and concoction
were similar ; this confusion may cause problems and
adverse reactions, since many plants become toxic when
cooked. Infusion consist of pouring boiling water on the
plant without cooking and concoction is when the plant is
simmered for approximately 5-10 min, after the water
has reached the boiling point. There lies the importance
of knowing what the beliefs of some communities are,
regarding the use of plants and also the importance of
teaching those communities how to use them properly
when necessary.
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Résumé

Dans les années 80, I'épidémiologie des envenimations au Brésil présentait les fréquences relatives
suivantes : serpents (62%), scorpions (22%), araignées (16%). Les données de 2001 a 2006 ont été
collectées en considérant les régions géographiques du pays, I'animal agresseur, le profil de la
victime, la rapidité d’intervention et I'efficacité des soins. On a constaté une augmentation du taux
moyen de ces accidents : 16% par des scorpions, 12% par des araignées et 9% par des serpents.
Depuis 2004, le scorpion est devenu le responsable de la majorité des accidents. En 2006, la
fréquence relative des envenimations ophidiennes et scorpioniques était de 34% et 44%. Plusieurs
hypothéses peuvent justifier cette situation. L’augmentation de la sévérité des accidents et les
changements environnementaux peuvent indiquer une nouvelle distribution d’espéces des animaux
venimeux.

Profile of accidents caused by venomous animals in Brazil, 2001-2006

In the 80’s, the epidemiology of venomous animals’ accidents in Brazil presented the following
relative frequencies : snakes (62%), scorpions (22%) and spiders (16%). Data from 2001 to 2006
were collected according to the geographical regions of the country, aggressor, profile of the victim,
rapidity of intervention and care effectiveness. The results point to an annual tax increase of
accidents : 16% for scorpions, 12% for spiders and 9% for snakes. Since 2004, scorpions became to
be responsible for the greater part of cases. In 2006 the relative frequency of ophidism was 34% and
of scorpionism was 44%. Different hypotheses could justify this picture. The seriousness of the
accidents and changes in the environment could indicate a new distribution of venomous animal
species.

Keywords : Snakes, spiders, scorpions.

animaux, dont 29.215 causées par des serpents,
19.119 par des araignées et 38.407 par des scorpions.
Les envenimations causées par ces trois groupes

Introduction

Le Brésil est un pays aux dimensions continentales (8,5

millions de kilométres carrés) dont la population atteint
189 millions d’habitants en 2007. Le pays est partagé
en cing régions qui présentent une grande diversité
démographique, socio-économique et environne-
mentale. Dans les années 80, quand le Brésil a
commencé a enregistrer les accidents dus a des
animaux venimeux (serpents, araignées et scorpions),
77% des envenimations étaient causées par des
serpents. Au début du XXI®™® siécle, les données
rendues disponibles par Internet par le Sistema de
Informagdo de Agravos de Notificagdo—SINAN®
permettent d’actualiser I'épidémiologie des accidents
par des animaux venimeux (serpents, araignées,
scorpions, abeilles, chenilles, poissons et autres
animaux) jusqu’en 2006. Cette source d’information
considere seulement les victimes qui ont eu recours a
des soins médicaux. Ainsi, ont été enregistrées dans
I'année 2006, 99.441 envenimations par différents

L http://dtr2004.saude.gov.br/

sinanweb/tabnet/dh?sinan/animaisp/bases/animaisbr.def

d’animaux ont été analysées pendant la période 2001 a
2006 selon la région géographique, I'animal agresseur
(serpent, araignée et scorpion), la morbidité (le nombre
total d’envenimations suivies de soins médicaux pour
100.000 habitants), la létalité (pourcentage repré-
sentant le nombre de décées par envenimation par
rapport au nombre total de victimes), le profil de la
victime, la rapidité de l'intervention et I'efficacité des
soins.

Envenimations selon la région
géographique et I'animal agresseur

Au Brésil, entre 2001 a 2006, le nombre des accidents
par les trois types d’animaux venimeux a augmenté
avec des taux moyens annuels de 16% pour les
scorpions, 12% pour les araignées et 9% pour les
serpents. Dans le méme temps, la population
brésilienne a augmenté de 1,6% par an. Le nombre
d’envenimations par des scorpions a pris une
importance telle qu’en 2004 il a dépassé celui di a des
serpents et en 2006, 44% des envenimations ont été
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causées par des scorpions contre 34% causées par des
serpents (Tableau 1). La Figure 1 montre la diversité
entre les régions en ce qui concerne la démographie et
I'urbanisation qui gérent des distributions différentes
par les trois types d’envenimation.

Tableau 1. Nombre d’envenimations par des serpents, par des
araignées et par des scorpions au Brésil pour la période 2001 a
2006.

Table 1. Snake, spider and scorpion envenomings in Brazil
between 2001 and 2006.

Années / Animaux
Période Serpents Araignées  Scorpions
2001 18657 10862 18179
2002 23725 12981 22934
2003 26739 15905 24546
2004 27625 18097 30287
2005 28608 19531 35943
2006 29215 19119 38407

2001-2006 154569 96495 170296

Source : Sistema de Informagédo de Agravos de Notificacdo - SINAN

Entre 2001 et 2006, c’est dans les régions Nord-est
et Sud-est qu'a été enregistrée la majorité des
envenimations (255.816 sur 421.360, soit 61%). Ces
régions présentent des résultats semblables en ce qui
concerne les fréquences absolues d’accidents par des

scorpions et par des serpents et I'envenimation
scorpionique prédomine. La région Sud-est est la plus
peuplée (43% de la population du pays) et la plus
urbanisée  (91%  d'urbanisation). La  morbidité
d’envenimation par des scorpions dans la région Nord-
est est la plus élevée du pays (26/100.000 habitants)
suivie de la morbidité de la région Sud-est (16/100.000
habitants) (Tableau 2). Dans les régions Nord et
Centre-ouest, I’envenimation ophidienne est la plus
fréquente. Ces régions sont les moins peuplées, et c’est
la que le nombre total de victimes des trois types
d’accidents est le plus bas. Pourtant, elles présentent
une grande activité agricole et pastorale qui favorise
I'occurrence d’accidents ophidiens (Chippaux, 1998,
2002). Cela expligue que la morbidité des
envenimations par serpents y soit élevée (49 et
20/100.000 habitants) (Tableau 2).

La région Sud a un comportement singulier ; les
accidents par des araignées sont les plus fréquents
avec une forte morbidité (44/100.000 habitants) et
I’envenimation scorpionique présente la plus petite
fréquence absolue observée et la morbidité la plus
faible (2/100.000 habitants (Tableau 2). Par contre, la
létalité due aux morsures de serpents est la plus
élevée, celle des accidents dus aux araignées est la plus
faible.

La forte létalité observée dans la région Centre-
Ouest est plus surprenante ; c’est la plus élevée du
pays (Tableau 2).

Région Nord
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Fig. 1. Fréquence absolue des envenimations (serpents, araignées, scorpions) pour les années 2001 a 2006, la population totale
(2000) et sa distribution urbaine et rurale pour chaque région du Brésil.

Fig. 1. Snake, spider and scorpion envenomings, 2001 — 2006, regional urban and rural population in Brazil, 2000.
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Tableau 2. Morbidité et |étalité des envenimations par des
serpents, des araignées et des scorpions au Brésil pour la
période 2001 a 2006.

Table 2. Morbidity and lethality of snake, spider and
scorpion envenomings in Brazil, 2001 - 2006.
Pays et Régions Morbidité des | étalité
envenimations/
100.000 hab.
BRESIL
Serpent 14 0,39
Araignée 9 0,04
Scorpion 16 0,16
Région Nord
Serpent 49 0,49
Araignée 3 0,08
Scorpion 10 0,17
Ré gion Nord-est
“Serpent 13 0,48
Araignée 1 0,08
Scorpion 26 0,13
Région Sud-est
Serpent 10 0,25
Araignée 4 0,04
Scorpion 16 0,19
_Région Sud
Serpent 10 0,19
Araignée 44 0,04
Scorpion 2 -
_Région Centre-ouest
Serpent 20 0,57
Araignée 2 0,08
Scorpion 9 0,30

Sources : Sistema de Informagdo de Agravos de Notificagdo —
SINAN, Departamento de Informética do SUS - DATASUS

Profil des envenimations par des
animaux venimeux

Le Tableau 3 présente un résumé du profil des victimes
d’envenimations, la rapidité de [Iintervention et
I'efficacité des soins. Les classes d’age qui comptent le
plus grand nombre d’envenimations sont 20 - 39 et
40 - 59 ans. Pourtant, plus de 25% des victimes de
I’envenimation scorpionique sont des enfants et des
jeunes d’age inférieur a 15 ans.

Les envenimations par des araignées et par des
scorpions se répartissent de fagcon équivalente entre les
deux sexes, mais en ce concerne les accidents
ophidiens, les hommes sont prés de trois fois plus
atteints.

Les données de scolarité sont incompléetes pour 31%
des notifications d’envenimation. En ce qui concerne les
données complétes (Tableau 3), on peut vérifier que la
scolarité des victimes des accidents ophidiens est
inférieure au niveau d’instruction des autres victimes.

Le délai de consultation aprés I'accident est variable
selon l'animal agresseur. Si d'une part, 40,3% des
accidents par scorpion sont accueillis par des services
de santé en une heure, dautre part, 27,2% des
victimes des accidents par des araignées recoivent les
premiers secours aprés douze heures. Plus de la moitié

des victimes des accidents ophidiens arrivent aux
services de santé en moins de trois heures, ce qui est
un délai raisonnable pour un traitement thérapeutique
adéquat. Le haut pourcentage de guérison reflete
I’efficacité de soins pour les trois types d’envenimation.

Considérations finales

On peut constater l'augmentation du nombre
d’accidents causés par ces trois types d’animaux
recensés par les services de santé. Plusieurs hypothéses
peuvent justifier cette situation :

- Le report des cas est dépendant de facteurs
comme la sévérité clinique, la capacité de prise en
charge, le réseaux d’information épidémiologique. Ainsi
il peut étre amélioré dans le temps, notamment avec
I'expérience du personnel de santé, ce qui peut
« artificiellement » augmenter le nombre de victimes
sollicitant des soins.

- L'amélioration de la prise en charge des
envenimations par les services de santé, incite les
victimes a davantage consulter.

- La diminution de la surface de la forét (activités
agricoles et pastorales et développement urbain rapide
et mal contrdlé) a pu favoriser une nouvelle distribution
des especes venimeuses et un rapprochement entre
I’'Homme et I'animal agresseur (Lourenco et al., 1995a,
1995b ; Goyffon, 1995).

- L'augmentation de la sévérité des accidents, en
particulier par des araignées et par des scorpions, peut
justifier la croissance d’utilisation de soins médicaux et
par conséquent, le nombre de notifications (White,
1995).

- La croissance du nombre de cas d’envenimations
scorpioniques et la gravité de ces accidents peut étre
expliquée, dans la région Sud-est, par la substitution
de Tityus bahiensis par Tityus serrulatus, qui est une
espece plus dangereuse et bien adaptée aux nouvelles
conditions environnementales, le résultat des activités
humaines (Lourengo et al., 1995a, 1995b ; Eickstedt et
al., 1996). Dans cette région, la petite différence entre
les létalités des accidents par des serpents et par des
scorpions renforce cette hypothése d’une concentration
plus grande de Tityus serrulatus et plus proche de
I’Homme par rapport aux autres espéces de scorpions.

- La rapidité de I'intervention apres les accidents par
des scorpions peut étre liée au fait que ces accidents
arrivent plus fréquemment dans des zones urbaines,
plus proches des centres de traitement.

- Une autre considération est liée au groupe d’age
plus atteint pour ce type d’accident, les enfants et les
jeunes, qui demandent plus de soins.

- Il y a aussi l'autre explication, la douleur intense
au moment de la piqQre, qui incite la victime a chercher
un soin médical immédiatement.

Les accidents par des araignées arrivent aussi plus
fréquemment dans les zones urbaines, mais le retard
de Vlintervention est lié a I'espéce d’araignée
Loxosceles, responsable de la plupart de ces accidents
au Brésil. La morsure de cette araignée n’est
douloureuse qu’aprés quelques heures, ce qui peut
expliquer le retard de I'intervention. En plus, la plupart
de ces accidents arrivent fréguemment la nuit et
peuvent passer inapercus par la victime jusqu’au matin
(White, 1995).

Malgré le grand nombre d’études sur les
envenimations ophidiennes, les variables utilisées au
Brésil sont les mémes que celles qui ont été utilisées
par Vital Brazil dans le début du XX°™® siécle (Bochner
et al., 2003, 2004). Les changements dans le profil
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épidémiologique des envenimations par des animaux
venimeux et la disponibilité de nouvelles données par le
SINAN demandent des études complémentaires pour

comprendre les relations entre la fréquence de cas et
les données socio-économiques, environnementales et
biologiques par chaque région du pays.

Tableau 3. Profil des envenimations par des animaux venimeux au Brésil, 2001 a 2006.

Table 3. Profile of envenomings in Brazil, 2001 — 2006.

Serpent Araignée Scorpion
Groupe d'age N° % % Accumulé N° % % Accumulé N° % % Accumulé
-5 4305 2.8 2.8 6475 6,7 6,7 13232 7,7 7.7
5-9 8806 5,7 8,5 5629 5,8 12,5 14906 8,7 16,5
10-14 14003 9,0 17,5 5689 5,9 18,4 14759 8.6 25,1
15-19 18016 11,6 29,1 7696 8,0 26,3 15631 9,1 34,3
20-39 58938 38,0 67,1 35738 36,9 63,3 57703 33,8 68,0
40-59 38620 24,9 92,0 25592 26,5 89,7 36876 21,6 89,6
3 60 12372 8,0 100,0 9801 10,1 99,9 17712 10,4 100,0
Ignoré 25 0,0 118 0,1 56 0,0
Sexe N° % N° % N° %
Masculin 119320 76,9 47405 49,0 88796 52,0
Feminin 35629 23,0 49257 50,9 81935 48,0
Ignoré 136 0,1 76 0,1 144 0,1
Scolarité N° % % Accumulé N° % % Accumulé N° % % Accumulé
Aucun année conclu 17674 11,4 11,4 3468 3,6 3,6 10126 5,9 5,9
1 - 3 annés conclus 31002 20,0 31,4 13134 13,6 17,2 20680 12,1 18,0
4 - 7 annés conclus 41949 27,0 58,4 27665 28,6 45,8 32696 19,1 37,2
8 - 11 annés conclus 10679 6,9 65,3 14946 15,4 61,2 15097 8,8 46,0
3 12 années conclus 2253 1,5 66,8 6112 6,3 67,5 3995 2,3 48,3
Ne s'applique pas 8758 5,6 9213 9,5 20706 12,1
Ignorée 42770 27,6 22200 22,9 67575 39,5
Heures apreés I'accident N° % % Accumulé N° % % Accumulé N° % % Accumulé
0-1 36064 23,3 23,3 19737 20,4 20,4 68866 40,3 40,3
1-3 51055 32,9 56,2 16500 17,1 37,5 45215 26,5 66,8
3-6 26411 17,0 73,2 7979 8,2 45,7 15868 9,3 76,0
6-12 15064 9,7 82,9 11640 12,0 57,7 8030 4,7 80,7
312 11823 7,6 90,5 26284 27,2 84,9 6336 3,7 84,5
Ignoré 14668 9,5 14598 15,1 26560 15,5
Evolution N° % N° % N° %
Guérison 132269 85,3 89365 92,4 157670 92,3
Guérison avec séquelle 2650 1,7 991 1,0 1249 0,7
Déces 610 0,4 40 0,0 277 0,2
Ignorée 19556 12,6 6342 6,6 11679 6,8

Source : Sistema de Informagédo de Agravos de Notificacdo - SINAN
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Résumé

Parmi les scorpions les plus dangereux au Monde, il faut citer en priorité certaines espéces du genre
Androctonus, comme Androctonus australis en Algérie et en Tunisie ou Androctonus mauretanicus au
Maroc. Ces deux espeéeces sont responsables d’environ 100 000 piqdres par an sur I'ensemble du
Maghreb, suivies de 1 a 7% de déces. Les composants de leurs venins présentant une activité toxique
sont a ce jour bien identifiés et caractérisés sur les plans chimique, pharmacologique et immunologique.
Les toxines les plus mortelles pour les Mammiféres par voie périphérique modulent les canaux sodium
activés par le voltage (Na,). Ici sera effectué un bilan des toxines identifiées a partir des venins de deux
especes d’Androctonus et sera discutée I'immunothérapie mise en ceuvre pour les combattre.

The toxins from the scorpions Androctonus

Among the most dangerous scorpions in the World, some species from the genus Androctonus, as
Androctonus australis in Algeria and Tunisia and Androctonus mauretanicus in Morocco have to be held
up in priority. These two species are responsible of about 100 000 stings each year in North-Africa.
These stings are followed by 1 to 7% of casualty. The toxic components of their venoms are today
perfectly well characterized at the chemical, pharmacological and immunological levels. The most lethal
toxins for mammals by subcutaneous injection bind to voltage-gated sodium channels (Na,) from
excitable cells. Here will be achieved an overview of the toxins identified from venoms of two species of

Androctonus as well as a discussion concerning immunotherapy.

Keywords : Scorpion toxins, Na, channels, Androctonus, immunotherapy.

Introduction

Les scorpions les plus dangereux pour I'Homme sont
regroupés dans la famille des Buthidés. Environ une
vingtaine d’especes seulement pose des problemes de
santé publique majeurs aux pays concernés par leur
présence. Parmi elles, il faut citer en priorité certaines
especes de [I’Ancien Monde appartenant au genre
Androctonus, comme A. australis en Algérie (morphe
hector) et en Tunisie (sous espéce garzonii) ou A.
mauretanicus au Maroc. Ces deux especes sont
responsables d’environ 100.000 pigQres par an sur
I’ensemble du Maghreb, suivies de 1 & 7% de déces. Elles
sont reconnues comme les plus mortelles au Monde, avec
une DLgo (dose létale pour 50% des individus d'une
population homogéne de la méme espece) moyenne
variant entre 1 et 5 ng pour la souris de 20 g en injection
sous-cutanée. En outre, ces animaux de grande taille

peuvent inoculer jusqu'a 500 mgy dun venin
particulierement riche en toxines. A cause de leur
dangerosité, les venins de ces deux espéces

d’Androctonus ont fait I'objet d’études approfondies et la
majorité de leurs composants présentant une activité
toxique est a ce jour bien identifiée et caractérisée sur les
plans chimique, pharmacologique et immunologique. Les
toxines les plus mortelles pour les Mammiféres par voie
périphérigue modulent les canaux sodium activés par le
voltage (Na,), c’est-a-dire les protéines membranaires

responsables du transit des ions sodium. Leur fixation sur
le site 3 du canal prolonge sa phase d’inactivation,
provoque une large entrée de sodium dans la cellule et
entraine une dépolarisation de la membrane cellulaire.
Ces toxines, dites toxines «alpha», sont responsables de
90% de I'activité létale des venins des A. australis et
mauretanicus. Leur neutralisation par des anti-sérums
spécifigues permettrait d’inhiber totalement [Iactivité
létale du venin, mais, malheureusement, leur grand
polymorphisme antigénique, di au large polymorphisme
structural de ce groupe de toxines, complique la
sérothérapie.

Résultats
Les peptides du venin d’Androctonus australis

Nous présentons (Figure 1) I'ensemble des séquences
d’acides aminés des toxines d’A. australis caractérisées a
ce jour et publiées dans la littérature (données
d'Uniprot). Outre les toxines de type alpha
particulierement létales dont les propriétés chimiques et
biologiques ont été extrémement étudiées, figurent ici
des molécules ne présentant aucun danger pour I'étre
humain et qui sont cependant particulierement
intéressantes du point de vue de leur pharmacologie.
Sont listées diverses toxines décrites comme étant de
type «béta», c'est-a-dire des toxines capables d’agir au
niveau de l'activation des canaux Na, en se fixant sur le
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site 4 situé dans le domaine Il des canaux, ainsi que le
font les toxines composant majoritairement les venins
des scorpions du Nouveau Monde. Chez Androctonus
australis sont trouvées des toxines spécifiques des
canaux Na, d’insecte (par exemple I'AaH IT1 de type
contracturant) et dépourvues totalement d’activité
toxique pour les Mammiféres. D’autres toxines présentent
une totale innocuité par voie sous-cutanée mais sont

toxiques par voie intra-cérébroventriculaire chez la
souris. Citons les bloqueurs de canaux K*, qui existent
comme molécules courtes d'une trentaine de résidus
d’acides aminés (elles sont appelées alpha-KTx) ou
longues (ce sont alors des béta-KTx ou K-béta). Enfin,
figurent ci-dessous des séquences déduites d’ADNc
clonés mais dont les protéines n’ont pas forcément été
mises en évidence.

ANDREOCTONUS AUSTRALIS

Prot. masse

F699397 1 1 TRLVKYAVPVGTLRTILO TVVHEVGKTQF GCPAYQGYC DDH

F456964021 VRIFVSCEH-SCQCLEPCKD-ACMRFCRCMNC---KCDUTPK kaliotoxin-2 (KTX2Z)
F602333869 ONETHNKKCQCG==CG3CASVCRRVIGVAAGKCING===RCVCYP a=KTx15.1(Ral)
QBESDE3EE3 OVETNKECQG==CGESCASVC RRVIGVARCGKC ING===RCVCYP o=KTx15.x1 (ADNc)
QBETF43867 QIETNKRCQG--GSCASVCRRVIGVAAGKCING=--~RCVCYP n-KTx15.x2 (ADNc)
F366864208 GFGCPFNQGACHRHCRS-IRRRGGY CAGLFRQTCTCYR  defensin

F366833968 SIVPIRCRSNRD-CRRFLGF====RGGRUTYA-RQ-CLCGY buthinin

F366843076 RSVCRQIKI-C========RARGG-CYYK---~CTNRPY androctonin

OD=-IKKEEGFCHGF===KCKCGIPMGF RATE E=f

Q9b1lm37170ARDAY IAKND=NCVYE= = CFQDS Y === =
Q9blmd 718 TRKDGY IVDDK=NCTFF = = CGRNAY === =
P014847244VKDGYIVDDV=-NCTYF =~ CGRNAY === =

FO14796803KRDGYIVY PN=NCVYH= = CVPPe=ma==
FO14806823VRDGYIVDSK=NCVYH= = CVPPem=a= =
P4565806 88 3GRDEYIVDSK=NCVYH= = CYPP======

P567437 34 0GRDGYVVENGTNCKYS= =CEIGSEYE=Y
FAO9507632ARDGYIVHDGTNCKY S= =CEFGSEYK=Y
P815046880 DGYI-KRHDGCKVT=--CLINDN-Y--

F211507

EHCYLLNEYTGCKVW==CVINNE=E==

Q9BLMIS5538VRDGYFVEFPD=NCVVH= = CMPSSE=<M= =
R9BLM15904VRDGYFVEPD=NCLVY = = CMPSPE=I==
Q9BLMZS 656 VRDGYFVEPD=-NCVIY = ~CMPSSE=V= =

Q4LCT1601ZADVPCGNY PLDSSDDTYL - CAPLCGE-NPSC
Q4LCSTE56 6 ADVPGNY PLDSSDOTYL = CAPLGE=NPSC
Q4LCS96559 2 ADVPGNY PLDSSDDTYL =CAPLGE=NP SCIQI
Q4LCTO665ADVPCNY PLDSSDDTYL ~CAPLGE-NPFCIKI

Q4LCT266E89ADVPCNY PLDSSDDTYL ~CAPLGE-NPFCIKI

NDLC=TENGAKSGTCDWIGTYGDA
NDEC-KEKCGAESCYCOWASPYCNA
NEEC-TELKCESCYCOWASPYCNA

DELC=-KENGGES5G5CSFLVPSGLA
DELC=KKNGAKSGSCGFLIPSCGLA
DELC-KENCGARKSCSCCFLVEPSCLA

GPLCKRENAKT=CGY(Y=====AF}
GPLCEKKEAKT=GY(Y=====LF}A

DTEC-KREGGS5YGYCYSV - --GFA

CYLCNKRRGEYYGYCYFW = ==KLA

P15147 786 9KENGYAVDSSGRAPECLLSNYCYNECTKVHYADKGYC CLLSCYCFGLNDDKKVLEISDTRESYUCDTPIIN Aah
P014977824KENGYAVDSSCKAPECLLSNYCNNECTEVHYADKGYC CLLSCYCFGLNDDKKVLEISDTRESYCDTTIIN Aah

DRCGC=KHNCGATSGSCKAF 3 KGENA
DRGC=KRY GATSGFCKEF 3 KGENF
DECGC-KHNCGATSCTCRER 5 KGCNV

10T
IQT

-RKHGVRYGYCYAF Q= ———=

=PEHCVEYCYCYAF Q===
=RKHGVEKYGLMLELF = ===~

=REKHCGVEYCYCYAFQ =====CWCEYLED=-KNVKS
=FKHGVEYCYCYAFD=====CW
SWCEYLED-KNVEL
CWCEYFGKIKNVEKI

LCYALPDNVP=IKLS=GECHR RahFI985

YCYKLPDRVS-TEKK-GGCN RahP1003
YCYKLPDHVRE-TEKGP-GRCH Rah II
WCKDLPDNVP=IKDTSRKCT Aah

WCVALPDNVP=IKDPSYKCHS Rah
WCNDLPENVP-IKDPSDDCHK Rah

WCIDVPDDVELYGDDGTYCSS Rah VI
WCIEVPDEVEVWGEDGFMCWS anatstrl
WCEGLPDDEA-WESETNTCD Rah ITS

YCQGARKSEL-WNYKTNKCDL Aah IT4

IT2
WCKGL WMtx P993
WCKGL WNtx P996
WCKGL Ntx P1008
CWCEYFGR peptide RaAF1CA7

RAFICAZE
RaFlca2
RAF1CAS
RAF1CAS

EYLED=KNVKI

peptide
peptide

Q4LCT36965ADVPCNY PLRPFRYRYG - CAVPCD-5D Y CVRV
Q4LCSET019ADVPGNY PLDRSGKKYF =CTITWKKNP SCIQI

-RKHGVRYGYCWFFT = ===~ CW
=KKHGVEYCGYCFDFQ=====CW

RaFI1CA1
RaF1CaZ5

EYLED-KNIKI
EIFGRLKTFKI

peptide
peptide

Fig. 1. Comparaison des séquences d’acides aminés

des protéines d’Androctonus australis caractérisées a ce jour.

Prot.

uniprotKB/swissprot entry number ; masse (Da) = masses avec cystéines oxydées. Les cystéines appariées en pont disulfure ont le

méme code couleur.

Fig. 1. Comparison of the amino acid sequences from the Androctonus australis proteins characterized so far.

Parmi les peptides dont les activités sont peu ou pas
du tout caractérisées, se trouve le groupe des peptides
«Birtoxine-like» (peptides AaF1CAl, CA5, CA7, CAS8,
CA22, CA25 et CA26), peptides d'une soixantaine
d’acides aminés réticulés par seulement trois ponts
disulfure (Martin-Eauclaire et al., 2005 ; Calistan et al.,
2006).

Ces peptides semblent exister en grande quantité
dans les venins d’Androctonus sans qu’un rdle précis leur
ait été pour I'heure attribué. Leur I|étalité pour les
Mammiféres est contestable, mais plusieurs groupes
internationaux s’accordent a leur trouver une action de

type béta sur les insectes. Le blocage de certains K,
(K1.3 en particulier) par I'un de ces peptides (AaF1CA22,
identifié par ailleurs KAaH2) a été décrit (Srairi-Abid et
al., 2005).

Les peptides du venin d’Androctonus mauretanicus
mauretanicus

La Figure 2 récapitule nos connaissances sur les
molécules purifiéges du venin d'’A. mauretanicus
mauretanicus. Nous avons tout récemment montré, par
une étude exhaustive de spectrométrie de masse
MALDI/TOF «off-line», que le venin obtenu par
stimulation manuelle du post-opisthosome contenait
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seulement 74 constituants dans ses fractions solubles
toxiques (Oukkache et al., 2008). A ce jour, huit
molécules ont été séquencées et biologiguement bien
caractérisées. Parmi elles, trois toxines alpha, dont la trés
puissante Amm V, responsable de 48% de la létalité du
venin. Les toxines «courtes» de ce venin ont été parmi
les premiéres a étre identifiées comme des bloqueurs de
divers types de canaux K" AmmPO1 et AmmPO5
bloquent le type SKCa, la Kaliotoxine bloque les types
Kyl.1 et K,1.3 et Ammtx3 bloque les types K\4.1 et Herg.
Enfin, le peptide non-toxique P2, qui comporte quatre
ponts disulfure pour 35 résidus d’acides aminés, serait
une «chlorotoxine». Cependant, nous n’avons pas mis en
évidence ce type d’activité pour P2 jusqu’'a aujourd’hui.
En outre, P2, initialement purifié a partir d’'un venin
obtenu par excitation électrique des animaux, n'a jamais
été retrouvé dans aucun des venins obtenus par

extraction «manuelle». Se pose donc la question de sa
présence physiologique dans le venin brut.

Parmi les 74 masses identifiées, des modifications
post-traductionnelles ont été mises en évidence pour
trois molécules : I'amidation du C-terminal de AmmPO5,
la transformation de la glutamine N-terminale de
Ammtx3 en acide pyroglutamique, la mono- ou di-
sulfonation des méthionines de la KTX.

Activités pharmacologiques des toxines des venins
d’Androctonus australis et mauretanicus

Dans le Tableau 1 sont récapitulées les différentes
activités pharmacologiques caractérisées a ce jour dans
les venins d’A. australis et d’A. mauretanicus. Certaines
activités sont proposées en vertu des homologies de

structure.

ANDROCTONUS MAURETANICUS MAURETANICUS

Prot.masse

P014983665

P246624150 GVEINVKCSGSPOCLEPCKDA-GMRFGRECMNRKCHCTPK Fchannel toxin 3.1 EKaliotoxin(KTX)
PEO20B3E39 QIETNKKCOGGS-CASVCREVIGVAAGKCINGRCOVOYP Echannel toxin 15. 3 (Ammtx3 )
P317193415 TWVCHLRE-CQLSCRSL - CGL-LEKCIGVRKCECVEH Echannel toxin 5.2 (AmmP05)
P562153178 VSCED===CPEHCSTQ-KA-QAKCDNDKCVCEPI  Kchannel toxin 8.1 (AmmPOl1)

CEPCFTTDPYTESKC ATCCGERGKC VEPOUCLCNRT

P014827295 LEDGYIIDDLMCTFFCGRMAYCDDEC KEKGGESGYCQWASPYGNAC WCYKLPDRVS I KEK-GRCN
Q7¥YXD37375 LEDGYIVMDINCTYFCGRMAYCNELC IKLKGESGYCQWASPYGNS
Q2YHM17308GVRDAYI ADNKNCIFTC YRDSYCKTEC IKNGAETGYC I WIGEYGNAC WCIKLPNKVE I KVP=-GRCN
Q2YHM17Z280GVRDAYI ADNKNCIFTC Y FDSYCKTEC IKNGAETGYC I WIGEYGNAC WCIKLPNKVE I KVP=-GRCN
Q2YHM1 726 5GVRDAYI ADNKNCIFTC Y FDSYCKTEC IKNGAETGYC VWIGEYGNAC WCIKLPNKVE I KVP=-GRCN

BRMMIIITO0l GRDGYIVDTENCVYHCYPP--CDGLCEENQAKSGSC GFLYPSGLACWCVALPENVE IKDPNDDCHE

P2 (chloroctoxine)

Amm W
Arm.
Arm.
Arm.
Arm.

YCYKLFDHVRTHGP-CGRCHND

hmm IIT

Fig. 2. Comparaison des séquences d’acides aminés des protéines d’Androctonus mauretanicus caractérisées a ce jour. KTX, Ammtx3,
AmmP05, AmmPO1 sont des bloqueurs de canaux K* (respectivement K,1.1 et K,1.3, K,4.1 et Herg, SKCa2 et 3) ; P2 est un peptide
dépourvu d’activité, mais classé plus tard par d’autres comme “chlorotoxine” ; Amm V, Amm |1l et Amm VIII modulent les canaux Na,
en se fixant sur le site 3 ; Amm VIII related gene products 1, 2 et 3 sont déduits de séquences d’oligonucléotides.

Fig. 2. Comparison of the amino acid sequences from the Androctonus mauretanicus proteins characterized so far.

Les peptides d’autres espéeces d’Androctonus

Peu d’informations concernant les venins des autres
especes d’Androctonus, comme A. aeneas, A. amoreuxi,
A. crassicauda, sont disponibles dans la littérature. Ces
venins ont été peu ou pas du tout étudiés a ce jour.
Pourquoi? Plusieurs raisons peuvent étre avancées. Tout
d’abord, leur activité létale pour les Mammiféres est
largement inférieure a celle des espéces A. australis et A.
mauretanicus. Leur habitat est aussi plus dispersé et les
accidents mortels pour I'Homme sont plus rares. Enfin,
les pays ou sévissent ces espeéces n'ont pas réalisé
d’études systématiques sur ces venins comme l'ont
effectué les trois Instituts Pasteur du Maghreb sur les
venins des A. australis et A. mauretanicus. Cependant,
ces autres especes d’Androctonus présentent des risques
non négligeables pour les populations locales. Est
présentée en Figure 3 une mappemonde sur laquelle
figurent en vert les zones ou sévit Androctonus. Le
Tableau 2 liste I'ensemble des espéces du genre
Androctonus répertoriées en taxonomie.

Récemment, une étude protéomique par MALDI-TOF
d’'un venin «manuel» d’A. crassicauda a montré que ce
venin contenait seulement 70 masses (dont une famille
de molécules entre 3 et 4 kDa, une autre entre 6 et 8
kDa, et enfin quelques masses entre 12 et 16 kDa). Ces
résultats sont en accord avec notre étude récente

effectuée sur le venin d’A. mauretanicus (Oukkache et
al., 2008). Diverses protéines de type «Birtoxin-like» ont
été mises en évidence par dégradation d’Edman ou
clonage d’ADNc (Calistan et al., 2006). Nous avons
décidé d’aborder une premiére caractérisation des toxines
du venin d’A. amoreuxi, avec comme objectif la
comparaison de leurs propriétés immunologiques avec
celles des toxines extrémement létales déja identifiées,
non seulement dans les venins d’Androctonus, mais aussi
dans d'autres espéces de scorpions responsables de
problémes de santé publique dans I’Ancien Monde, a
savoir Leiurus quinquestriatus et Buthus occitanus. Les
toxines «alpha» et «alpha-like» de ces venins se classent
essentiellement en quatre groupes structuraux et
immunologiques : le groupe de AaH | (AaH I, AaH IlIlI,
AaH IV et Amm IIl), le groupe de AaH Il (AaH Il, Amm V
et VIII, Bot 11l et IX, Lgqg V), le groupe de Bot | (Bot | et
Il et la majorité des toxines «alpha-like» purifiées des
venins de Buthus) et enfin le groupe de la Lqq IV, dont
peu de membres sont répertoriés a ce jour.

Notre étude du venin d’A. amoreuxi montre que ce
venin contient des molécules reconnues en ELISA par des
anticorps spécifiques des quatre groupes structuraux et
immunologiques dans lesquels se classent les toxines des
scorpions de I’Ancien Monde. Cependant, les mémes
molécules sont incapables de réagir avec les anticorps
lorsqu’elles sont testées en phase liquide par RIA.
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Sachant que les épitopes des toxines de scorpion sont
avant tout conformationnels, ces résultats s’expliquent
facilement a la vue des séquences peptidiques des trois
toxines étudiées (Chen et al., 2003). De plus, la
neutralisation de I'activité toxique du venin d’A. amoreuxi
par des sérums spécifiques préparés contre les fractions

toxiques totales de venins de Buthidae d’Afrique du Nord
a été testée in vivo chez la souris. Contrairement a toute
attente, le pouvoir neutralisant du sérum fabriqué contre
le venin de Buthus occitanus tunetanus s’avere au moins
dix fois supérieur a celui des sérums fabriqués contre les
venins d’A. australis.

Tableau 1. Activités biologiques des toxines d’Androctonus australis et d’A. mauretanicus caractérisées dans les Figures 1 et 2.

Table 1. Biological activities of Androctonus australis and A. mauretanicus toxins characterized in Figures 1 and 2.

Cible / mode d’action

Toxines

Canaux Sodium

par le voltage ; inhibent I'inactivation du canal ;

les mammiféres

Toxines alpha se fixant sur le site 3 des canaux sodium activés
spécificité envers

Aah |1, Aah 11, Aah III, Aah IV, Amm V, Amm VIII ; Aah
P985, Aah P1005, Amm Ill, Amm VIlirgpl,2,3 (par
homologie)

site 4 des canaux sodium ; affecte I'activation du canal

Toxine béta anti-insectes se liant indépendamment du voltage au

Aah VI

canal

Toxines béta anti-insectes excitatrices se liant indépendamment
du voltage au site 4 des canaux sodium ; affectent I'activation du

Aah IT1, Aah IT2, Aah IT5

type béta

Toxine active sur les insectes et les mammiféres, probablement de

Aah IT4

Toxine béta anti-insectes, modifie le voltage d’activation des
canaux sodium (type para/tipE)

Aah peptide AaF1CA25

Canaux Potassium

Kv1.1 et Kv1.3

Toxines bloquant les canaux potassium voltage dépendant de type

Aah Kaliotoxine, Amm Kaliotoxine, Aah peptide
AaF1CA8, Aah peptide AaF1Ca22

Kv1.4 et Herg

Toxines bloquant des canaux potassium voltage dépendant de type

Ammtx3, Aah alpha-KTx15.x1,
Aah alpha-KTx15.x2, Aah Aa

Toxines bloquant des canaux potassium activés par le calcium
(SK-Ca2 et SK-Ca3) (canaux potassium sensibles a I'apamine)

AmmPO1, AmmPO5

rectification retardée)

Toxines bloquant des canaux potassium voltage dépendant (type

Aah AaTX K-béta (par homologie)

Canaux Chlorure

Blocage des canaux chlorure de faible conductance

Amm P2 (par homologie)

Membrane des cellules bactériennes

Toxine active sur les bactéries GRAM positif

Aah Defensine

Toxine active sur les bactéries GRAM positif et GRAM négatif

Aah Buthinine

champignons filamenteux

Toxine active sur les bactéries GRAM positif, GRAM négatif et les

Aah Androctonine

Cible non identifiée

Aah peptides AaF1CA1l, AaF1CA5, AaF1CA7, AaF1CA26,
Aah Ntx P993, Aah Ntx P996, Aah Ntx P1008 ; Aah
anatstrl (non toxique)

Fig. 3. Localisation des espéces d’Androctonus.
Fig.3. Localisation of Androctonus species.

Cradit amape @ FPierre B Hougis {j:
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Tableau 2. Différentes espéces d’Androctonus identifiées. En rouge : scorpions avec toxines décrites dans la

banque de données Uniprot.

Table 2. Different Androctonus species identified. In red : scorpions with toxins described in Uniprot database.

Espéces

Androctonus afghanus

Androctonus aleksandrplotkini

Androctonus amoreuxi

Androctonus australis
Sous espéece A. australis hector (Aah)
Sous espéce A. australis garzonii (Aag)

Androctonus baluchicus

Androctonus bicolor

Androctonus crassicauda

Androctonus dekeyseri

Androctonus finitimus

Androctonus gonneti

Androctonus hoggarensis

Androctonus liouvillei

Androctonus maelfaiti

Androctonus mauretanicus

Androctonus sergenti

Sous espéece A. mauretanicus mauretanicus (Amm) Pocock, 1902

* : World bibliography of scorpions. Dupré Gérard décembre 2004 (site internet the scorpion fauna)

Références™

Lourencgo & Qi, 2006
Lourencgo & Qi, 2007
Audouin, 1826
Linnaeus, 1758
C.L.Koch, 1839
Goyffon & Lamy, 1973
Pocock, 1900
Ehrenberg, 1828
Olivier, 1807
Lourenco, 2005
Pocock, 1897
Vachon, 1948
Pallary, 1929
Pallary, 1924
Lourenco, 2005
Pocock, 1902

Vachon, 1948

Ce résultat a priori inattendu est cependant en total
accord avec les structures primaires des premieres
toxines isolées du venin d’A. amoreuxi. Cette étude
constitue une premiere avancée dans la définition
immunologique des toxines contenues dans les venins
des sous-especes d’Androctonus. Nous avons continué
notre étude par la caractérisation de molécules a priori
non toxiques, mais choisies en fonction de leur masse.
Nous avons identifié plusieurs toxines de type béta
douées d’activité anti-insectes et des toxines courtes
bloquant certains canaux K*. Ces molécules sont en cours
d’étude.

Conclusion

Les venins des scorpions du genre Androctonus étudiés a
ce jour montrent une composition relativement
homogéne, et ce en dépit de leurs différences de toxicité.
La quasi-totalité de la létalité du wvenin pour les
Mammiferes est portée par des toxines de type alpha
d’'une soixantaine de résidus, présentant des séquences
en acides aminés apparentées mais variables suivant les
sous-especes. Ces séquences peuvent se classer en
différents groupes structuraux corrélés a un groupe
immunologique plus ou moins spécifique. Cependant,
d’autres molécules présentant diverses activités pharma-
cologiques sont a présent parfaitement caractérisées
dans ces venins, tout comme dans d’autres venins de
Buthidés tels que ceux de Leiurus ou de Buthus. Sont
également bien connues des molécules bloquant les
canaux K* ; par exemple, des molécules d’une masse
entre 3,0 et 3,5 kDa bloquent les canaux K* de type
SKCa2/3. Des molécules d’environ 3,8 kDa bloquent les
canaux K* de type K,4.x ou Herg. D’autres autour de 4,0
a 4,5 kDa bloquent les canaux K* de type shaker (K,1.1,
Ky1.2, K,1.3), BKCa ou Herg. Des toxines plus longues

d’environ 7,0 kDa sont capables de bloquer des canaux
K* de la rectification retardée et d'étre aussi des
antimicrobiens.

Enfin, outre les toxines anti-insectes purifiées de
longue date dans ces venins, des molécules «hybrides»
présentant a la fois une activité pharmacologique de type
béta et une activité anti-insecte ont été identifiées. Dans
les venins d'A. australis et d’A. mauretanicus, ces
molécules ne présentent pas d’activité toxique majeure
pour les Mammiféres et leur réle reste encore a clarifier.
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Résumé

L’'observation des sections semi-fines des poumons et I'analyse des liquides de lavages pleuraux des
rats envenimés par le venin du scorpion Androctonus australis hector ou sa fraction toxique FtoxG-50
montrent une activation massive des cellules inflammatoires et un recrutement rapide des leucocytes
dans la cavité pleurale, avec une prédominance des lymphocytes suivie par une accumulation des
monocytes et des polynucléaires. L’accumulation des leucocytes dans les sites inflammatoires est
associée a une augmentation de la perméabilité vasculaire pulmonaire.

Involvement of the toxic fraction from Androctonus australis hector venom

in pulmonary leukocytosis

Analysis of lung sections and pleural cavity washing solutions from rats envenomed with the venom

of the scorpion, Androctonus australis hector,

or its toxic fraction, FtoxG-50,

revealed intense

inflammatory infiltrates and a massive recruitment of leukocytes. The rapid recruitment of leukocytes
in the pleural cavity is characterized by an acute, predominant infiltration of lymphocytes followed by
an accumulation of monocytes and polynuclear cells. Leukocyte accumulation is associated with a

vascular permeability increase in the lung.

Keywords: Androctonus australis, leukocyte, lung, pleural cavity, venom.

Introduction

L’cedéme pulmonaire représente la cause principale de
déces dans le cas des envenimations scorpioniques
graves (Ismail et al., 1995). Il est attribué a une
augmentation de la perméabilité vasculaire pulmonaire
consécutive a une libération accrue des médiateurs de
I'inflammation (Amaral et al., 1994). Nous avons déja
observé une inflammation caractérisée par une
infiltration des leucocytes au niveau de la cavité
péritonéale et du myocarde aprés injection du venin
d’Androctonus australis hector (Aah) ou de sa toxine
Aah 1l (Sami-Merah et al., 2007). Des résultats
similaires ont été obtenus aprés envenimation avec le
venin de Tityus serrulatus ou sa fraction TsTX-1 (Pessini
et al., 2003 ; D'Suze et al., 2004).

L’objectif de cette étude était d’'une part de montrer,
sur des coupes semi-fines de poumon, I'implication du
venin d’Aah et de sa fraction toxique FtoxG-50
(constituée de toutes les toxines du venin) dans le
recrutement des leucocytes conduisant a I'apparition de
I',edéme pulmonaire, et d’autre part d’identifier les
populations cellulaires séquestrées au niveau des
cavités pleurales aprés 3 h et 24 h d’envenimation.

Effet du venin d’Aah et de sa fraction
toxique sur le parenchyme pulmonaire

Les rats ont regu une injection de venin (0,5 mg/kg) ou

de la fraction toxique FtoxG-50 (0,4 mg/kg) par voie
intra-péritonéale. Aprés 24 h, les poumons sont fixés
par une perfusion au glutaraldéhyde (0,25 g/L, 1 h).
Apres dissection des animaux, des fragments de
poumons sont post-fixés au tétroxyde d’osmium (0,4
g/L) pendant 1 h puis inclus dans une résine époxy.
Des coupes de 0,5 mm sont effectuées a I'ultra-
microtome et colorées au bleu de toluidine (Figure 1).

L’examen des coupes montre une désorganisation
totale du parenchyme pulmonaire. En effet, le venin
d’Aah et la fraction FtoxG-50 provoquent des cedémes
inflammatoires caractérisés par une séquestration des
leucocytes dans le parenchyme pulmonaire. Ces
cedémes inflammatoires sont observés au niveau des
espaces intra et inter alvéolaires et sont associés a une
augmentation de la perméabilité vasculaire.

Populations cellulaires recrutées dans
I'inflammation pleurale

Les observations sont réalisées 3 h et 24 h aprés
I'injection. La cavité pleurale des rats a été rincée avec
une solution physiologique. Le dénombrement
cellulaire, réalis¢é a l'aide dun hématocytomeéetre
(ADVIA, Hematology system), a permis d’identifier et
de dénombrer les cellules prélevées polynucléaires
neutrophiles, monocytes et Ilymphocytes -caracté-
ristiqgues de la leucocytose pleurale. Le nombre de
cellules est rapporté au microlitre de liquide de ringage.
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Fig 1. Effets du venin d’Aah et de la fraction FtoxG-50 sur le
poumon de rats aprés 24 h. (A) Témoins non traités, (B)
venin (0,5 mg/kg), (C, D) fraction FtoxG-5 (0,4 mg/kg). Li :
infiltration  leucocytaire, la fleche indique Tlinflux des
leucocytes. Les barres représentent 125 nm pour A, B, C
(Obj. x40) et 50 mnm pour D (Obj. x100).

Fig. 1. Effects of Aah venom and fraction FtoxG50 on rat
lung 24 h after envenomation. (A) Control, (B) venom (0,5
mg/kg), (C, D) FtoxG50 (0,4 mg/kg). Li Leukocyte
infiltration, the arrow indicates the leukocyte influx. Bars in
A, BandC : 125 mm (Obj. x40) ; in D : 50 nm (Obj. x100).

L’analyse des liquides de lavage des cavités
pleurales des rats envenimés révele que le venin d’Aah
et sa fraction FtoxG-50 induisent une importante
leucocytose. Le recrutement rapide des leucocytes dans
la cavité pleurale 3 h post-injection est caractérisé par
une prédominance des lymphocytes, suivie a 24 h par
une accumulation des monocytes et des polynucléaires.
Le nombre total de monocytes recueillis dans la cavité
pleurale est environ 4,5 fois plus élevé que chez les rats
témoins. Cette leucocytose est plus importante chez les
rats envenimés avec la fraction FtoxG-50 (Figure 2).
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Fig. 2. Dénombrement des leucocytes dans la cavité pleurale
3 h et 24 h aprés envenimation de rats avec le venin d’Aah
(0,5 mg/kg) ou sa fraction FtoxG-50 (0,4 mg/kg) : PN :
polynucléaires neutrophiles ; Lym : lymphocytes ; Mon:
monocytes.

Fig. 2. Recruitment of inflammatory cells in the pleural
cavity 3 h and 24 h after envenomation with Aah venom
(0.5 mg/kg) or fraction FtoxG-50 (0.4 mg/kg) : PN
neutrophyls ; Lym : lymphocytes ; Mon : monocytes.

Discussion

Les venins de scorpion provoquent une infiltration
leucocytaire au niveau des tissus altérés et dans la
cavité péritonéale. Il a été déja montré que le venin
d’Aah et sa toxine Aah Il purifiée provoquent une
infiltration importante des leucocytes (polynucléaires
neutrophiles, monocytes et lymphocytes) dans la cavité
péritonéale. Cette leucocytose était plus importante
avec la toxine Aah Il purifiée qu’avec le venin (Sami-
Merah et al., 2007). Ces résultats montrent que le
venin d’Aah et sa fraction toxique induisent aussi une
leucocytose pulmonaire. Des résultats similaires ont été
obtenus par D’Suze et collaborateurs (1999) qui, lors
d’'une envenimation avec le venin de Tityus discrepans,
ont observé une dilatation des parois alvéolaires et des
cedémes avec une infiltration leucocytaire au niveau des
poumons. Les mémes lésions ont été rapportées par
Matos et collaborateurs (1999) aprés envenimation des
rats avec le venin de Tityus serrulatus ou sa fraction
toxique majoritaire. Selon ces auteurs, ces altérations
tissulaires seraient principalement dues aux toxines
présentes dans le venin de T. serrulatus.

Ces études montrent clairement que les toxines de
ces venins, bien qu’appartenant a des genres différents,
sont responsables des mémes effets inflammatoires.

Conclusion

Le venin d’Aah et sa fraction toxique FtoxG-50
induisent une réponse inflammatoire considérable. Ce
processus se traduit par une accumulation des
leucocytes dans le parenchyme pulmonaire et dans la
cavité pleurale. Ces résultats suggérent un réle
principal de FtoxG-50 dans I'induction de la leucocytose
pulmonaire ainsi que dans l'augmentation de Ila
perméabilité vasculaire et Il'installation de I'ccdéme
pulmonaire.
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Résumé

Les envenimations par piqlre de scorpion constituent un probléme majeur de santé publique au Maroc.
Le traitement spécifique de ces envenimations est I'immunothérapie utilisant des anticorps spécifiques.
Nous avons fractionné du venin d’Androctonus mauretanicus mauretanicus (A.m.m.) par gel filtration.
Deux fractions ont été obtenues, G, et G,. La fraction G, est constituée de protéines de faible poids
moléculaire (< 14 kDa) ; elle représente 24% des protéines du venin et 100% de son pouvoir toxique.
Elle a été utilisée dans le programme d’'immunisation, et les fragments F(ab’)2 ont été purifiés, ce qui a
permis d’augmenter les titres du sérum, sa spécificité et ainsi d’améliorer la sérothérapie. Par ailleurs,
nous avons confirmé, par des tests de neutralisation in vivo, que le sérum anti-venin A.m.m. protege
contre le venin de Buthus occitanus, un autre scorpion d’importance médicale trouvé au Maroc.

Immunoglobulins F(ab’), produced against the toxic fraction of the
moroccan scorpion venom (Androctonus mauretanicus mauretanicus)

Scorpion envenomations are a serious problem of public health in Morocco. Their unique specific
treatment is anti-venom immunotherapy, which consists in the administration of specific antitoxin
antibodies to the patients. Gel filtration chromatography of Androctonus mauretanicus mauretanicus
(A.m.m.) venom allows the characterization of two fractions G, and G,. The G; fraction consists of low
molecular weight proteins (< 14 kDa) ; it accounts for 100% of its toxic potency, but represents only
24% of venom proteins. This fraction was used for horse immunization instead of crude venom, which
resulted in an increase of the anti-venom specificity and potency. It was also confirmed, by in vivo
neutralization tests in mice, that this anti-venom possesses a significant protective action against Buthus
occitanus venom, another scorpion of medical importance found in Morroco.

Keywords : Moroccan scorpion, venom, anti-venom.

Introduction

Les envenimations scorpioniques constituent par leur
fréquence et leur gravité un probléeme majeur de santé
publique au Maroc (Ghalim et al., 2000 ; Toulon et al.,
2001). Elles représentent 30 a 50% de I'ensemble des
cas déclarés au Centre Anti-poison du Maroc (Soulaymani
et al., 2003). Une étude rétrospective réalisée dans ce
pays a montré que les pigQres de scorpion sont dues dans
68% des cas au scorpion noir Androctonus mauretanicus
mauretanicus (A.m.m.) et que la plupart des décées
surviennent chez les enfants de moins de 15 ans (Ghalim
et al., 2000). Cette morbidité est la premiére motivation
qui justifie I'étude des éléments responsables de la
toxicité de ce venin. La petite quantité de venin inoculée
par le scorpion peut provoquer de hombreux symptémes:
sudation, hypertension, tachycardie, diarrhées et, dans
des cas extrémes, un arrét cardiaque (Bawaskar et
Bawaskar, 1994 ; Ismail et al., 1995). Ces effets sont dus
a l'action combinée des différents constituants du venin,
et principalement a celle des neurotoxines qui perturbent

la conduction de l'influx nerveux (Delori et al., 1981 ;
Amaral et al., 1993 ; Gueron et al., 1993).

Un certain nombre de drogues peuvent étre utilisées
pour corriger les manifestations secondaires attribuées a
la libération massive de neurotransmetteurs qui
apparaissent plus tardivement au cours de I'envenimation
(Gueron et al., 1993). Cependant, la sérothérapie est le
seul traitement étiologique des envenimations
scorpioniques (Dehesa-Davila et Possani, 1994 ; De
Rezende et al., 1995 ; Krifi et al., 2001). Elle repose sur
I'administration d’anticorps spécifiques 119G, Fab ou
F(ab’), a des doses suffisamment élevées pour neutraliser
in vivo la totalité des toxines injectées par le scorpion (De
Rezende et al., 1996 ; Revelo et al., 1996 ; Krifi et al.,
2001). Au Maroc, aprés un usage inconditionnel de
I'immunothérapie antivenimeuse au cours des trente
dernieres années, celle-ci s'est heurtée a des
controverses liées au manque d'études contrblées
définissant clairement sur quels critéres cliniques elle
devait étre pratiquée et a quelle dose.
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Dans ce travail, nous montrons que l'action létale du
venin d’A.m.m. est due principalement a des toxines de
faible poids moléculaire (< 14 kDa), isolées par filtration
sur gel Sephadex Gy. Nous avons ensuite utilisé cette
fraction toxique du venin pour immuniser des mulets et
préparer des immunoglobulines spécifiques. Leur pouvoir
neutralisant, déterminé in vivo chez la souris, est élevé ;
il est efficace, non seulement contre le venin d’A.m.m.,
mais aussi contre celui de Buthus occitanus (B.o.), le
second scorpion responsable d’envenimations graves au
Maroc.

Matériel et méthodes
Venin

Le venin est obtenu par stimulation manuelle du
métasome des scorpions gardés en captivité au
« scorpionarium » de Tit Mellil de l'unité animaliere de
I'Institut Pasteur du Maroc. Le venin collecté a partir d’'un
grand nombre de scorpions est centrifugé a 13.000 g
pendant 20 min pour éliminer les débris cellulaires. Les
protéines du surnageant sont dosées par la méthode de
Lowry.

Toxicité du venin

Les expérimentations sur animaux sont conformes au
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals
published (NIH, 1996). L’activité biologique du venin est
suivie par la mesure de sa toxicité, estimée par la dose
qui tue 50% (DLso) d’une population homogene de souris
C57/BL6 males de 18 a 20 g (6 souris sont utilisées pour
chaque dose). Les lots de souris regoivent par voie
intraveineuse (i.v.) des solutions croissantes du venin
encadrant au mieux la DLs, présumée. Trois séries de
tests sont effectuées. La mortalité est enregistrée apres
48 heures d'observation et la DLso est calculée selon la
formule de Spearman-Karber :

Log DLsp = - (Xo — d/2 + d S r/n)

ou X, est le Log de l'inverse de la plus faible dose ayant
provoqué la mort de tous les animaux, d est le Log du
facteur de progression entre deux doses, r est le nombre
de morts par dose etn est le nombre d’animaux par
dose.

Obtention des fractions purifiées

Le venin est soumis a un fractionnement par
chromatographie sur gel filtration en utilisant comme
phase stationnaire du Sephadex Gs, et comme phase
mobile du tampon acétate d'ammonium 0,1 M a pH 8. La
densité optique des fractions éluées est déterminée par
spectrophotométrie d’absorption a 280 nm. La pureté des
fractions obtenues est contrdlée par électrophorése sur
gel de polyacrylamide (15%) dans des conditions
dénaturantes en présence de SDS.

Evaluation de la toxicité des fractions purifiées

Les fractions sont injectées par voie intrapéritonéale (i.p.)
a des souris (lots de 8 souris C57/BL6 de 18 a 20 g). Leur
toxicité est évaluée apres 48 heures.

Immunisation des mulets par la fraction toxique G

L’anti-venin anti-A.m.m. a été produit chez des mulets en
injectant des doses croissantes de la fraction G, par voie
sous-cutanée, sur des sites multiples prés du systéme
lymphatique de I'animal. L'adjuvant complet de Freund
n'a été employé que pour I'immunisation primaire et nous
avons utilisé Il'adjuvant incomplet pour l'immunisation

secondaire. Les injections de rappel ont été effectuées en
solution physiologique (NaCl 0,85%). L'hyperimmu-
nisation a été faite a des intervalles de deux semaines. La
production des anticorps a été suivie par la méthode
ELISA jusqu'a ce que le titre des anticorps atteigne un
niveau élevé.

Des saignées de collecte sont alors effectuées : le
sang est récupéré sur un anticoagulant et les anticorps
sont purifiés a partir du plasma par une premiéere
précipitation au sulfate d’ammonium a 29%. Une
deuxieme étape de purification comprend une
précipitation par le sulfate d'ammonium a 11,3%, couplée
a une thermocoagulation et un traitement enzymatique
par la pepsine pour obtenir des F(ab’). ; le fragment Fc et
les produits de dégradation sont éliminés par une
troisiéeme précipitation au sulfate d’ammonium a 17,6%.
La désalinisation et la concentration de 10% de volume
initial de plasma ont été faites par la filtration tangentielle
avec des membranes de 30 kDa pour la désalinisation et
10 kDa pour la concentration.

Détermination du pouvoir protecteur et de I'activité
de I'anti-venin anti-A.m.m.

Deux parametres de I'anti-venin ont été déterminés : son
pouvoir protecteur et son titre (i.e. son activité de
neutralisation du venin).

Le pouvoir protecteur de I'anti-venin est estimé par sa
dose protectrice (DPso) chez la souris. 1l s’agit du volume
de sérum protégeant 50% des souris d’'un lot homogene
d’animaux. Des doses croissantes de sérum sont
mélangées avec une dose fixe de venin, appelée dose
d’épreuve (DE). Nous avons fixé la dose d’épreuve a 5
DLso. Le mélange est incubé pendant 30 min a 37°C,
avant d’étre injecté a 7 lots de 6 souris C57/BL6 males de
18 a 20 g. La DPs, est calculée selon la formule de
Spearman-Karber :

Log DPso = - (Xo — d/2 + d S r/n)
ou X, est le Log de l'inverse du plus petit volume de
I'anti-venin pour lequel tous les animaux survivent, d est
le Log du facteur de progression entre deux doses, r est

le nombre de survivants par dose et n est le nombre
d’animaux par dose.

L’activité de I'anti-venin (séroneutralisation in vivo)
exprime le nombre de DLs, de venin neutralisé par 1 mL
d’anti-venin.

Résultats

Purification et caractérisation de la fraction toxique
du venin d’A.m.m.

Toxicité du venin

La concentration en protéine et la DLs, chez la souris ont
été déterminées pour trois lots de venin d’A.m.m.
(Tableau 1). En moyenne, 1 mL de venin du scorpion
A.m.m. contient 1000 % 50 DLso.

Tableau 1. Estimation de la DLs, du venin dA.m.m. chez la
souris.

Table 1. Evaluation of DLs, of A.m.m. venom in mice.

Lot Concentration en DLso (ML) | DLso (Mg)
protéines (mg/mL)
1 14,8 1,04 15,4
15,2 0,98 14,9
3 15,1 0,95 14,345
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Fractionnement et caractérisation du venin

La Figure 1 représente la chromatographie du venin
d’A.m.m. sur une colonne de Sephadex Gs,. L’élution
montre 2 pics protéiques : G, et G. Le rendement de
purification est de 98%. La fraction G, représente 76%
des protéines du venin et la fraction G, 24%.
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Fig. 1. Profil d’élution des protéines lors de la chromatographie
par filtration sur gel de Sephadex Gs,.

Fig. 1. Elution profile of venom proteins during Sephadex Gs, gel
filtration.

L’électrophorégramme (Figure 2) montre que les
protéines contenues dans la fraction G; possedent un
poids moléculaire supérieur ou égal a 67 kDa, tandis que
celles contenues dans la fraction G, ont une masse
moléculaire beaucoup plus faible (< 14 kDa).
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Fig. 2. Electrophorégramme sur gel de polyacrylamide en
présence de SDS du venin brut d’A.m.m. et des fractions G; et
G,. 1/ marqueurs de poids moléculaire, 2/ venin brut d’A.m.m.
(5 ng), 37/ venin brut dA.m.m. (10 ng), 4/ fraction G; (5 ny),
5/ fraction G; (10 ng), 6/ fraction G, (5 ng), 7/ fraction G,
(10 ng), 8/ fraction G, (20 ng).

Fig. 2. Electrophoretic profile of A.m.m. venom and of fractions
G; and G, on polyacrylamide gel in the presence of SDS.
1/ molecular mass markers, 2/ crude A.m.m. venom (5 ng),
3/ crude A.m.m. venom (10 ng), 4/ G, fraction (5 ng), 5/ G
fraction (10 ng), 6/ G; fraction (5 ng), 7/ G, fraction (10 ng), 8/
G, fraction (20 ng).

La toxicité des deux fractions G; et G, est comparée a
celle de 100 ng de venin brut. Nous avons constaté que le
venin brut produit la mort des souris dans 8 cas sur 8, en
moins de 5 min. L’injection de 20 ng de la fraction G,

entraine la mort immédiate des souris (8/8). La fraction
G; n’est pas létale (aucune souris morte sur 8, apres 48
heures), méme lorsqu’elle est injectée a une dose 25 fois
(500 ng) supérieure a celle utilisée pour la fraction G,.
Ainsi, des deux fractions séparées par filtration
moléculaire sur une colonne de Sephadex Gs, la fraction
G, est toxique et la fraction G; ne l'est pas. C'est la
fraction G; que nous avons utilisée dans un programme

d'immunisation pour produire un anti-venin anti-
scorpionique a but thérapeutique.
Aprés immunisation des mulets avec la fraction

toxique G, la concentration plasmatique en protéines est
de 90,3 mg/mL. Aprés purification et concentration des
fragments F(ab’)., la concentration finale de la solution
d’anti-venin obtenue est de 70,1 mg d’'immunoglobulines
par mL.

Détermination de la dose protectrice 50 (DPsy) et de
I’activité de I’anti-venin

L’'injection de doses croissantes d’anti-venin (entre 19 et
57 nL par souris) montre que la dose minimale de la
solution d’immunoglobulines assurant la survie de 100%
d’animaux est de 48 ni (soit 3.365 ng de protéines) alors
que les doses inférieures ou égales a 23 nL. ne protégent
pas. La DPsp, de I'anti-venin calculée sur les 5 tests est
de 32 = 1 nL (soit 2.243,2 + 70,1 ny). La valeur de
I'activité de l'anti-venin anti-A.m.m., calculée pour 5
tests, est de 96 + 10,5 DLso / mL.

Détermination de la DPs, et de I'activité de I'anti-
venin anti-A.m.m. vis-a-vis du venin de B.o.

Nous avons souhaité savoir si les immunoglobulines
fabriquées contre la fraction Gso, du venin A.m.m. avaient
le pouvoir d’inhiber d’'autres venins de scorpions
potentiellement dangereux au Maroc. A cette fin, nous
avons effectué des tests in vivo.

Nous avons utilisé une solution d’immunoglobulines
anti-A.m.m. qui neutralise 97 DLso/mL de venin d’A.m.m.,
et un mélange des venins issus de plusieurs centaines de
scorpions B.o. Nous avons injecté un mélange d’'une dose
constante d’épreuve de venin de B.o. et d’un volume
croissant d’anti-venin anti-A.m.m. (de 19 a 57 nL par
souris) a différents lots de 6 souris. Aucun animal n’a
survécu a des volumes de sérum inférieurs a 28 ni (soit
1.963 ng). Une protection de 100% des souris est
observée avec 57 ni (soit 3.996 ngy). La DPs, est de 34 ni
(soit 2.351 ng) de I'anti-venin anti-A.m.m. vis-a-vis du
venin de B.o. L’activité de I'anti-venin anti-A.m.m., vis-a-
vis du venin de B.o. est de 92 DLs, / mL.

Nos résultats confirment les observations précédentes
(Delori et al., 1981) montrant que le venin de B.o. était
reconnu par le sérum anti-venin d’A.m.m. L’activité des
immunoglobulines vis-a-vis des deux venins est
comparable (97 DLso, de venin d’A.m.m. et 92 DLs, de
venin B.o. sont neutralisées par 1 mL de sérum).

Discussion

Dans ce travail, nous montrons essentiellement que
I'action létale du venin d’A.m.m. est due principalement a
des toxines de faible poids moléculaire. Aprés
fractionnement du venin d’A.m.m. par filtration sur gel
Sephadex G, la fraction toxique G ne présente que
24% des protéines totales, mais elle possede la totalité
du pouvoir Iétal du venin pour la souris. Elle contient des
protéines de faible poids moléculaire (< 14 kDa)
caractéristiques des neurotoxines du venin de scorpion.
Cette fraction toxique a été utilisée pour la préparation
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d’'un anti-venin ayant un pouvoir protecteur élevé. En
effet, 'immunisation a I'aide du venin complet entraine la
production d’anticorps dirigés contre des molécules non
toxiques au détriment des neurotoxines, ce qui limite
I'efficacité des anti-venins obtenus et, par conséquent,
leur pouvoir protecteur. La sévérité de I'envenimation est
liée a la concentration des toxines du venin dans le
plasma du patient (Ismail et al., 1995 ; De Rezende et
al., 1996 ; Krifi et al., 2001), ainsi, un anti-venin dirigé
spécifiquement contre les toxines du venin se montrera
plus efficace qu’un autre préparé contre un venin brut.
Par ailleurs, nous avons purifié les anticorps obtenus dans
le sérum et séparé la fraction F(ab’),. La concentration
d’immunoglobulines ainsi obtenue dans la solution finale
est de 70 ng/mL.

Il est aussi important d'utiliser une dose suffisante
d’anticorps pour obtenir une neutralisation immédiate,
complete et définitive du venin dans le compartiment
vasculaire et neutraliser les toxines qui reviennent dans ce
compartiment vasculaire (ou sont confinés les F(ab’),) lors
de la redistribution des toxines présentes dans les
compartiments extravasculaires (ou elles agissent). La plus
faible dose d’anti-venin qui permet d'obtenir ces résultats
est appelée la “dose minimale efficace”. Cette dose
augmente avec la sévérité de I'envenimation. Elle dépend
aussi de la qualité (pouvoir neutralisant) et de la nature de
I'anti-venin (Freire Maia et al., 1994 ; Revelo et al., 1996 ;
Santanas et al., 1996 ; Kalapothakis et Chavez-Olortegui,
1997).

Nous avons aussi montré que les immunoglobulines,
préparées contre la fraction toxique (G;) du venin
d’A.m.m., reconnaissent et neutralisent de maniére
croisée les toxines du venin de la seconde espéece de
scorpion présente au Maroc B.0.). Ce nouvel anti-venin
présente donc un intérét thérapeutique important pour
améliorer le traitement des envenimations scorpioniques
au Maroc.
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Résumé

Les envenimations par des invertébrés sont, sauf exception, le plus souvent négligées par la
population : la plupart en effet sont peu douloureuses, et en dehors de quelques espéces reconnues,
leur venin n’est pas mortel pour 'Homme. Bien peu d’observations se sont intéressées au devenir de
I’étre humain en formation, reconnu pour étre plus sensible que les adultes. Dans certains cas
cependant, les femmes enceintes ont fait I'objet d’'une attention particuliere, surtout en fin de
grossesse ou lorsqu’un sérum antivenimeux leur avait été injecté. Mais rares sont les cas
d’envenimation signalées au début de la gestation, et trés peu d’études se sont attachées a
démontrer I'innocuité des venins sur I'embryon. Des accidents graves et quelques études effectuées
sur des animaux ont pourtant montré I'intérét de cette interrogation.

Invertebrate venom reprotoxicity

Envenomations from invertebrates are generally neglected by the patients most of them are
moderately painful and, with exception of some well recognized species, their venoms are not lethal
for humans. Informations concerning the developing feetuses who are more at risk than adults are
very limited. Only some data are disposable for pregnant women in either their 3™ trimester of
gestation or after antivenom treatment. In contrast, early envenomations and venom teratological
effects are quite unknown. However, it appears in view of some severe human envenomation cases
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and animal studies as well that appropriate reprotoxic studies are actually needed.

Keywords : Reprotoxicity, embryotoxicity, gestation, envenomation, invertebrates.

Introduction

Les effets des venins d’invertébrés sur la reproduction

ont été peu étudiés. Cela tient sans doute a la

complexité du probleme puisque les effets toxiques des
venins peuvent différer au cours des différentes étapes
de la reproduction. Le venin peut, en effet :

- affecter des facteurs physiologiques qui condi-
tionnent a plus ou moins long terme le
comportement sexuel ou maternel ;

- induire des modifications vasculaires ou hémo-
dynamiques maternelles qui peuvent influencer

'implantation de I’embryon, ou sa survie dans
I'utérus ;
- franchir la barriere foeto-placentaire et agir

directement sur I'embryon, effet
embryotoxique ou tératogéne ;

- posséder des propriétés foetotoxiques susceptibles
d’affecter le développement des différents organes

et leur maturation, avant ou apres la naissance.

exercant un

Le but de cette étude a été de réunir les données
disponibles, tant cliniques qu’expérimentales, sur ce
theme. Les conséquences d’envenimations graves ne
sont en général signalées dans la littérature scientifique
que lorsque les meres sont soignées en milieu
hospitalier, souvent au cours de leur troisieme trimestre
de grossesse. Un grand nombre de cas échappent donc
a l'observation. Par ailleurs, les répercussions fcetales
d’un traitement antivenimeux de la mére donnent lieu,
encore aujourd’hui, a discussion. Les études réalisées

sur I'animal de laboratoire sont rares pour des raisons
éthiques évidentes. Ce sont finalement les études sur
utérus isolé qui sont le plus abondantes, mais elles sont
assez peu utiles au clinicien.

Venins de Cnidaires

Une envenimation grave par Chironex fleckeri a été
signalée chez une femme de 20 ans, au cours de la
34°M semaine de grossesse. Neuf semaines plus tard,
elle a donné naissance par césarienne a un bébé en
bonne santé. Une infirmiére enceinte (37°™° semaine de
gestation) qui lui avait donné des soins a été affectée
par les cnidocytes ; aucune information n’a été donnée
sur les conséquences de cette envenimation secondaire,
si ce n'est qu'elle a accouché normalement deux
semaines plus tard. C’est surtout la mention de
I'innocuité du traitement antivenimeux par le sérum
anti-chironex qui a été soulignée (Williamson et al.,
1980).

Les venins de Cnidaires affectent de nombreuses
fonctions physiologiques (Winkel et al., 2003) car ils
possédent plusieurs fractions actives sur les canaux
ioniques, en particulier les canaux sodium et potassium
(pour revues, voir Norton, 1991 ; Honma et Shiomi,
2005 ; Hanck et Sheets, 2007). Ainsi, de nombreuses
toxines de Cnidaires affectent les canaux sodium Nav
1.1-1.6 : ATX-I1I purifiée a partir du venin de Anemonia
sulcata, AFT-11 isolé du venin d’Anthopleura fuscoviridis
ou encore Bc-lll du venin de Bunodosoma caissarum,
par exemple (Oliveira et al., 2004).
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Cela est d’autant plus préoccupant que les courants
ioniques dépendants du potentiel de membrane varient
pendant I'embryogenése et le développement embryon-
naire (Dietzel, 1995 ; Pineda et al., 2005 ; Cuomo et
al., 2006 ; Novak et al., 2006). Par ailleurs, dans le
placenta humain a terme, le blocage des canaux
calcium ou sodium dépendants du potentiel diminue
I'amplitude de la contraction des vaisseaux du cordon
ombilical (Huidobro-Toro et al., 2001).

Nous n’avons pas trouvé d’études de la reprotoxicité
de ces venins.

Venins de Mollusques

Les conotoxines sont actives sur de nombreux canaux
ioniques, et I'w-conotoxine de Conus geographus (w-Cg-
toxine) agit sur le muscle utérin en augmentant la
réponse contractile a l'acétylcholine et au potassium
(Ishida et al., 1988). Chez le Rat, les toxines de cbnes
agissent sur la maturation du systeme nerveux central,
(Boukhaddaoui et al., 2000) et perturbent Iles
propriétés contractiles du diaphragme au moment de la
naissance (Martin-Caraballo et al., 2000).

A notre connaissance, aucun effet clinique ou
expérimental n’a été signalé sur la reproduction.

Venins d’Arthropodes
Venins de scorpions

Les venins de scorpion sont considérés comme abortifs
chez la femme enceinte (Osman et al., 1972) bien que
peu d’observations circonstanciées soient disponibles.
Ainsi, Ismail et al. (1994), travaillant sur le venin
d’Androctonus crassicauda ont surtout évalué les
répercussions maternelles et foetales du sérum
antivenimeux. Kakonkar et al. (1998) ont noté que
parmi les victimes adultes, ce sont surtout les femmes
enceintes qui meurent aprés avoir été piquées par
Mesobuthus tamulus dans la région de Konkan (Indes),
et ont surtout cherché a démontrer [I'efficacité d'un
sérum antivenimeux pour assurer la survie des
victimes. Dans sa récente revue, Langley (2004) signale
que I'on sait finalement peu de choses sur l'effet des
venins de scorpion chez la femme enceinte : les venins
contiennent de la sérotonine (Merei et lbrahim, 1979 ;
Basu et al., 1990) qui peut induire des contractions
utérines, surtout au cours du premier trimestre de
grossesse. C’est la raison pour laquelle Merei et Ibrahim
(1979) préconisent d’administrer un antagoniste de la
5-HT aprés une piqlre de Leiurus quinquestriatus. Par
ailleurs les venins de Leiurus quinquestriatus, Pandinus
exitialis, Androctonus amoreuxi sont capables de
provoquer des contractions utérines par libération de
kinines, de prostaglandines ou de substances a action
lente (Osman et al., 1972 ; Ismail et al., 1974, 1983 ;
Meki et al., 1995 ; Abdel Raheim et al., 1997). Des
neurotoxines, dont I'action peut s’exercer au niveau du
muscle utérin, ont aussi été impliquées. C’est le cas de
la toxine T1 de Tityus serrulatus, qui pourrait agir par
libération d’acétylcholine et stimulation des récepteurs
muscariniques (Mendonca et al., 1995) ; enfin, les
venins de Buthus occitanus tunetanus, Androctonus
australis et Androctonus aeneas contiennent des
neurotoxines provoquant des contractions dans les
utérus de femelles non gravides (Mendonga et al.,
1995 ; Merei et Ibrahim, 1979 ; Nassar et al., 1990 ;
Osman et al., 1972). Au contraire, le venin
d’Androctonus amoreuxi provogque une relaxation de
I'utérus de rat par stimulation des récepteurs

b-adrénergiques (Ghazal et al., 1975).

Dans une étude récente et un peu plus détaillée
effectuée en Tunisie, Ben Nasr et al. (2007a)
dénombrent 12 femmes enceintes parmi les 167
personnes (soit 7%) envenimées entre 1990 et 2004 et
soignées a I'hdpital Habib Bourguiba. Des douleurs
pelviennes intenses, évoquant des symptomes de pré-
éclampsie, pourraient étre dues a des contractions
utérines anormales.

Les données expérimentales sont rares. L’injection
quotidienne a des rattes gravides, pendant des périodes
variées de la gestation, de 200 ou 400 pg/kg de venin
d’Androctonus amoreuxi a provoqué une mortalité
foetale élevée, une baisse de la croissance corporelle et
de nombreuses anomalies. Les données expérimentales
sont résumées dans le Tableau 1 (Ismail et al., 1983).

Tableau 1. Effet reprotoxique du venin d’Androctonus amoreuxi
chez le rat.

Table 1. Reprotoxic effect of Androctonus amoreuxi venom in
rat.

J20 de Témoins ~ Sériel  Série2  Série 3
gestation

Mortalité 2/63 29/50 42/45 43/43
foetale 3,2% 58% 93,3% 100%
Poids (g + SEM) 4,5+0,3 3,0x0,2 3,5+0,1 -
Anomalies (] 21/21 0/3 -
Série 1: 1 injection de 200 pg/kg, entre J8 et J12 de

gestation ; série 2: 2 injections de 200 pg/kg a J9 et J10 + 1
injection a J11 ; série 3 : 1 injection de 200 pg/kg, entre J7 et
J14. La nidation se produit a J6 chez la ratte.

Les feetus de la série 1 ont tous présenté des
anomalies osseuses (défauts d’ossification des carpes et
des tarses, absence de queue, codtes déformées,
raccourcies ou absentes). Aucune anomalie n’a été
décelée sur les 3 feetus survivants de la série 2. Ceux
de la série 3 ont tous été résorbés. Toutes les femelles
gestantes traitées ont présenté une congestion
importante au niveau des Vvaisseaux pelviens
(hématomes au niveau des artéres iliaque,
hypogastrique et utérine). L’injection de venin
radiomarqué a montré qu’une tres faible fraction
passait au niveau placentaire ou fcetal, suggérant que
la tératogénicité du venin était plutdt liée aux
perturbations métaboliques induites chez la meére
(inhibition de la libération d’histamine, déséquilibres
électrolytiques, diminution du taux de phosphatase
alcaline plasmatique, hypokaliémie) qu’a un effet direct
sur le foetus. Une hypoxie utérine, associée a une
acidose respiratoire démontrée chez le lapin, est
également possible (Ismail et al., 1983).

Il serait intéressant d’effectuer ce type d’étude pour
d’autres scorpions, car A. amoreuxi n’est pas le venin le
plus actif au niveau de I'utérus notamment ; tous n’ont
pas le méme effet reprotoxique : celui d’Androctonus
crassicauda est moins puissant que ceux de Leiurus
quinquestriatus, Buthus minax, Pandinus exitialis,
Parabuthus gravimanus et Androctonus amoreuxi
(Ismail et al., 1994).

Une autre étude récente sur ratte gravide recevant
par voie IP 500 pg de venin de Buthus occitanus
tunetanus /kg, le 22°™ jour de la gestation (échéance
estimée pour la mise bas) a montré que, en
comparaison avec des femelles témoin, le venin
augmentait le temps de travail pour chaque naissance
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(38,9 £51 min vs 23 =3 min) et la durée totale de la
mise bas pour un nombre de feetus équivalent (20,5 +
6,4 vs 7,9 = 0,8 h). Ce ralentissement n’est pas dd a
un défaut de contractilité de l'utérus, qui est au
contraire hypercontractile chez les femelles envenimées
en raison en particulier de la diminution des périodes
de quiescence. En revanche, cette activité myométriale
pourrait conduire a des hémorragies observées chez
deux des rattes de I'expérience (Ben Nasr et al.,
2007b). Le venin peut donc induire un état dystocique
chez les femelles en fin de gestation, alors qu’une
envenimation sévere en début de gestation peut
provoquer des avortements, comme cela a été observé
chez la femme au cours du premier trimestre de
gestation (Merei et Ibrahim, 1979).

Venins d’araignées

Peu de cas de morsures de Latrodectus ont été signalés
chez des femmes enceintes. C’est en raison de crampes
importantes dans les jambes, les hanches et le bas du
dos qu’une femme enceinte de 22 semaines est entrée
a I'hopital ; un traitement symptomatique lui a été
administré, suivi d’une injection de 2,5 mL d’antivenin.
Elle est sortie de I’hdpital le lendemain, les suites n'ont
pas été notées (Handel et al., 1994). Un autre cas
concerne une femme a 37,5 semaines de grossesse :
elle a continué a présenter des symptomes séveéres
aprés administration de 6 mg de morphine et 4 mg de
valium, puis 10 mL de gluconate de calcium a 10% et
2 mg de midazolam 1V, conformément au protocole du
Centre Antipoison local. Finalement, aprés transport en
unité d’obstétrique en raison de contractions utérines et
d’'un début de travail (dilatation du col utérin), de
I'antivenin lui a été injecté ; le travail a cessé. Elle a
donné naissance un enfant en bonne santé une semaine
plus tard. Deux autres cas ont été signalés, concernant
des femmes a 16 et 30 semaines de gestation (Russell
et al., 1979 ; Scalzone et Wells, 1994) ; la premiere a
recu de I'antivenin, mais pas la seconde. Dans les deux
cas, les enfants sont nés a terme et en bonne santé. Le
probléme du diagnostic différentiel se pose. En effet,
I’envenimation ne doit pas étre confondue avec une
pré-eclampsie : dans le cas de I'envenimation, le
calcium est préconisé, alors que son taux doit étre
diminué par administration de magnésium en cas
d’éclampsie (Sherman et al., 2000). L’a-latrotoxine,
dont la taille élevée (130 kDa) rend improbable le
franchissement de la barriere foeto-placentaire (Handel
et al., 1994), pourrait cependant étre en cause, en
induisant une dépolarisation neuronale et la libération
d’acétylcholine a la jonction neuromusculaire (Russell et
al., 1979). Pour Russell et al. (1979), le risque
d’avortement serait lié a une augmentation des
contractions utérines. Selon les données actuelles, le
traitement par sérum anti-venimeux ne serait pas
contre-indiqué (Sherman et al., 2000).

Par ailleurs, sur les 5 cas signalés de morsure de
Loxosceles, entre 5,5 et 8 mois de gestation, aucun
effet dramatique n’a été enregistré, ni pour la mére, ni
pour I’enfant ; aucun traitement antivenimeux n’a été
administré (Anderson, 1991).

Venin d’Hyménopteres
Chez ’'Homme

La premiere observation de I'action tératogene d’'un
venin a été faite en France, sur un nouveau-né dont la
meére avait été piquée par une trentaine d'abeilles (Apis
mellifera) au cours du 3°™ mois de grossesse. Les
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malformations présentes a la naissance étaient
nombreuses et trés graves :

- coceur hypertrophié occupant tout [I’'némithorax

gauche, agénésie du cceur gauche ;

- communication des deux oreillettes,
situs inversus ;

- hernie de Ila
tante) ;

- aplasie de la colonne lombaire, absence de sacrum ;

- hypoplasie des membres inférieurs avec, au niveau
distal, disparition des masses musculaires par
atrophie neurogéne des parties molles ;

- ankylose presque compléte des genoux et des
hanches ;

- pterygium colli bilatéral ;

- faciés mongoloide ;

- atrophie des organes génitaux.
L’enfant n’a pas survécu (Schneegans et al., 1961).

estomac en

ligne blanche (éventration impor-

Les observations cliniques répertoriées sont rares, et
la plupart correspondent a un choc anaphylactique,
comme ce cas signalé en Grande-Bretagne : aprés avoir
été piquée par une abeille au cours de la 30°™ semaine
de gestation, une femme a présenté un choc
anaphylactique qui I'a laissée inconsciente pendant
plusieurs heures. Les battements cardiaques du feetus
sont devenus inaudibles 4 jours apres la piqQre, et ses
mouvements ont cessé. Elle a accouché spontanément
34 jours pres la piglre d’'un enfant cyanosé, présentant
une hyperlaxité des genoux, une luxation de la hanche,
une hypotonie des membres supérieurs et une
hypertonie des membres inférieurs. Il a vécu 64 heures.
L’autopsie a mis en évidence une cavitation kystique de
la substance blanche et une perte de neurones dans
différentes aires cérébrales. L’hypoxie subie durant la
période d’hypotension maternelle pourrait expliquer
I',edéme cérébral et les atteintes neuronales, tandis
que l'absence de mouvements a 4 jours pourrait avoir
induit les pathologies du névraxe et les anomalies des
membres (Erasmus et al., 1982). Une naissance
prématurée a également été signalée en Croatie apres
de multiples piglires de la mere par des abeilles
(Rosenzweig, 1975).

La guépe peut aussi étre dangereuse : ainsi, en
Croatie, une femme, aprés avoir été piquée par
Paravespula germanica durant la 27°™° semaine de sa
grossesse, a développé une réaction anaphylactique
entrainant deux jours plus tard des douleurs utérines et
des contractions. Un cerclage cervical a été nécessaire.
La naissance s’'est produite au cours de la 35°™¢
semaine, et I’enfant a eu un développement normal
(Habeck et al., 2000).

Certaines fourmis sont également redoutables. Le
venin de la fourmi Pachycondyla sennaarensis, lorsqu’il
est administré de facon répétée, peut induire un choc
anaphylactique gravissime : un cas a été décrit en
Arabie chez une femme enceinte au cours de sa 40éme
semaine de grossesse. L'anaphylaxie a été traitée et
I’état de la patiente a été stabilisé en une heure. 16
heures plus tard, des signes d’une atteinte utérine et
I'absence des battements du coeur feetal ont conduit au
déclenchement de I'accouchement ; le nouveau-né était
mort. Un caillot rétroplacentaire de 500 mL s’était
formé, et I'histologie a révélé l'infiltration de vaisseaux
déciduaux par des lymphocytes et des monocytes (Rizk
et al.,, 1998). Les envenimations par la fourmi
« tucandeira » (Paraponera clacata) sont fréquentes en
Amazonie. Une femme enceinte en serait morte (Pierini
et al., 1996).
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La désensibilisation au venin d’Hyménopteres est
maintenant trés fortement déconseillée durant la
grossesse. Une jeune femme de 28 ans a congu un
bébé alors qu'elle était en traitement de
désensibilisation ; le traitement s’est poursuivi pendant
la gestation, et une naissance prématurée est
intervenue (Mock et al., 2000). Une étude antérieure
n'avait pourtant pas retenu de notion de risque. En
effet, Schwartz et ses collaborateurs ont utilisé un
questionnaire du Commitee on Insects of the American
Academy of Allergy and Immunology, Milwaukee, Wis.
(1990) pour surveiller 26 femmes allergiques au venin
d’abeille qui ont regu un traitement de désensibilisation
au cours des 43 grossesses qu’elles ont totalisé. lls ont
observé : 5 avortements spontanés [3 au cours du 1°
trimestre (7%) et 2 au cours du second (4,6%), dont
un chez une femme qui venait de commencer le
traitement de désensibilisation] ; 36 naissances
normales, mais deux femmes ont donné naissance l'une
a un enfant mort-né (1/43 soit 2,3%), et 'autre a un
enfant vivant, mais présentant de multiples
malformations cardiovasculaires (2,3%). Les auteurs
ont considéré que ces données ne différaient pas
significativement de celles rencontrées dans Ila
population générale. Toutefois, un enfant mort-né ne se
rencontre en principe que dans 0,5% des naissances, et
les malformations importantes dans 0,15 a 0,57%. Le
principe de précaution mériterait d’étre appliqué, et de
fait, une désensibilisation devrait étre déconseillée aux
femmes enceintes, dans ce cas précis en particulier.

L'anaphylaxie due aux venins d’Hyménopteres a été
mise en cause dans le déclenchement d’une naissance
prématurée en raison notamment des risques de
compression aorto-cave et de décollements
placentaires. De ce fait, dans le cas d’'une réaction
anaphylactique au venin d’Hyménopteres une
césarienne peut devoir étre pratiquée en extréme
urgence (Dewachter et al., 2007). En revanche,
'anaphylaxie n’explique pas les malformations
observées chez certains foetus.

Chez I'animal

L’expérimentation réalisée sur 195 embryons de poulet
traités a mis en évidence un effet de I'apivene (venin
d’abeille commercialisé, « préparé de telle sorte que les
substances actives sont conservées tout en éliminant
les substances choquantes. C’est une substance
extrémement diffusible »). Injecté dans I'oeuf (0,02 &
0,4 mL dapivene), entre le 1° et le 8°™ jour
d’incubation, le venin induit 42% de mortalité. Parmi
les poussins survivants, 44% présentent des
malformations souvent multiples et tres graves. |l s’agit
surtout de coelosomies (9,3%), d’hypoplasies du train
postérieur (9,3%), d’atteintes squelettiques (26%) ou
du tube neural [exencéphalies (2,9%), anencéphalies
(2,9%), spina bifida (3,4%)], de malformations du bec
(9,3%). L’ossification des membres postérieurs et de la
colonne lombo-sacrée, étudiée chez un quart des
embryons, est retardée. Les auteurs ont noté une
grande similitude entre ces observations et celles
décrites chez les foetus humains (coelosomie, atteinte
du tube neural, hypoplasie des membres postérieurs et
du squelette, absence de calcification de la partie
inférieure de la colonne vertébrale) (Schneegans et al.,
1961).

Une autre expérience a porté sur 1030 ceufs de
poule injectés par 0,4 mL d’apivene avant l'incubation,
ou aux 2°™ ou 3éme jours d’incubation et autopsiés
vers le 11°™ jour. Le Tableau 2 récapitule les
observations (Ruch et al., 1961).

L’action létale et tératogene est d’autant plus élevée
que l'injection est précoce. Les malformations graves, le
plus souvent associées, portent sur la formation :

- du systeme nerveux central : 16 exencéphalies, 1
anencéphalie, 4 spina bifida ;

- de la paroi abdominale (26) ;

- du bec (25) ou du cou (4) ;

- des membres postérieurs chez pratiquement tous
les foetus malformés. Par ailleurs un grand nombre
d’embryons vivants présentent en plus une atrophie
isolée des membres postérieurs.

Tableau 2. Anomalies liées a l'injection de 0,4 mL d’apivene (V)
par ceuf, ou de solution témoin (T) (d’aprés Ruch et al., 1961).
Table 2. Anomalies induced by apivene (V, 0.4 mL) or control
(T) in hen eggs (from Ruch et al., 1961).

Injection Mortalité Malformations
graves
vV 220/296 (74%) 12/76 (15,8%)
Avant incubation
T 36/101 (36%) 0
) V  113/242 (46%) 9/129 (7%)
2°™M¢ jour
T 7/56 (12,5%) 0
. \% 76/492 (15%) 20/416 (4,8%)
3°™M€ jour
T

7/56 (12,5%) 0

Une expérience réalisée chez le rat montre que
I'administration d’une dose de venin correspondant au
1/5 de la DL50 ou des fractions de bas ou de haut poids
moléculaire, entre le 6°™ et le 14°™ jour de la
gestation, exerce un effet embryotoxique, caractérisé
par une lyse embryonnaire et une mortalité élevée des

foeetus in utero. La foetotoxicité se traduit par une
diminution du poids corporel et une diminution
d’activités enzymatiques hépatiques (lactate

déshydrogénase et isocitrate déshydrogénase). Aucun
effet tératogéne n’a été noté pour cette dose ; les
composants de bas poids moléculaires du venin
seraient les plus actifs (Shkenderov et Todorov, 1979).

Venins de Lépidopteres
Chez 'Homme

Une seule observation d’envenimation par un
Lépidoptére chez la femme enceinte a été rapportée au
Brésil : il s’agit d’'une femme qui a eu un contact avec
des chenilles de Lonomia obliqua au cours de la 37°™°
semaine de grossesse. Elle a présenté un syndrome
hémorragique avec saignements gingival et génital. Le
travail a commencé (possible abruptio-placentae) et
elle a donné naissance a un enfant vivant, légérement
hypoxique. Aprés l'accouchement, la mére a fait une
hémorragie et a présenté des problemes rénaux aigus
qui ont nécessité une hémodialyse (Fan et al., 1998).

Les chenilles de Lonomia sont recouvertes de soies
urticantes contenant un venin stocké dans une cavité
bordée de cellules endothéliales. Ce venin a des
propriétés anticoagulante, procoagulante et antithrom-
botique (Carrijo-Carvalho et Chudzinski-Tavassi, 2007).

Chez I'animal

Au printemps 2001, une curieuse épidémie s’est
produite dans le centre du Kentucky. Dénommée MRLS
(Mare Reproductive Loss Syndrome), elle est
caractérisée par l'avortement de 433 juments, la
plupart en fin de gestation (LTA, pour Last Term
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Abortion), et ses symptdmes n’avaient jamais été
observés. Les faits cliniques les plus marquants sont
des lésions pulmonaires microscopiques au niveau des

alvéoles, avec ou sans infiltration de cellules
inflammatoires (neutrophiles, macrophages ou
monocytes). Une inflammation du placenta ou du

cordon a été observée chez 44% des feetus. Un
Streptococcus non-b-hémolytique (52% des foetus) et
un Actinobacillus sp (19% des foetus) ont été mis en
évidence dans les tissus foetaux (Cohen et al., 2003a).
Des enquétes épidémiologiques réalisées aupres des 43
fermes ont conclu que des températures printaniéres
anormalement élevées avaient permis une aug-
mentation importante de la densité des populations des
chenilles ETC (pour Eastern tent caterpillars) dans les
patures concernées et leurs alentours (Cohen et al.,
2003b ; Dwyer et al., 2003). Des analyses ont permis
de calculer que durant le mois d’avril 2001, I'exposition
aux ETC était équivalente a environ 5 g/jour et avait
augmenté jusqu'a 30 g/jour au moment ou l'atteinte
pathologique avait été la plus grave. Sebastian et al.,
(2003) en ont conclu que le MLRS pouvait étre dd a
I'ingestion d’ETC. L’'exposition des juments au paturage
durant le printemps avait favorisé le MLRS-LTA (Cohen
et al., 2003c).

Les chenilles de cette espece (Malacosoma
americanum) se nourrissent souvent de feuilles de
Prunus serotina, trés cyanogénes. Une premiére
hypothése avait mis en cause I'effet du cyanure dans
I'intestin des juments (Fitzgerald et al., 2002). Cette
hypothése n’a pu étre démontrée. Par contre, Tobin et
al. (2004) ont constaté la présence de soies barbelées
au niveau des sensilles venimeuses; ces soies
pourraient pénétrer dans l'intestin des juments, passer
dans le sang et atteindre des tissus distants en
entrainant avec elles des bactéries. Des
microgranulomes intestinaux ont effectivement été
observés. Expérimentalement, I'exposition de juments
gravides a des chenilles broyées a entrainé des
avortements précoces ou tardifs; le premier
avortement était d’autant plus précoce et le taux
d’avortement d’autant plus élevé que la dose de
chenilles ingérée augmentait (Sebastian et al., 2003).
Le gavage de juments gravides (sans acces a la pature)
avec des chenilles a jeun, a induit 'avortement de 4
juments sur 5 (2 aprés 8 jours, 1 aprés les 10éme et
13éme jours de gavage). L’ingestion d’excreta de
chenilles est sans effet (Bernard et al., 2004). Le
mécanisme exact conduisant a l'avortement n’a pas
encore été identifié.

Venins d’Echinodermes

Les Holothuries (ou concombres de mer) contiennent de
nombreuses fractions toxiques, dont certaines inhibent
le début de [I'embryogenése chez I'oursin. Le
cucumarioside C de Cucumaria fraudatrix, jusqu'a 2
pg/mL de milieu, diminue la synthése d’ADN et le taux
de division de I'ceuf de [I'oursin Strongylocentrotus
nudus. Des concentrations supérieures sont toxiques
(blocage de la division de [l'ceuf et lyse des
blastomeres). Lorsqu’il est administré au stade
gastrula, le cucumarioside C bloque compléetement le
développement de I’embryon (Anisimov et al., 1974).
Chez les Mammiferes, le cucumarioside utilisé a long
terme n’a pas d’effet sur la fonction reproductrice des
rats, la condition des femelles gravides ou le
développement post-natal des jeunes. Il n’exerce aucun
effet tératogéne. Par contre, l'utilisation de la toxine
avant ou pendant [I'implantation exerce un effet
contraceptif (Sharova et al., 1991). Les holotoxines Al
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et Bl, provenant de Stichopus japonicus et
I’holothurine A de Holothuria atra suppriment

I'ovulation et stimulent I'activité contractile de I'utérus
(Mats et al., 1990).

Les étoiles de mer du groupe des Acanthaster
peuvent étre dangereuses pour ’'Homme, mais aucun
cas d’envenimation n’a été signalé chez les femmes
enceintes (Schwartz et Meinking, 1997). Le venin de A.
planci a été bien étudié : I'une des fractions qu’il
contient provoque des contractions utérines chez la
ratte et augmente la perméabilité vasculaire chez la
lapine (Karasudani et al., 1996). Elle pourrait avoir un
effet délétére sur la reproduction.

Conclusion

Les observations cliniques sont peu nombreuses et
surtout éparses. L'effet des envenimations varie en
fonction des venins et de leur mécanisme d’action. Par
ailleurs, méme si des données cliniques étaient plus
souvent rapportées, il serait difficile d’obtenir des
statistiques fiables. Des études telles que celles
effectuées par Ben Nasr et al. (2007a) devraient se
multiplier.

Des études expérimentales in vivo n'ont été
réalisées que dans le cas des venins de scorpions ou
d’abeille, chez I'embryon de poulet ou chez le rat. Dans
le premier cas, I’embryotoxicité et la tératogénicité ont
été évaluées, par injection directe de venin dans I'ceuf.
Dans le cas du rat, I'effet du venin peut se traduire par
des effets directs sur la meére alors que ceux exercés sur
le feetus peuvent étre a la fois directs ou médiés par
I'organisme maternel.

Cependant, les effets cliniques recensés et les
études expérimentales, bien que trés rares, suggerent
qu’'une  évaluation sérieuse des risques des
envenimations par les invertébrés devrait étre réalisée
chez les femelles gestantes, afin de mieux cerner en
premiére approche les risques encourus par une femme
enceinte.
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Résumé

En dehors de celle des serpents, la reprotoxicité des venins de Vertébrés est mal connue car le
nombre d’accidents survenant chez la femme enceinte est faible et les recherches effectuées chez
I'animal ou in vitro sont rares. Une morsure de serpent n’est jamais anodine, en particulier en cours
de grossesse ; elle peut induire des symptomes systémiques séveres, des avortements ou des morts
in utero chez la mére et de graves malformations chez le feetus, en fonction de divers parameétres
(nature et quantité de venin injecté, site de la morsure, état général et trimestre de gestation de la
femme ..). Le traitement est toujours symptomatique, si besoin complété par un antivenin dont
I'innocuité sur la gestation est discutée. Cette lacune devrait donner lieu a expérimentation mais il
est vrai que pour sauver le feetus, il faut d’abord que la mére vive. Les informations sont encore plus
rares pour les poissons. Un travail récent fait état de la toxicité de la petite vive chez la souris piquée
avant ou pendant la gestation, avec une perturbation de la fertilité et du comportement maternels,
des résorptions et des morts in utero, des malformations foetales (queue, pattes), et une
perturbation de la croissance corporelle des petits aprés sevrage. Enfin, in vitro, le venin
d’ornithorynque relaxe I'utérus de cobaye.

Vertebrate venom reprotoxicity

With exception of snake envenomation, vertebrate venom reprotoxicity is poorly known because the
number of accidents occurring in pregnant women is low and the animal or in vitro experiments are
scarce. A snake bite is never harmless, mainly during pregnancy ; it may induce maternal severe
systemic effects, abortions or deaths in utero and huge malformations in foetuses, according to
various parameters (venom type and amount, bite site, general state and pregnancy trimester of
dams...). Treatment is always symptomatic and sometimes uses antivenom, the reprotoxicity of
which is discussed. This gap would give rise to experimentation, but it is true that “who wants to
save the foetus must first save the mother”. Data are still more limited in fishes. A recent work on
venom from the weaverfish in mice, injected before or during gestation, showed maternal fertility
and behaviour alterations, abortions or death in utero, foetal malformations (tail, limbs), together
with a slow body weight gain of the young mice after weaning. Finally, in vitro, venom from the
platypus was shown to relax the guinea pig uterus.

Keywords : Venom, reprotoxicity, embryotoxicity, antivenom, snake, fish, mammal.

Introduction

Tout stress violent intervenant au cours de la gestation
peut avoir des conséquences séveres chez les femmes
enceintes. C’est le cas d'une morsure de serpent qui
inspire généralement une terreur majeure a sa victime
ou d’une piqdre, souvent trés douloureuse, de poisson.
En outre, le venin en lui-méme peut étre redoutable
pour la mére (effet local ou systémique pouvant aboutir
a la mort) ou le feetus (effet direct, quand le venin
franchit la barriére foeto-placentaire, ou effet indirect lié
aux perturbations de [I’'noméostasie maternelle et
pouvant provoquer la mort du fceetus ou I'apparition de
malformations majeures souvent incompatibles avec la
vie). Lorsque l'intoxication est sévere, le recours a un
antivenin est la regle, alors que des envenimations peu
séveres sont traitées symptomatiquement en service
hospitalier. En effet, si la survie du foetus est
conditionnée a celle de sa mere, et justifie donc
I'emploi de [Il'antivenin, il semblerait que certains
antivenins au moins soient eux-mémes responsables de

toxicité foetale. Tous les auteurs ne sont pas d’accord
sur ce point, ce qui complique encore l'interprétation
des rares données disponibles sur le sujet. Les études
de reprotoxicité des venins de serpents sont les plus
nombreuses mais trés hétérogénes et nous avons
essayé d’en faire une synthése la plus compléete
possible. Nous rapportons aussi un travail personnel
réalisé sur la petite vive, un poisson commun de nos
cOtes, qui est extrémement dangereux chez la souris
gestante, y compris a long terme. Ceci nous conduit a
regretter que le suivi de femmes piquées pendant leur
grossesse n’ait pas été réalisé. Enfin, nous avons trouvé
un travail réalisé sur le venin d’ornithorynque in vitro
sur utérus isolé.

Venins de poissons

Nous avons récemment rapporté qu’'une seule dose,
non létale, de venin dorsal ou operculaire de petite vive
(Echiichthys vipera), administré avant ou pendant la
gestation, pouvait avoir de graves conséquences pour la
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mere et ses petits (Goudey-Perriére et al., 2007). Ainsi,
I'injection, avant I'accouplement, d’'une seule dose de

venin d’E. vipera lyophilisé a 154 souris femelles a
provoqué :

-Chez la meére, une baisse significative des
accouplements (65% aprés 3 semaines, 86% aprées
60 jours) au lieu de 100% chez les témoins aprées 8
jours. En outre, les femelles ont souvent présenté,
apres la mise-bas, un comportement anormal avec de
fréquents rejets des petits hors du nid et un
cannibalisme important.

Chez les petits, une embryo-foetotoxicité et une
tératogénicité portant essentiellement sur la queue et
les pattes. Beaucoup (46%) sont morts dans le mois
suivant leur naissance. La croissance pondérale des
souriceaux a été ralentie, aprés sevrage, par le venin
operculaire qui avait été injecté a la meéere. Cet effet
tardif pourrait étre dG a une altération de leur
comportement alimentaire lié a wune atteinte
neurologique, acquise au cours du développement et
se manifestant tardivement.

Ces effets ne semblent pas liés a la fraction létale,
I’échiichtine, trés dégradée par la lyophilisation.

Le méme type d'observations a été réalisé aprés
injection, dans les conditions précédentes, de venin
fraichement prélevé : prés de 50% des femelles ne se
sont pas accouplées et sur les 72 petits dont les méres
avaient recu du venin operculaire, 4 présentaient une
anourie (5,5%) et 8 des nécroses de la queue (11%).

L’extrapolation a I’espéce humaine n’est, bien sdr,
pas possible, mais il serait intéressant de suivre le
devenir de femmes enceintes ou susceptibles de I'étre,
lorsgu’elles sont piquées par un poisson.

Venins de serpents

Les serpents venimeux appartiennent a trois familles
(Tableau 1). Leur venin est un mélange complexe
d’enzymes (hyaluronidase, phospholipases, protéinases,
cholinestérases, phosphatases), de toxines polypep-
tidiques de faible poids moléculaire et de substances
non toxiques variées (métaux, glucides, lipides,

aminoacides libres, nucléotides et amines biogenes)
(Pantanovitz et Guidozzi, 1996 ; Nasu et al., 2004). La
proportion relative de chaque composant du venin
conditionne le tableau clinique (Russell, 1967 ;
Tableau 1). De plus, les symptomes et la sévérité de
I’envenimation peuvent étre aggravés par des
substances libérées par la victime, comme I’histamine
(Russell, 1973). Enfin, les symptémes peuvent varier
d'une espece a l'autre, a l'intérieur d'une méme
famille :

- Les venins cytotoxiques se fixent au niveau de la

morsure et provoquent un oedéme local important et
des dommages tissulaires.

Les venins neurotoxiques altéerent la conduction
nerveuse et bloquent les jonctions neuromusculaires.
Les signes initiaux associent somnolence, hyper-
salivation, sudation, spasmes musculaires et
paresthésies faciales ; les symptomes plus spécifiques
d’une atteinte des nerfs craniens leur succedent, telle
la dramatique paralysie progressive des muscles
respiratoires.

Les anomalies hématologiques sont attribuées a
différents anticoagulants, procoagulants, fibrino-
lysines, hémolysines, etc... (Lakier et Fritz, 1969 ;
Hutton et Warrell, 1993). Les saignements externes,

mugueux et internes peuvent évoluer progres-
sivement vers une coagulation intravasculaire
disséminée (CIVD), pouvant conduire a une

insuffisance circulatoire et rénale (Lakier et Fritz,
1969). Les médecins doivent savoir que par suite
d’une fibrinolyse réduite, la coagulation augmente au
cours de la grossesse, rendant les femmes enceintes
particulierement sensibles a la CIVD. L’hypercoagu-
lation peut aussi entrainer un hématome
rétroplacentaire (abruptio placentae) (Zugaib et al.,
1985). La rupture du placenta serait liée a des dépots
de fibrine et a la formation de microthrombi au niveau
de I'endométre (Zugaib et al., 1985). Si une
coagulopathie apparait aprés morsure de serpent, il
ne suffit pas de remplacer les composants du sang
(Reid et al., 1963) : il faut administrer un antivenin
approprié (Dumavidhat et al., 1989 ; Pantanowitz et
Guidozzi, 1996).

Tableau 1. Classification et toxicité des principaux serpents venimeux (d’aprés Pantanowitz et Guidozzi, 1996 ; Ringwald, 2001 ;

Chippaux, 2002 ; Nasu et al., 2004).

Table 1. Classification and toxicity of the main venomous snakes.

Familles Espéces Principaux effets toxiques
Elapidae Naja (cobras), Dendroaspis - Neurotoxicité - paralysie respiratoire
(mambas), serpents corail, - Toxicité cardio-vasculaire, hypotension
Bungarus (bongares ou kraits), la - Altération des cellules, tissus et organes (reins, etc ...)
plupart des serpents australiens. - Nécroses
Hydrophidés (marins) - Myotoxicité et néphrotoxicité des Hydrophidés
Viperidae - Hématotoxicité : action coagulante ou anticoagulante
Viperinae Vipera, Bitis (B. arietans ; B. - Perméabilité accrue des vaisseaux sanguins provoquant I’extravasation
gabonica), Cerastes, Echis, des électrolytes, de I'albumine et des hématies dans le site envenimé
(et dans les poumons, le myocarde, les reins, le péritoine et rarement
Causinae Causus le systeme nerveux central) ou une hé molyse
- (Edémes (provoquant une asphyxie si la morsure est faite sur le visage
ou le cou)
- Nécroses
Viperidae Crotalus, Bothrops, Lachesis, - Altération des vaisseaux sanguins provoquant des hémorragies
Crotalinae Agkistrodon, Calloselasma - Nécroses
- Inflammation
- Hématotoxicité
- Parfois, neurotoxicité (Crotalus durissus)
Colubridae Dispholidus typus (boomslang) - Paralysie du systeme respiratoire parfois signalée (Malpolon, Boiga).
Thelotornis - Altération des vaisseaux sanguins provoquant des hémorragies
- Toxicité cardio-vasculaire, hypotension
- Salivation intense pouvant provoquer un étouffement
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La présence d'un procoagulant dans les venins de
serpents de la sous-famille des Crotalinae est
responsable de 43% de morts feetales et de 10% de
mortalité maternelle (Dunnihoo et al., 1992).

Morsure de serpent chez la femme enceinte

Les conséquences d’'une morsure de serpent chez la
femme enceinte sont trés mal connues car moins de
100 cas ont été rapportés dans la littérature (Tableau
2 ; Dunnihoo et al., 1992 ; Pantanowitz et Guidozzi,
1996 ; Langley, 2004). On sait cependant qu’elles
peuvent provoquer la mort du foetus et/ou celle de la
mere. Le pronostic est d’autant moins bon que la
grossesse est précoce, que la morsure est grave et que
la mise en place d’un traitement adapté est tardive.

Plusieurs classifications ont été proposées pour
apprécier la gravité de I’envenimation, telle celle de
Downey et al. (1991) qui prend en compte la taille de
I’'cedéme autour de la morsure et la présence ou non de
signes systémiques ; elle permet d’établir 5 stades ou
« grades » allant de 0 a 4 et de gravité croissante. Les
grades 3 et surtout 4 sont ceux qui mettent le plus en
cause le pronostic vital du foetus. Globalement, ces
grades dépendent de la nature du venin, de la
localisation (les morsures de la face et du cou étant les
plus graves), de la profondeur, du nombre de morsures,
de la quantité de venin injectée et de la taille du
serpent (les jeunes serpents seraient plus dangereux).
lIs sont aussi fonction de la susceptibilité propre de la
victime, de son état de santé ...

Le délai séparant la morsure de la mise en place
d’un traitement est également critique. Il s’agit d’'une
urgence médicale qui doit tenir compte non seulement
du site de la morsure mais aussi des multiples organes
ou systemes atteints (Gold et Wingert, 1994).
L’évolution trés imprévisible du syndrome d’enve-
nimation nécessite un monitoring trés suivi de la
patiente et du foetus et une prise en charge médicale
adaptée, si possible par des spécialistes, réanimateurs
et obstétriciens (Dart et McNally, 2001 ; Gold et al.,
2002 ; Sebe et al., 2005). Le traitement, sympto-
matique, ne sera pas développé dans la présente revue.
Disons simplement qu’il fait appel aux mesures
classiques de réanimation et a une prophylaxie
antitétanique. L’état de choc, en particulier, doit étre
rapidement traité afin d’assurer une bonne oxygénation
des tissus maternels et faetaux. L'utilisation de sérums
antivenimeux est considérée par certains comme une
regle car « pour sauver le feetus, il faut d’abord sauver
la mere » (James, 1985) mais elle est discutée et varie
selon les pays (Chang et al., 2006). Elle impose mare
réflexion pour plusieurs raisons : (i) il n'est pas utile,
dans la plupart des cas bénins ou modérés, d’avoir
recours aux antivenins monovalents ou polyvalents,
produits par le cheval, car ils peuvent déclencher des
chocs anaphylactiques ou une maladie sérique (serum
sickness) chez la mére, préjudiciables au feetus.
Cependant, la mise au point de fragments Fab,
beaucoup moins allergisants permet d’obtenir une
réversion relativement rapide des symptomes, y
compris des contractions utérines, avec beaucoup
moins d’effets secondaires (James, 1985 ; Clark et al.,
2002 ; Chang et al., 2006 ; Kravitz et Gerardo, 2006) ;
(ii) il a été observé un peu plus de morts in utero aprés
utilisation d’antivenin que dans les traitements
classiques (Dunnihoo et al., 1992 ; Pantanowitz et
Guidozzi, 1996). Mais comme I'utilisation d’antivenin se
fait souvent lors d’envenimations sévéres, les parts
respectives attribuables a la gravité de I’envenimation
et a I'antivenin sont encore bien floues. Cette lacune est
trés regrettable et devrait étre précisée sur I'animal de

laboratoire. En général, lorsque les patientes présentent
des signes systémiques, l'utilisation d’antivenins
s'impose. Cette attitude est justifiée car les atteintes
feetales (avortement spontané, mort intra-utérine ou
malformations) sont directement liées a la gravité de
I’envenimation maternelle (Malz, 1967) ; (iii) le
thimerosol, un organo-mercuriel utilisé comme agent
conservateur dans les antivenins présenterait des
risques de complications nerveuses (Chang et al.,
2006) ; il est cependant plutét présent dans les
vaccins, la plupart des antivenins contenant du crésol
et du phénol dont la toxicité est moindre, méme aux
doses élevées d’'antivenin parfois utilisées (Chippaux,
communication personnelle).

- La mort de la mére est généralement attribuée a un
syndrome d’hypotension en décubitus dorsal (supine
hypotension syndrome) (Sutherland et al., 1982 ;
Dunnihoo et al., 1992) ou a un hématome rétropla-
centaire (abruptio placentae ; Zugaib et al., 1985).

- Les avortements spontanés sont fréquents et
concernent environ 43% des femmes enceintes
envenimées (Dunnihoo et al., 1992) ; ils s’accom-
pagnent de pertes de sang modérées (Reid et al.,
1963). Les mécanismes en cause incluraient I'anoxie
consécutive a I'état de choc, les contractions utérines
et les saignements du placenta ou de la paroi utérine
provoqués par le venin (Osman et Gumaa, 1974 ;
Gold et Wingert, 1994 ; Pantanowitz et Guidozzi,
1996 ). L’hyperthermie, probablement liée aux
dommages tissulaires, pourrait également vy
participer. On ignore si l'administration d’agents
tocolytiques pourrait éviter I'avortement (Gold et
Wingert, 1994).

L’avortement ou la mort du feetus in utero sont
particulierement fréquents lorsque la mére est
mordue au cours du premier trimestre de grossesse
(Parrish et Khan, 1996) et jusqu’a la vingtiéme
semaine (Dunnihoo et al., 1992 ; Pantanowitz et
Guidozzi, 1996 ; Seneviratne et al., 2002 ) et qu’elle
a présenté en plus de signes loco-régionaux (douleur
et cedeme au point d’injection s’étendant a tout le
membre atteint et lymphoedéme hémorragique), des
signes  systémiques (hypotension, bradycardie,
syncopes ou vertiges, fievre, ganglions, nausées et
vomissements, et plus rarement CIVD, atteintes
rénale ou sanguine, cedeme généralisé, convulsions).

En plus des effets abortifs, le venin peut aussi
traverser le placenta et causer une intoxication
systémique du foetus, se traduisant par un
ralentissement des mouvements foetaux et une
disparition progressive des battements cardiaques,
alors que la meére ne présente pas de signes
d’envenimation (James, 1985). Il peut aussi
provoquer des retards de croissance ou des effets
tératogenes allant de malformations plus ou moins
séveres a la mort du foetus ou du nouveau-né
(Pantanowitz et Guidozzi, 1996 ; Gold et al., 2002). 1l
existe quelques exemples de fcetus parvenus a terme
malgré une envenimation grave de la meére, mais
leurs anomalies étaient telles (hydrocéphalie et
multiples autres malformations) que la mort est
intervenue peu de temps aprés la naissance (Tableau
2).

Le venin peut agir directement sur le foeetus ou par
I'intermédiaire des altérations biologiques maternelles.
La présence de désintégrines dans les venins de
serpents a été mise en évidence il y a une vingtaine
d’années (Gould et al., 1990 ; Scarborough et al.,
1993; Weskamp et Blobel, 1994) : ces petits peptides
se lient avec une trés grande affinité aux intégrines,
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exprimées a la surface des cellules et nécessaires aux
communications inter-cellulaires, a leur adhésion et a la
signalisation cellulaire (Hynes, 1987 ; Ruoslahti, 1991).
Les intégrines sont de ce fait trés impliquées dans un
développement embryonnaire et foetal harmonieux
(Yamada, 1991). Leur inhibition par les venins altére
donc le développement embryonnaire (Musial et al.,
1990 ; Rucinski et al., 1990 ; Soszka et al., 1991 ;
Galan et al., 2005). Cependant diverses atteintes
maternelles peuvent aussi concourir plus ou moins
directement a la mort du feetus : le stress majeur de la

mere lors de la morsure, une hypotension qui peut
entrainer un déséquilibre acido-basique préjudiciable
au feoetus ainsi qu’une mauvaise irrigation foeto-
placentaire, des troubles sanguins (hyper- ou hypo-
coagulation) pouvant aboutir a un hématome
rétroplacentaire, un choc anaphylactique a I'antivenin
ou encore une insuffisance rénale aigué. Les données
du Tableau 2 ont été analysées dans les Tableaux 3, 4
et 5 (influence du trimestre de grossesse et de l'usage
d’antivenin sur la gestation, dangerosité des différentes
familles de serpents).

Tableau 2. Devenir de la mére et du foetus aprés morsure par différents serpents. Le trimestre de grossesse, la présence de signes
systémiques et I'utilisation d’antivenin sont précisés lorsqu’ils ont pu étre retrouvés.

Table 2. Maternal and foetal outcomes after various snake bites. The pregnancy trimester, existence of systemic symptoms and use

of antivenom were indicated when available.

Nombr . .
Serpent e Trlmestrg S!gn_e S Antivenin Mort\de la Devenir du foetus Référence
concerné | systémiques mere
de cas
Viperinae
1 2 Qui ? Oui Mort Singh, 1925
Echis carinatus 3 ? Oui °° non 2 avort_ements Bhat, 1974
1 mort in utero
1 1 Oui * Non Graves malforma-
tions, mort a J4
Vipére (non précisé) 1 1 Oui ookl Non Avortement Malz, 1967
1 1 Qui kel Non Vivant
1 1 Qui Non Non Vivant
Vipera palestinensis 1 3 Non * Non Vivant Malz, 1967
Vipére (non précisé) 1 3 ? ? Oui Mort Chugh et
(abruptio placentae) | al., 1983
Vipére (non précisé) 1 ? Oui ** Oui (NB) 1 mort in utero James,
1 3 Oui **x Non Vivant 1985
Adder non identifié 1 3 Discrets Non Non Prématuré McNally et
Reitz, 1987
Vipera lebetina obtusa 1 3 Oui ** Non Prématuré
1 3 Oui faliaied Non Vivant Sebe et al.,
Vipera ammodytes 1 2 Oui Feex Non Vivant 2005
meridionalis
Probables Vipéridés 4 2-3 Oui Non 4 Oui 4 morts
(dont 2 identifiés) 3 2-3 Oui Non Non 1 mort in utero
2 morts nés
3 2-3 Oui Non Non 1 prématuré; Bambara et
2 vivants al., 2006
1 2-3 Oui Oui Non Vivant
4 2-3 ? Non Non (Perdues 4 inconnus
de vue)
Daboia russelli russelli 2 1 Oui Fekkx Non 2 avortements
4 2 Oui oiakel Non 2 avortements, 1 Seneviratne
malformé, 1 vivant et al., 2002
2 2 Non Non Non 2 vivants
1 3 Oui faliaied Non Vivant
Crotalinae
Bothrops jararaca 1 3 Oui iolakolel Non Mort Zugaib et
(abruptio placentae) | al., 1985
Bothrops asper 1 3 Oui ** tardif Non Mort (abruptio Otero et
placentae) al., 2002
Bothrops sp. 3 1 Non ? Non 3 vivants
1 2 Non ? Non Vivant
- - Pardal et
2 1 Qui ? Non 2 vivants
- - al., 1997
1 2 Oui ? Non Mort in utero
(abruptio placentae)
Calloselasma rhodostoma 5 ? Oui ? Non 1 avorté, 4 vivants Reid et al.,
(Malaisie) 1963
Trimeresurus sp. 1 1 Oui loliakalel Non Vivant Dumavidhat
etal., 1989
Crot_alus sp. i 1 2 Qui Non V!vant Parrish et
Agkistrodon contortrix 1 3 Non * Non Vivant Khan, 1966
1 2 Qui kel Non Vivant
Faible score a
_ ) ) Non (choc I'AI?QAR, hémorragie Ent_man et
Agkistrodon contortrix 1 3 Oui * anaphylactique) cérébrale, malfor- Moise,
mation cardiaque, 1984
mort a J4
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Agkistrodon contortrix 1 3 Non Non Oui Vivant Dunnihoo
Agkistrodon contortrix 1 2 Non Non Oui Vivant etal., 1992
(probable)

Kravitz et
Agkistrodon contortrix 1 3 Oui Oui Non Vivant Gerardo,
2006
ﬁ%&s;roof(fji?n halys 1 1 Oui Non Non Mort in utero gggli etal,
1 1 Qui Non Non Avortement
Hypnale hypnale (Sri 2 1 Non Non Non 2 v!vants Seneviratne
Lanka) 7 2 Non Non Non 7 vivants
F - et al., 2002
2 3 Qui Non Non 2 vivants
2 3 Non Non Non 2 vivants
Elapidae
Oui (supine
Pseudonaja textilis 1 3 Oui ? hypo(tenpsion Mort Sutherland
etal., 1982
syndrome)

. . e . James,
Naja sp. 2 3 Oui Non Vivants 1985
Bungarus ceylonicus 1 1 Oui faliaied Non Avor_tement Seneviratne

1 3 Qui ilioied Non Vivant et al., 2002
Non identifiés
1 1 Oui Oui Non Avortement Parrish et
(saignements) Khan, 1966
1 1 Qui kel Non Avortement
1 1 Non kel Non Vivant
1 1 Non Non Non Prématuré
1 1 Non Non Non Vivant
1 2 Non * Non Vivant Malz, 1967
2 2 Non Non Non 2 vivants
1 3 Qui *x Non Vivant
1 3 Non Non Non Vivant
3 ? ? ? Oui 3 morts Fauveau et
7 ? ? ? Non ? Blanchet,
1989
1 ? ? ? Oui Avortement Dao et al.,
2 ? ? ? Non 2 morts in utero 1997
5 1 Oui faials Non 5 avortements
ko
2 1 Non Non Non Vivants Seneviratne
2 2 Qui * Non Vivants et al.. 2002
2 2 Non Non Non Vivants ’
1 3 Qui *x Non Vivant
2 3 Non Non Non Vivants

Administration de sérum antivenimeux :

inconnue.

* peu (2-10 mL) ;

NB : mort attribuée a une prise en charge médicale trop tardive.

** (20-60 mL) ; *** (80-120 mL) ;

****(300 mL) ; °° quantité

Tableau 3. Répartition des intoxications graves, des traitements antivenimeux, et des morts maternelle et foetales.

Table 3. Repartition of severe envenomations, antivenom therapy, and maternal or foetal deaths.

Trimestre 1 2 3

Nombre de grossesses 28 27 24

Signes systémiques 20 (75%) 18 (66%) 15 (62%)
Antivenin 20 (75%) 14 (52%) ; 4 ? 15 (62%) ; 2 ?
Mort de la mére 0 (0%) 1 (4%) 2 (8%)

Mort des petits 13 (46%206) ; 1 prématuré 6 (22%) ; 2 malformés 5 (21%) ; 2 prématurés

Tableau 4. Familles de serpents impliquées dans les envenimations séveres.
Table 4. Snake families involved in severe envenomation.

Espéeces en cause dans les
envenimations graves

Mort de la mére

Mort fcetale

Elapidae

1/5 (20%)

2/5 (40%)

Viperidae, Viperinae

7/40 (18%)

18/40 (45%)

Viperidae, Crotalinae

2/37 (5%)

4/37 (11%)

Injection de venin chez I’lanimal de laboratoire

Vipéridés, Viperinae

L’administration sous-cutanée (SC) de la DLso de venin
de Vipera aspis (200 ng) a des souris gravides entraine

diverses malformations foetales majeures dont

la

gravité varie en fonction du jour de I’envenimation (test

pratiqué chronologiquement de J4 a
gestation). Les anomalies suivantes ont été observées

le jour du sacrifice:

a J15 de la
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- Augmentation trés importante du nombre de
résorptions, souvent méme de la portée entiére : c’est
le cas chez deux tiers des femelles traitées jusqu’a J7,
la moitié de celles traitées entre J8 et J9, moins d'un
quart de celles envenimées aprés J10. Un traitement
en fin de gestation (a partir de J15) provoque
toujours une mise bas prématurée.

- Diminution significative du nombre de petits par
portée, en particulier chez les femelles envenimées a
J7 et J8.

- Diminution du poids moyen de I’ensemble des foetus
(-40% a J7 et J8 ; -30% entre J9 et J11 ; -20% entre
J12 et J15).

- Microcéphalie (liée a un développement insuffisant
des hémisphéres cérébraux) chez tous les embryons

(-40% a J7 et J8 ; -30% entre J9 et J11; -20% entre
J12 et J15). Le poids relatif des cerveaux (rapporté au
poids corporel) est également significativement réduit
(-24% a J7 et J8; -13,8% entre J9 et J11; -7%
entre J12 et J15) (Clavert et Gabriel-Robez, 1973).

Malformations majeures de la face : I'envenimation a
J7 et J8 provoque respectivement 3 et 14%
d’anencéphalies et 2,3 et 11,4% d’arrhinencéphalies
(absence de bulbe olfactif). Presque tous les types de
malformations faciales sont observés, mais a des
fréquences moins élevées. L’action du toxique
pendant cette période perturbe donc la neurulation
(fermeture du neuropore) et provoque de graves
malformations morphogénétiques de I'extrémité
céphalique (Clavert et Gabriel-Robez, 1971).

Tableau 5. Influence de la thérapie antivenimeuse sur la survie feetale.

Table 5. Influence of antivenom therapy on fcetal survey.

Antivenin dans les cas graves Utilisé Non utilisé

(74 foetus en tout) Survie Mort Survie Mort
21 (28,3%) 18 (24,3%) 31 (41,9%) 4 (5,4%)

Trimestre 1 5 11 6 2

Trimestre 2 4 4 14 0

Trimestre 3 12 3 9 0

Sur 4 cas graves 2 2

NB : est considéré mort, tout foetus non parvenu a la vie (avortement, mort in utero, mort né et mort postnatale).

La morsure d’une vipére (sans plus de précision) au cours du premier trimestre de grossesse a conduit a des malformations
majeures, en particulier une hydrocéphalie, incompatibles avec la vie (Malz, 1967) ; celle d’'une vipére de Russell au deuxieme
trimestre a également donné lieu a une hydrocéphalie et une polydactylie (Seneviratne et al., 2002) ; celle d'un Crotalinae
(Agkistrodon contortrix) au cours du troisieme trimestre a tellement altéré le cceur et le cerveau que le bébé est mort peu apres sa
naissance. Les trois cas d’hématome rétroplacentaire (abruptio placentae) dont I'un a tué la mere, concernent des femmes
mordues au deuxieme (1 cas) et troisieme (2 cas) trimestres. Le seul syndrome d’hypotension en décubitus dorsal (supine
hypotension syndrome) qui a tué la mere a été observé aprés morsure au troisieme trimestre (Tableau 2). Par ailleurs, il apparait
que la gravité des envenimations qui justifie 'emploi d’antivenin est a peu prés la méme quel que soit le trimestre de grossesse
concerné, que les méeres semblent survivre plus facilement lorsqu’elles sont mordues au premier trimestre mais qu’en revanche
leurs foetus meurent en beaucoup plus grand nombre (nombreux avortements) (Tableau 3). Ce résultat est en accord avec les
travaux de Malz (1967) ou Nasu et al. (2004), par exemple. On note aussi la forte mortalité de foetus dont les méres ont été
mordues par des vipéridés, dont les venins sont hématotoxiques (Tableau 4). Enfin, le Tableau 5 souligne I'ambiguité de I'emploi
des antivenins (tout type d’antivenins confondus). Sur 74 femmes envenimées, 39 ont recu un antivenin et 18 (46,1%) d’entre
elles ont perdu leur foetus. A trois exceptions pres, toutes présentaient des signes d’atteinte systémique. En I'absence d’antivenin
(35 cas), la mortalité est trés faible (5,7%) mais correspond a des envenimations sans signes systémiques a I'exception de 4
meéres gravement envenimées dont deux ont perdu leur bébé. Compte tenu des rares cas décrits, il est tres regrettable de ne pas
pouvoir utiliser toutes les observations disponibles (parmi lesquelles il apparait beaucoup de mortalité feetale) mais les imprécisions
concernant le trimestre de la grossesse et I’emploi ou non d’antivenin nous y ont contraints.

des résorptions et perturbe, chez la mere, le tissu
décidual et la coagulation (Spadacci-Morena et al.,
2006).

- A partir de J11, le nombre de fentes palatines
augmente significativement.

Quelle que soit la date de I’envenimation, le venin

provoque aussi, chez 3% (J7) a 14% (J14) des fcetus,
des hémorragies conduisant a des hématomes dans
de nombreux organes et tissus. Les hémorragies
portant sur les pattes sont tellement sévéres qu’elles
provoquent des amputations chez 2 a 3 % des petits
dont la mére a été envenimée entre J11 et J14. Les
hémorragies internes graves peuvent entrainer la
mort des foetus quand elles se produisent dans des
organes vitaux (systéme nerveux, cceur). Ces effets,
observés pendant toute la durée de la gestation, et
imputables aux effets du venin sur la coagulation,
suggerent un effet direct du venin sur le feetus.

- Des anomalies cardiaques sont observées seulement
quand la mere a été traitée a J7 et surtout a J8
(Clavert et Gabriel-Robez, 1974 ; Gabriel-Robez et
Clavert 1980).

Vipéridés, Crotalinae

L’'injection a J8 de 0,24 mg de venin de Bothrops
jararaca a des souris gestantes, augmente la fréquence

L'administration a des lapines gestantes d’Arwin®
(fraction active défibrinante du venin du crotale
Calloselasma rhodostoma), au début de I'organogenése
provoque de nombreuses résorptions et morts in utero.
Administré a la souris gestante de J11 a J15 de la
gestation, I'Arwin® induit également de nombreuses
morts foetales (Penn et al., 1971, cité par Langley,
2004).

Elapidés

L'injection intramusculaire (IM) de venin de Naja
nigricollis (3 injections de 0,3 pg a J12, J14 et J16) a
des souris gravides est particulierement dangereuse
dans les premiers jours de la gestation et provoque de
graves atteintes foetales (Mohamed et al., 1974 ;
1975). En revanche, une envenimation plus tardive
peut provoquer une atteinte directe des tissus foetaux
en cours de développement (atteintes hépatiques et
myocardiques, congestion des vaisseaux pulmonaires,
extravasation de sang dans la lumiére intestinale)
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(Mohamed et al., 1974). Comme le systéme nerveux
central (SNC) est trés sensible a I’hnypoxie et a I'acidose
métabolique qui en découle, il n’est pas étonnant que
les mouvements foetaux cessent dans ces conditions
(Nawar, 1980).

Administrée a la souris gestante au moment de la
fermeture du tube neural, une faible dose (0,15 ng,
1/65 DLso) de venin de Naja haje induit une atrophie
généralisée (épaisseur diminuée et augmentation de la
taille des ventricules) (Nawar, 1980).

L’injection de 2 ng de venin de Naja a des oeufs de
poule embryonnés est embryotoxique et tératogene. La
mortalité augmente au cours du temps pour atteindre
69% a J11. En revanche, le pourcentage de foetus
malformés diminue passant de 22% a J7 a 10% a J11.
Certaines anomalies (ectopie cardiaque, anouries) sont
observées surtout jusqu’a J7, ce qui suggére la mort
des foetus atteints, alors que d’autres anomalies
augmentent au cours du temps (coelosomie,
exencéphalie, anophtalmie) (Ruch et Gabriel-Robez-
Kremer, 1962). Souvent, plusieurs anomalies sont
présentes chez le méme feetus. Le venin de Naja s’est
révélé particulierement redoutable pour la
morphogenése cardiaque (graves altérations de la
forme et du cloisonnement du coeur) (Ruch et Gabriel-
Robez-Kremer, 1963). Des doses encore plus faibles
(0,07 ng) perturbent le développement du SNC :
administré a des embryons de poulet explantés, le
venin de Naja provoque aprés 24 h la non-fermeture du
tube neural (attribuée a une prolifération anormale de
fibroblastes dans la lumiére du tube neural), I'absence
de formation des vésicules optiques dans le cerveau et
la suppression des somites (Ahmed et al., 1974).

Effet des venins de serpents in vitro

Les venins peuvent agir sur le muscle utérin soit
directement soit en libérant ou en potentialisant I'action
de bradykinines (Langley, 2004). lls peuvent ainsi

provoquer un travail prématuré en induisant des
contractions. C’est le cas des venins de la vipére
heurtante, Bitis arietans (Osman et Gumaa, 1974),

Crotalus viridis viridis (Komori et al., 1988), Crotalus
ruber ruber (Mori et Sugihara, 1988), Dendroaspis
angusticeps (Wangai et al.,, 1981), Bothrops
jararacussu (Andriao-Escarso et al., 1999) et
Ophiophagus hannah (Gomes et al., 2001). Par ailleurs
des fractions du venin de Naja nigricollis peuvent aussi,
en altérant directement la structure du placenta,
perturber la gestation (Nawar et al., 1989).

Venin de Mammiféres

Les Mammiferes sont rarement venimeux. Mais
I'ornithorynque (Ornithorhynchus anatinus) est un
Mammifere particulier puisqu’il pond des ceufs et que le
male porte sur ses pattes postérieures un éperon creux
relié a une glande a venin qui n’est active que pendant
la période des amours. Leurs soigneurs sont parfois
piqués. Ce venin exerce une activité myorelaxante sur
I'utérus de ratte préalablement contracté par 5 mM de
KCI (Plater et al., 1995). Cette relaxation est inhibée
par I'apamine, ce qui pourrait indiquer que le venin
active un canal K(Ca).

Conclusion

Cette revue fait apparaitre combien la reprotoxicité des
venins de Vertébrés et celle des antivenins
correspondants est mal connue, ce qui justifierait des

recherches sur I'animal et un effort collectif de recueil
de données chez les femmes enceintes envenimées, a
travers le Monde.
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Abstract

The present study aimed at investigating the effects of the Crotalus durissus cascavella venom on the
arterial blood pressure. The venom was injected through a canula into the jugular vein, twice with
increasing doses (100 ng/kg ; 300 ng/kg) ; saline was injected to control rats. Nitrite concentration
was determined by an arterial blood pressure assay. Systolic and diastolic arterial pressures, as well
as mean arterial pressure, decreased in a dose-dependent way after injection of the venom. Increase

in blood nitrite concentration has been noted.

Action du venin de Crotalus durissus cascavella sur la tension artérielle

Cette étude a examiné les effets du venin de Crotalus durissus cascavella (100 ng/kg ; 300 ng/kg)
sur la tension artérielle du rat. Le venin a été injecté dans la veine jugulaire par une canule. L'essai
sur la tension artérielle a permis de mesurer la concentration de nitrite. Les tensions systolique et
diastolique, ainsi que la pression artérielle moyenne, ont été diminuées en fonction de la dose apres
la perfusion du venin. On a également observé une augmentation de la concentration de nitrite.

Keywords : Crotalus durissus cascavella venom, mean arterial pressure, hypotensive effect.

Introduction

In Brazil, Crotalus genus is responsible for more than
1500 cases of snake bites annually (Santoro et al.,
1999 ; Martins et al., 2003). Crotalus durissus
cascavella (Cdcasca) is usually found in scrublands of
the Brazilian Northeast. Snake venoms are recognized
as useful sources of bioactive substances with wide
pharmacological activity. The crotalic venom presents
neurotoxic, myotoxic (Beghini et al., 2004), renal
(Martins et al., 1998) antithrombotic and analgesic
effects (Zhang et al., 2006), as well as platelet
aggregating activity. Snake venom components affect
the vascular system (Yamazaki and Morita, 2007). De
Mesquita et al. (1991) have demonstrated a
hypotensive activity of Crotalus atrox venom. Martins et
al. (1998) have reported the effects of Cdcasca venom
in isolated rat kidney, as an increase in urinary flow and
glomerular filtration rate. Previously, Martins et al.
(2003) showed the renal effects of the supernatant of
macrophages activated by Cdcasca venom. Envenoming
by Cdcasca leads to systemic alterations, eventually
responsible for primary cause of death after the snake
bite.

Objective

The aim of this study is to evaluate the vascular

potential of Cdcasca venom on arterial blood pressure.

Material and methods

Male W.istar rats (250-300 g ; n = 6 for each
experimental group) were anesthetized with 50 mg/kg
pentobarbital and, thereafter, the right carotid artery
was canulated with a polyethylene tube (PE50), and the
systemic blood pressure was recorded directly through
a pressure transducer connected to a 4 channel-
polygraph. The mean arterial blood pressure was
recorded continuously and, after a 30 min equilibration
period, the venom was injected through a canula
implanted into the jugular vein. Cdcasca venom (100
and 300 ng/kg) was injected at 15 min interval and
compared with isovolumetric injection of saline. Nitrite
(NOz) concentration was determined, after injection of
Cdcasca venom, from blood pressure assay. 50 ni of
non-diluted samples were incubated with the same
volume of Griess reagent (1% sulphanilamide, 0.1%
naphthylethylene-diamine  dihydrochloride in 5%
phosphoric acid). A standard nitrite curve was obtained
by incubating sodium nitrite (10 to 200 nM) with the
reductase buffer. Absorbance at 550 nm was
determined using a multi-well plate reader (ELx 800
Universal Multiplater). The results are reported as
micromoles (M) of NO,, comparing the optical density
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in samples with the standard curve. The data were
analysed using Student’s t test after an analysis of
variance (ANOVA). The level of significance was set at
p<<0.05 (*).

The study protocol was approved by Committees of
Ethics from Federal University of Ceara, in Fortaleza,
Brazil (n® 107/07).

Results and discussion

There was a significant dose-dependent decrease of the

mean arterial pressure and increase in the
concentration of nitrite in rats treated with the Cdcasca
venom. Cardiac and respiratory frequency also
decreased significantly after the venom injection (Table
1). After injection of venom, an increase in production
of nitrite was observed (controlzomin = 50 mmol ;
Cdcascasomin = 135 mmol). Although the mechanism of
action of the venom is not clear, the effects are likely
due to an important component that has not yet been
isolated, suggesting the involvement of nitric oxide in
the hypotensive effect.

Table 1. Effects of the Crotalus durissus cascavella venom on arterial pressure (n = 6 for each experimental group).
Tableau 1. Effets du venin de Crotalus durissus cascavella sur la pression artérielle de rats (n = 6 pour chaque série

expérimentale).

Control 0.1 ng/mL 0.3 ng/mL
Systolic arterial pressure 126.78 mmHg 91.56 mmHg 88.31mmHg
Diastolic arterial pressure 83.88 mmHg 75.97 mmHg 65.62 mmHg
Mean arterial pressure 100 mmHg 70 mmHg 55 mmHg
Respiratory frequency 40 mL/min 25 mL/min 15 mL/min

Cardiac frequency

150 beats/min

100 beats/min 50 beats/min

Ferreira (1970), studying the venom of Bothrops
jararaca, noted the existence of a bradykinin
potentiating factor, which was identified as an inhibitor
of inactivating enzymes of bradykinin. Subsequently, an
enzyme that converts angiotensin | into angiotensin Il
was identified (Ferreira, 1994). These discoveries were
essential for the development of captopril, a drug used
to treat human hypertension (Ferreira, 1994).
Analyzing the results related to the experiments with
the model of blood pressure, a significant dose-
dependent decrease of the mean arterial pressure was
noted in rats treated with Cdcasca. The cardiac and
respiratory frequency also decreased significantly after
the venom injection.

Conclusion

The Crotalus durissus cascavella venom was shown to
disclose a hypotensive effect, likely to be linked to the
increase in nitrite concentration.

This  suggests that this venom  contains
pharmacological tools with therapeutical potential.
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Résumé

Dans cette étude, nous caractérisons dans le venin de la vipére Cerastes cerastes une nouvelle
fraction de type thrombine capable d’agréger les plaquettes de plasma humain. Cette enzyme
présente pour principale cible la chaine B du fibrinogéne comme le montre I'analyse par HPLC en
phase inverse. Par ailleurs, une diminution significative du fibrinogéne et de I’'hémoglobine est
observée dans le plasma d’animaux traités avec cette fraction g fibrinogénase, confirmant ainsi ses

propriétés protéolytiques et fibrinogénolytique.

Characterization of a coagulant fraction from Cerastes cerastes venom

A novel fraction with a coagulant activity has been found in the venom of the viper Cerastes cerastes.
This fraction displays thrombine-like activity with high platelet aggregative effect. It acts as a
proteinase and cleaves the Bg chain of fibrinogen leading to the release of fibrinopeptide B as
monitored by reverse phase-HPLC. A significant decrease of fibrinogen and haemoglobin was observed
in the plasma of animals treated by the g fibrinogenase.

Keywords : § fibrinogenase, Cerastes cerastes, coagulation, platelet aggregation.

Introduction

Les morsures par les vipéres constituent un vrai
probléeme de santé publigue dans le monde. En
Algérie, les espéces les plus dangereuses sont
Cerastes cerastes et Vipera lebetina. Le venin de C.
cerastes est constitué d'un mélange complexe de
protéines a activités biologiques diverses. Ces
protéines provoquent chez les personnes envenimées
de graves perturbations tissulaires et métaboliques
qui sont a l'origine de plusieurs effets physio-
pathologiques, principalement des troubles coagulo-
pathiques. L’hémorragie, I'cedéme et la nécrose
considérés comme les principaux symptomes
caractéristiques des morsures par les vipéres ont été
également observés lors d'une envenimation
expérimentale avec ce venin.

Le venin de C. cerastes posséde des propriétés
hémolytiques, hémorragiques, coagulantes et anti-
coagulantes (Laraba-Djebari et al., 1995) qui
conduisent a la mort chez I'Homme lorsque les
morsures ne sont pas immédiatement soignées. Parmi
les molécules qui sont responsables de telles
coagulopathies lors d'une envenimation ophidienne,
on trouve les serine protéinases de type thrombine
qui sont fortement impliquées dans le contrdle de
plusieurs  processus physiologiques, notamment
I’hémostase (Laraba-Djebari et al., 1992). L’étude du
venin de cette espéce a permis de caractériser quatre
molécules ou fractions (PLA2, RP-34, Afaacytine et
Cc2) appartenant toutes a la classe des hydrolases,
et ayant des spécificités d’action différentes (Laraba-
Djebari et al., 1990, 1992, 1995 ; Chérifi et Laraba-
Djebari, 2007). Le but de la présente étude est de
caractériser la fraction C1, une nouvelle fraction
coagulante de type thrombine isolée de ce méme
venin.

Purification et caractérisation de la
fraction C1

Une filtration moléculaire du venin de C. cerastes
(1 g) sur Sephadex G-75 (0,1 M acétate d’ammonium,
pH 8,5) suivie par un échange d’anions sur DEAE-
Sephadex A-50 (gradient d’acétate d’ammonium 0,1 a
2 M ; pH 5,5) a permis de mettre en évidence une
fraction, C1, portant une forte activité coagulante.
Cette fraction a également des activités protéo-
lytique, arginine-estéasique et amidolytique sur la
caséine, le N-Benzoyl-L-Arginine-ethyl-ester hydro-
chloride (BAEE) et le N-CBZ-P-arginine-niroanilide
hydrochloride (CBZ), respectivement. Son activité
protéolytique étant abolie par le PMSF, alors que
I’EDTA n’a aucun effet (Tableau 1), la fraction C1
contiendrait une sérine-protéase de type thrombine.

La fraction C1 induit la coagulation rapide du
plasma humain (2 s, contre 16 s avec le venin) et
contribue a I'agrégation des plaquettes humaines. Elle
présente  une activité fibrinogénolytique plus
importante que celles de la thrombine et du venin,
comme l'atteste la mesure du diamétre de I'anneau de
fibrine (6 mm, 2,5 et 2 mm, respectivement ; Tableau
2).

Activité fibrinogénolytique in vitro de la
fraction C1

L'activité fibrinogénolytique de la protéase C1 in vitro
a été étudiée par HPLC en phase inverse (RP-HPLC).
La comparaison du chromatogramme avec celui obtenu
aprés hydrolyse du substrat par la thrombine a montré
que la fraction C1 dégrade préférentiellement la
chaine BB du fibrinogéne (libération du fibrinopeptide
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B ; Tableau 2). Chez les rats traités avec cette
fibrinogénase (1 mg par kg d’animal) la concentration

du fibrinogene plasmatique diminue de fagon
significative (2 g/L, contre 4 g/L pour les témoins).

Tableau 1. Effets des inhibiteurs sur les activités enzymatiques de la fraction coagulante C1.

Table 1. Inhibitor effects on enzymatic activities of coagulant fraction C1.

Activités enzymatiques

Fraction coagulante C1

En présence
d’EDTA

En présence de

Sans inhibiteur PMSE

Activité protéolytique sur caséine
(Absorbance a 280 nm pour 50 pg d’échantillon)

0,169 *+ 0,023 UA 0,181 + 0,034 UA 0 UA

Activité ester-hydrolase sur BAEE
(Absorbance a 405 nm pour 50 pg d’échantillon)

1,182 + 0,045 UA 1,100 + 0,148 UA 0,521 + 0,03 UA

Activité amide-hydrolase sur CBZ
(Absorbance a 253 nm pour 50 pg d’échantillon)

0,064 + 0,017 UA 0,059 + 0,029 UA 0,021 + 0,003 UA

Tableau 2. Comparaison des activités biologiques de la fraction coagulante C1 et de la thrombine.
Table 2. Comparison of the biological activities of the coagulant fraction C1 and of thrombin.

Activités biologiques

Thrombine Fraction coagulante C1

Activité coagulante

. . 6+1s 2+0s
(Temps pour 50 nug d’échantillon)
Ac_tiviFé fibrinogénolytiqge_ ) ] 2,5 mm 5 mm
(Diamétre de 'anneau de fibrine pour 50 ng d’échantillon)
Agrégation plaquettaire 55% 70%

(Fraction pour 50 pg d’échantillon / mL)

Type de fibrinopeptide libéré apres fibrinogénolyse

Fibrinopeptide A puis B Fibrinopeptide B seul

Activités biologiques in vivo de la
fraction C1

L’administration de la fraction C1 a des rats Wistar

(1 mg par kg d’animal, voie intrapéritonéale) induit

la modification de certains paramétres hémostasiques

et métaboliques aprés 24 h :

- augmentation de la glycémie (1,28 g/L,
0,51 g/L pour les témoins),

- augmentation de la cholestérolémie (1,02 g/L,
contre 0,78 g/L pour les témoins),

- diminution de la concentration en hémoglobine
(7,1 g/L, contre 11,2 g/L pour les témoins).

contre

Conclusion

Cette étude a permis de caractériser une nouvelle
fraction coagulante de type thrombine & partir du venin
de Cerastes cerastes ayant des activités protéolytique,
fibrinolytique et agrégante. L’agrégation plaquettaire
est déclenchée par la fixation de la chaine y du
fibrinogéne sur ses récepteurs au niveau des plaquettes
sanguines. Le pouvoir agrégant de la fraction C1
pourrait dériver de son action préférentielle pour la
chaine B du fibrinogéne.

L’ensemble des résultats permet de considérer la
contribution de cette fraction C1 dans les perturbations
hémostatique et hémolytique induites par le venin de
cette vipeére.
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Résumé

L’'ammodytoxine et la crotoxine sont de puissantes b-neurotoxines des venins des serpents Vipera
ammodytes ammodytes et Crotalus durissus terrificus (Faure et Bon, 1988 ; Bon et al., 1994). Ces
phospholipases A, (PLA;) bloquent principalement la libération de [I'acétylcholine au niveau
présynaptique et provoquent une paralysie des muscles squelettiques (Hawgood et Bon, 1991). Pour
exercer leurs effets neurotoxiques, ces toxines interagissent avec des protéines extra- et intra-
cellulaires, spécifiques de chaque neurotoxine (identifiées ou en cours d’identification) dans le cortex
cérébral et dans I'organe électrique de Torpedo marmorata (Krizaj et al., 1997 ; Hseu et al., 1999 ;
Faure, 2002 ; Faure et al., 2003 ; Pungercar et Krizaj.,, 2007). Nous avons montré que
I'ammodytoxine et la sous-unité basique (CB) de la crotoxine sont capables d’inhiber la coagulation
sanguine par une liaison directe au récepteur soluble de sang humain, le facteur de coagulation
sanguine Xa (FXa) (Prijatelj et al., 2006 ; Faure et al., 2007). Récemment, nous avons déterminé par
diffraction des rayons X les structures tridimensionnelles de deux isoformes de I'ammodytoxine, AtxA
et AtxC (Saul et al., 2008). L’ensemble des résultats obtenus par diverses approches incluant (i)
I’étude de I'affinité de liaison PLA,-cible protéique par résonance plasmonique de surface (SPR) ; (ii)
une approche bioinformatique (modélisation et « docking » moléculaires) basée sur les résultats de
mutagenése dirigée et (iii) I'analyse cristallographique, a permis de caractériser des résidus critiques,
impliqués dans la neurotoxicité et dans I'activité anticoagulante de ces deux b-neurotoxines (Prijatelj
et al., 2006 ; Faure et al., 2007 ; Saul et al., 2008).

Structural and functional characterization of ammodytoxin and crotoxin

Ammodytoxin and crotoxin are potent b-neurotoxins from the venoms of the snakes Vipera
ammodytes ammodytes and Crotalus durissus terrificus. These two toxins act presynaptically and
induce complete failure of neuromuscular transmission (Faure and Bon, 1988 ; Hawgood and Bon,
1991 ; Bon et al., 1994). To exert their neurotoxicity, these monomeric and heterodimeric
phospholipases A, (secreted group IIA PLA) interact with several soluble and membrane-bound
protein targets (Faure, 2002 ; Pungercar and Krizaj, 2007). Some of these targets have been
identified in the porcine cerebral cortex and Torpedo marmorata electric organ, others are still under
investigation (Krizaj et al., 1997 ; Hseu et al., 1999 ; Faure, 2002 ; Faure et al., 2003 ; Pungercar
and Krizaj, 2007). Ammodytoxin and the CB subunit of crotoxin also exhibit strong anticoagulant
effects and bind to the human coagulation factor Xa, inhibiting coagulation through a non-enzymatic
pathway (Prijatelj et al., 2006 ; Faure et al., 2007). We have been interested in identifying the
functional sites of these two neurotoxic and anticoagulant PLA;s. Recently, we have determined the
crystal structures of two ammodytoxin isoforms, AtxA and AtxC (Saul et al., 2008). This structural
information, together with previous biochemical studies using site-directed mutagenesis, surface
plasmon resonance and molecular docking, allows us to identify amino-acid residues implicated in the
neurotoxicity and anticoagulant activity of these enzymes (Prijatelj et al., 2006 ; Faure et al., 2007 ;
Saul et al., 2008). Precise characterisation of the binding of PLA2s with their protein targets should be
useful in the elaboration of new anticoagulant or antineurotoxic agents.

Keywords : Ammodytoxin, anticoagulant phospholipases A,, crotoxin, presynaptic neurotoxins.
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'ammodytoxine et la crotoxine. L’isoforme AtxA de

Pour comprendre les mécanismes d’action des PLA;
neurotoxiques et anticoagulantes, de nombreux
laboratoires de recherche focalisent leurs études sur
une caractérisation précise des sites de liaison aux
récepteurs protéiques des PLA,. L’identification des
sites fonctionnels de ces PLA, pourra servir de base a
I’élaboration de nouveaux médicaments anti-toxiques
ou anti-thrombotiques. Nous-mémes avons focalisé nos

I’'ammodytoxine interagit avec un récepteur neuronal de
PLA> de type M, avec la calmoduline (CaM), avec la
protéine disulfide isomérase et les isoformes g et e de la
protéine 14-3-3 (Pungercar et Krizaj, 2007). La
crotoxine se lie avec une affinité nanomolaire au
récepteur CAPT de Torpedo marmorata, au récepteur
neuronal de crocalbine et a la CaM (Krizaj et al., 1997 ;
Hseu et al., 1999 ; Sribar et al., 2001 ; Faure et al.,
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2003). La fonction anticoagulante de ces deux PLA;
neurotoxiques est également tres étudiée a I'échelle
moléculaire. Nous avons montré que I'ammodytoxine et
la sous-unité basique (CB) de la crotoxine inhibent la
coagulation sanguine par une liaison directe sur le
facteur Xa (FXa) et formation d'un complexe
moléculaire PLA,-FXa (Prijatelj et al., 2006 ; Faure et
al., 2007).

Des études tres récentes ont conduit a la résolution
des structures tridimensionnelles de deux isoformes
naturelles de 'ammodytoxine (Saul et al., 2008) et de
la sous-unité basique de la crotoxine (mélange de deux
isoformes de CB ; Marchi-Salvador et al., 2008).

Des technologies complémentaires comme la
résonance plasmonique de surface, la mutagenese
dirigée, la modélisation et « docking » moléculaires, et
la cristallographie ont été utilisées pour caractériser des
motifs structuraux importants pour la neurotoxicité et
les propriétés anticoagulantes des PLA,.

Cet article décrit brievement I'ensemble des
résultats obtenus par diverses approches qui ont permis
de caractériser des résidus critiques impliqués dans la
neurotoxicité et dans I'activité anticoagulante de ces
b-neurotoxines (Prijatelj et al., 2006 ; Faure et al.,
2007 ; Saul et al., 2008).

Etudes biochimique et structurale de
I’'ammodytoxine et la crotoxine

L’ammodytoxine et la crotoxine sont de puissantes
b-neurotoxines de venins de serpents Viperidae qui
présentent des structures quaternaires distinctes (Bon,
1997 ; Faure, 1999).

L’ammodytoxine, du venin de la vipére d’Europe
centrale, est une toxine monocaténaire de 122 acides
aminés, dont 14 cystéines, de point isoélectrique de 9,5
a 10,2 et de masse moléculaire proche de 14 kDa
(Gubensek et Krizaj, 1997). A partir du venin, trois
isoformes naturelles de 'ammodytoxine : AtxA, AtxB et
AtxC, ont été purifites par FPLC sur échangeur
cationique (MonoS) et par HPLC en phase inverse (C4,
300 A) (Gubensek et al., 1980). Ces isoformes différent
par leurs propriétés structurales et fonctionnelles
(toxicité, affinité vis-a-vis des récepteurs neuronaux et
du FXa) (Faure 2002 ; Pungercar et Krizaj, 2007 ;
Prijatelj et al., 2006). AtxB et AtxC different de AtxA
par trois mutations (Tyrl15His, Argl18Met, Asn119Tyr)
et deux mutations (Phel24lle, Lys128Glu)
respectivement, toutes situées dans la partie C-
terminale de la molécule (numérotation selon
Renetseder et al., 1985). La toxicité (DLsg) des trois
isoformes, déterminée par injection i.v. chez la souris,
est de 0,021 mg/kg pour AtxA, 0,58 mg/kg pour AtxB
et 0,36 mg/kg pour AtxC (Thouin et al., 1982 ; Lee et
al., 1984). Ces valeurs suggérent I'importance de la
partie C-terminale de 'ammodytoxine pour exprimer sa
neurotoxicité présynaptique.

Récemment, nous avons déterminé la structure
tridimensionnelle des deux isoformes AtxA et AtxC de
I'ammodytoxine par diffraction des rayons X (Saul et
al., 2008). Ces isoformes, purifiées a homogénéité, ont
donné lieu a des cristaux diffractant a 1,7 A et 1,35 A,
respectivement (Saul et al., 2008). Ces structures
montrent que, de facon similaire a d’autres PLA, du
groupe I1A, AtxA et AtxC possedent sept ponts
disulfure parfaitement conservés, trois hélices-a
principales et un feuillet-b formé de deux courtes

chaines antiparalléles organisées en un motif du type
« b-wing » (Figure 1).

La crotoxine (CACB), du venin d’un crotale sud-
americain, est en fait un complexe héterodimérique de
point isoélectrique de 4,9 a 5,2 et de masse moléculaire
de 24 kDa (Faure et Bon, 1988). Ses deux sous-unités
constitutives, CA (acide) dépourvue d’activité
enzymatique, et CB (basique) portant I'activité PLA,
sont associées de facon non covalente en un complexe
équimolaire (Hendon et Fraenkel-Conrat, 1971). La
sous-unité CA, non toxique, est constituée de trois
chaines polypeptidiques a,b, g reliées par sept ponts
disulfure Breithaupt et al., 1974 ; Aird et al., 1986).
Ces trois chaines correspondent aux trois régions du
précurseur pro-CA (homologue aux PLA;) dont le cDNA
a été cloné (Bouchier et al., 1991 ; Faure et al., 1991).
La sous-unité CB, 10 fois moins toxique que le
complexe crotoxine, est formée d'une chaine
polypeptidique de 122 acides aminés qui porte I'activité
catalytique (Fraenkel-Conrat et al., 1980 ; Aird et
al.,1986). Il existe plusieurs isoformes de crotoxine
issues de l'association de plusieurs variants de chacune
des sous-unités CA et CB (Faure et Bon, 1987, 1988).

<A

f-wing

Fig. 1. Structure tridimensionnelle de [Iisoforme AtxA de
I'ammodytoxine. Les chaines latérales des résidus impliqués dans
I'activité anticoagulante, déterminés par mutagenese dirigée
(Prijatelj et al., 2006) sont montrées en rouge. Celles des
résidus impliqués dans l'activité neurotoxique sont montrées en
bleu (Prijatelj et al., 2008). Le résidu important pour les deux
activités est montré en vert clair. Les sept ponts disulfure, trés
conservés, sont montrés en jaune. Les terminaisons N- et C-
terminales de la chaine polypeptidique et le motif b-wing sont
également indiqués.

Fig. 1. Three-dimensional structure of ammodytoxin isoform
AtxA. The side chains of residues involved in the anticoagulant
activity, as determined by mutagenesis studies (Prijatelj et al.,
2006), are shown in red. Those of residues involved in the
neurotoxic activity (Prijatelj et al., 2008) are shown in blue. The
seven conserved disulfide bonds are shown in yellow. The
residue important for both activities is in green. The N- and C-
termini of the polypeptide chain and the b-wing motif are
indicated.

Nous avons déterminé les séquences des 4
isoformes de la sous-unité CA (CA1l, CA2, CA3 et CA4)
et montré qu’elles peuvent étre synthétisées par un
méme serpent (Faure et Bon, 1987 ; Faure et al., 1991,
1994). Une comparaison de leurs séquences avec celle
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du précurseur pro-CA montre que les quatre isoformes
matures résultent de modifications post-
traductionnelles : (i) les clivages protéolytiques du pro-
CA en des sites proches mais distincts, conduisant a
I’élimination de trois peptides, dont le peptide N-
terminal de la chaine a, identifié comme nécessaire a la
liaison de PLA; aux phospholipides (expliquant pourquoi
la sous-unité CA mature est dépourvue d’activité
enzymatique) ; (ii) l'absence ou la présence de
pyroglutamylation sur les résidus N-terminaux libérés
au niveau des chaines peptidiques b et g (Faure et al.,
1991).

Les quatre isoformes de la sous-unité CB (CBay,
CBb, CBc et CBd), trés basiques et hydrophobes, ont
été purifiées a partir du pool de venins sur échangeur
cationique (MonoS) avec un double gradient de NacCl et
d’'urée (Faure et Bon, 1988 ; Faure et al., 1994 ; Faure
et Choumet, 1992). Leur ’homogénéité a été vérifiée
par HPLC en phase inverse (Vydac C4, 300 A) (Faure,
résultats non publiés). Leurs masses moléculaires
déterminées par ESMS (£ 1 Da) sont 14245 Da (CBap),
14152 Da (CBb), 14245 Da (CBc) et 14234 Da (CBd)
(Faure et al., 1994 ; Bieber et al., 1997).

Les ségquences de CBa, et CBc ont été établies grace
au clonage d’ARNm isolé de la glande a venin d’un seul
serpent (Bouchier et al., 1991 ; Faure et al., 1994). Ces
deux isoformes appelées CB1 et CB2 (dont les cDNA
ont été clonés) correspondent respectivement aux
formes matures CBc et CBa, du pool de venins et
different par huit amino acides (HislSer, llel8Val,
Arg34Glu, Pro74Arg, Glu92Lys, Tyrl15Asn, Glyl116Glu,
Gly128GIlu ; numérotation selon Renetseder et al.,
1985). Ces différences sont tres importantes car
responsables de la formation de deux classes de
complexes crotoxine (Faure et Bon 1988 ; Faure et al.,
1993).

En effet, les propriétés enzymatiques et
pharmacologiques de 16 complexes crotoxine, formés
par I'association de quatre isoformes de CA avec quatre
isoformes de CB, ont permis de définir deux classes de
complexes la classe | des « complexes toxiques »,
formée des isoformes CA1l, CA2, CA3 ou CA4, et CBb,
CBc, CBd (DLsp = 93 + 20 ng/kg par injection i.v. chez
la souris) et la classe Il des « complexes moins
toxiques », formée de CAl, CA2, CA3 ou CA4 et CBa;
(DLsg = 435 = 65 ng/kg par injection i.v. chez la
souris ; Faure et al., 1993).

Nous avons démontré par fluorescence (en suivant
le changement d’intensité de fluorescence de CB aprés
association avec CA) et par SPR (en mesurant les
cinétiques d’interaction de CA avec CB) que la stabilité
des complexes composés de différentes isoformes joue
un rdle important dans la toxicité de la crotoxine (Faure
et al., 1993 ; Faure et Fourier, 2006).

L’'affinité entre CA et CB est caractérisée par une
valeur de Kd de l'ordre du nanomolaire. La vitesse de
dissociation déterminée par SPR pour le complexe de la
classe Il est associée a une constante cinétique, ko,
cing fois supérieure a celle des complexes de la classe
I. Cela impligue que les complexes crotoxine les plus
toxiques (classe 1) sont beaucoup plus stables que les
complexes crotoxine les moins toxiques (classe II)
(Faure et al., 1993 ; Faure et Fourier, 2006). La
différence de stabilité des complexes crotoxine est due
uniqguement a la nature de la sous-unité CB (Faure et
al., 1993).

La structure cristallographique de la sous-unité CB

de la crotoxine a été récemment établie par une équipe
brésilienne (Marchi-Salvador et al., 2008). Cette
structure, résolue a partir d’'un mélange d’isoformes de
CB, montre [I'association tetramérique de deux
hétérodiméres de CB composés de 2 isoformes CB1 et
CB2. Chaque venin individuel de crotale pouvant
contenir des quantités variables d’isoformes (Faure et
Bon, 1987), on trouve une grande diversité d’isoformes
d’'un lot de venin a l'autre. Les séquences de deux
isoformes de CB (CB1 et CB2) présentes dans le cristal
correspondent aux isoformes CBa, et CBc dont les
séquences et les propriétés biochimiques avaient été
établies précédemment (Faure et al., 1993, 1994).
Fontes et al. ont proposé que la structure quaternaire
de CB observée dans le cristal ait une signification
biologique (Marchi-Salvador et al., 2008). Pourtant,
I'existence du complexe tétramérique composé
d’hétérodimeres de CB n’a pas été démontrée dans le
venin de serpent. En revanche, il a été montré que les
isoformes CBa, et CBc ont des propriétés biochimiques
bien différentes (elles se lient au FXa avec des affinités
différentes (Tableau 1) et forment deux classes de
complexes crotoxine (Faure et al., 1993). Ces
observations soulignent [I'importance biologique de
chacune des isoformes de CB. Par ailleurs, il a été
montré que la sous-unité CA de la crotoxine empéche la
formation de homodimeére de CB (Radvanyi et Bon,
1982).

Etudes fonctionnelles de la crotoxine et
de 'ammodytoxine afin d’identifier leurs
sites neurotoxiques et anticoagulants

Nous avons montré que la crotoxine se lie
spécifiquement et avec une affinité (Kd) nanomolaire
sur une protéine de 48 kDa associée aux membranes
présynaptiques de I'organe électrique de torpille (Krizaj
et al., 1997 ; Faure et al., 2003). Cette protéine a été
solubilisée et partiellement purifiée par chromato-
graphie d’affinité sur colonne de crotoxine immobilisée
(Faure et al., 2003).

L’'activité enzymatigue de la crotoxine est
indispensable a son activité pharmacologique et sa
toxicité, mais elle n’est pas indispensable a I'étape de
liaison de la sous-unité PLA, au récepteur protéique
membranaire, qui fait intervenir les deux sous-unités
de la crotoxine. Le complexe CACB de la crotoxine est
10 fois plus toxique que la sous-unité CB seule (Faure
et al., 1993). La sous-unité CA, non catalytique et non
toxique joue un triple réle : (i) CA augmente la toxicité
de la sous-unité CB (Hawgood et Bon, 1991) en la
dirigeant vers le récepteur spécifique de la crotoxine
(Krizaj et al., 1997) ; (ii) CA participe a la liaison de CB
sur le récepteur formant un complexe ternaire
transitoire (Faure et al., 2003) ; (iii)) CA empéche la
formation du dimere réactif de CB (Radvanyi et Bon,
1982). Le mécanisme d’action de la crotoxine est donc
trés particulier. A [I'équilibre, au contact de son
récepteur présynaptique, le complexe CACB se dissocie
et seule la sous-unité CB participe a la liaison et reste
attachée aux membranes présynaptiques (Bon et al.,
1994), mais en temps réel, la sous-unité CA en
présence de CB et du récepteur forme un complexe
ternaire transitoire (Faure et al., 2003). Ce complexe
ternaire a été mis en évidence par SPR grace a
I'utilisation d’anticorps monoclonaux spécifiques anti-
CB et anti-CA (Faure et al., 2003).

Des études de liaison et de pontage chimique
(« cross-linking ») effectuées avec AtxC radioiodée, ont



158

Structure - fonction de 'ammodytoxine et la crotoxine

montré que ?°1-AtxC se lie avec une haute affinité aux
membranes présynaptiques de torpille et marque des
protéines de 70, 57-39 et 20 kDa (Krizaj et al., 1997).
La crotoxine et [I'ammodytoxine ne sont pas
mutuellement compétitives pour leurs sites de liaison
de haute affinité, suggérant qu‘elles reconnaissent des
récepteurs différents (Krizaj et al., 1997). En revanche,
la sous-unité CB isolée inhibe trés efficacement la
liaison de haute affinité de *2°I-AtxC, mais pas celle de
la ***I-crotoxine. Ainsi les sites de haute affinité de la
crotoxine et de la sous-unité CB sont différents, mais
ceux de I'ammodytoxine et CB sont trés similaires
(Krizaj et al., 1997). AtxA interagit avec un récepteur
neuronal de PLA; de type M, la calmoduline, la protéine
disulfide isomérase et les isoformes get e de la protéine
14-3-3 (Pungercar et Krizaj, 2007).

La localisation du site neurotoxique sur les PLA;
est trés recherchée mais encore trés spéculative
reflétant les rapports complexes existant entre la
structure et la fonction de ces PLA; qui reconnaissent
séquentiellement divers récepteurs protéiques (Kini,
2003 ; Pungercar et Krizaj, 2007). Une étude de
I'ammodytoxine et de ses isoformes naturelles et
recombinantes au moyen des techniques de génétique
moléculaire et de mutagenése dirigée a permis
d’identifier la partie Gterminale de AtxA comme son
« site  neurotoxique » et mettre en évidence la
contribution des résidus Tyrl1l5, llell6, Argll8 et
Asnl119 ; numérotation selon Renetseder et al., 1985 ;
Ivanovski et al., 2000). Les résidus aromatiques Phe24
(Petan et al., 2002) et Phel24 (Pungercar et al., 1999)
ont été aussi identifiés comme trés importants pour la
neurotoxicité. La substitution de Phe24 par une sérine
conduit a une diminution de la toxicité de 18 fois. Une
étude plus récente suggére qu’'une paire de résidus
(Met7/Glyl11l) située dans la partie N-terminale joue
aussi un réle important mais de facon distincte, en
étant impliqguée dans une étape différente de la cascade
d’événements conduisant a la neurotoxicité (Prijatelj et
al., 2008). Ces résidus sont présentés en bleu sur la
Figure 1.

La structure tridimensionnelle de I'ammodytoxine
(Saul et al., 2008) montre que la région C-terminale est
exposée a la surface de la molécule, présentant un
arrangement favorable pour interagir avec le récepteur
présynaptique et former le complexe moléculaire
(Figure 1).

AtxA et la sous-unité CB de la crotoxine inhibent
fortement la coagulation sanguine. Ces enzymes
connues pour leurs propriétés neurotoxiques possédent
donc aussi des propriétés anticoagulantes, semblables a

celles de la sPLA, humaine du groupe IlA ou de la PLA,
du venin du cobra Naja nigricollis (Mounier et al.,
1998 ; Stefansson et al., 1990). L’effet anticoagulant
de AtxA et de CB est d0 a un mécanisme non-
enzymatique et indépendant des phospholipides
(Mounier et al., 1998 ; Stefansson et al., 1990). Il
concerne I'étape clé de la coagulation sanguine, I'étape
de thrombinoformation. En bref, [l'activation de la
prothrombine en thrombine est catalysée au niveau du
complexe prothrombinase par le FXa (activé) et en
présence de Ca®" et de deux cofacteurs, le facteur Va et
les phospholipides. Par SPR nous avons montré que
AtxA et CB sont capables d’inhiber la formation du
complexe prothrombinase et que cette inhibition est
due a une liaison directe de ces PLA; sur FXa (Prijatelj
et al., 2006, Faure et al., 2007). Un complexe PLA,-FXa
a été mis en évidence en temps réel et les parametres
cinétiques de cette interaction ont été déterminés pour
les isoformes naturelles de CB et de I'ammodytoxine
(CBaz, CBc et AtxA, AtxB, AtxC) (Tableau 1) et
différents mutants recombinant de AtxA (Prijatelj et al.,
2006, Faure et al., 2007). La diminution d’affinité pour
le facteur FXa (mesurée par SPR pour certains mutants)
en corrélation avec I'augmentation d’'ICso (déterminée
par un test physiologique d’inhibition d’activité
prothrombinase), a permis d’identifier les résidus
basiques du « site anticoagulant » de
I'ammodytoxine et de la PLA> humaine du groupe IIA
(Prijatelj et al., 2006, Mounier et al., 2000). Pour AtxA
les parties C-terminales (résidus Argll18, Lys127,
Lys128 et Lysl132) et b-wing (résidus Arg72, Lys74,
His76 et Arg77 ; numérotation selon Renetseder et al.,
1985) ont été identifiées (Prijatelj et al., 2006). Ces
résidus sont présentés en rouge sur la Figure 1.

Pour la PLA; humaine du groupe IIA ce sont les
parties C- et N-terminales qui ont été identifiés
(Mounier et al., 2000). Récemment cette étude a été
élargie a d’autres PLA, anticoagulantes de venins de
Viperidae et complétée par des approches de SPR et
bioinformatique (Faure et al., 2007). Les résidus
consensus participant a la liaison au FXa et donc
appartenant a la région anticoagulante identifiés par
« docking » moléculaire sont : les parties exposées au
solvant de I'hélice A (positions 2, 3, 7) et I'hélice B
(positions 18, 19) ; les résidus en positions 16, 23 et
24 ; la boucle de fixation du Ca®" (positions 31-34) ;
une partie de la boucle située entre I'hélice C et le b-
wing (positions 53, 59, 60, 69, 70) et le fragment C-
terminal (positions 118, 119, 121-124, 129-131, 133 ;
numérotation selon Renetseder et al., 1985 ; Faure et
al., 2007).

Tableau 1. Constantes cinétiques de l'interaction des isoformes de CB et d’Atx avec le FXa et constantes d’inhibition de

I'activité du complexe prothrombinase, pour les diverses PLA;.

Table 1. Kinetic and equilibrium parameters for FXa-binding and prothrombinase activity by the various PLA;.

PLAS" Kon (Mts™) Kott (5D Kg®PP [nM]? 1Cso [NM]°
CBc (3,2+0,2) x 10° (1,6 £0,4) x 10™* 0,5 0,7+0,3
CBay (2,9+0,4) x 10° (1,5+0,2) x 1072 52 41«5
AtXA (2,2 +0,2) x 10° (7,0%+1,0) x 10°® 32 205
AtxB (8,0+1,0) x 10* (1,1+0,2) x 1072 138 82+9
AtxC (3,9+0,1) x 10* (1,4+0,2) x 1072 359 240 * 40

1 Références pour CBc, CBa, (Faure et al., 2007) ; pour AtxA, B, C (Prijatelj et al., 2006). References for CBc, CBa2

(Faure et al., 2007) ; for AtxA, B, C (Prijatelj et al., 2006).
2 app —
Kd - Off/kon-

3 ICso : valeur de demi inhibition de la formation de thrombine par les diverses PLA, en absence de phospholipides. Defined
as 50% inhibition of thrombin formation by the various PLA; in the absence of phospholipids.



Toxines et fonctions cholinergiques neuronales et non neuronales

159

Parmi les huit mutations qui différencient CBc de
CBa,, deux mutations (Arg34Glu dans la boucle de
fixation du Ca®" et Glyl128Glu dans la partie C-
terminale) sont localisées dans la région d’interface
PLA,-FXa, que nous avons identifiée comme « site
anticoagulant » en utilisant une approche bio-
informatique basée sur les résultats de mutagenese
dirigée (Faure et al., 2007). La position de Gly116Glu
(tout au bord du fragment C-terminal) confirme que la
disparition de la charge positive et I'apparition de deux
charges négatives dans cette région sont responsables
de la perte d’affinité de CBa, pour le FXa par rapport au
CBc (Tableau 1 ; Faure et al., 2007).

Conclusions

Il est de plus en plus évident que les PLA; de venins de
serpents exercent leur effet neurotoxique et
anticoagulant par interaction avec des récepteurs
protéiques. Les PLA,, qui sont des protéines
multifonctionnelles, possedent de multiples sites
pharmacologiques distincts du site catalytique. Comme
le montre la Figure 1, le site neurotoxique de
I'ammodytoxine se superpose en partie avec son site
anticoagulant (cf. le résidu montré en vert), mais les
résidus impliqués dans les deux fonctions ne sont pas
nécessairement identiques.

La superposition de sites pharmacologiques,
responsables de différentes fonctions biologiques, peut
s’expliquer par la petite taille des PLA; et le fait qu’elles
exercent leurs différents effets dans des compartiments
cellulaires différents. La caractérisation précise des sites
de liaison des PLA, aux récepteurs protéiques pourra
servir de base a la conception de nouveaux agents anti-
toxiques ou anti-thrombotiques.
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Toxines et fonctions cholinergiques neuronales et non neuronales

Depuis plus de cinquante ans, les études de la fonction cholinergique synaptique ont été tout a
la fois ininterrompues et productives dans le monde entier, et singulierement en France. Dans
ces recherches, la pharmaco-toxicologie tient une place de premier rang. Comment identifier,
parfois isoler, un récepteur sans disposer d'un ligand de haute affinité, souvent une toxine
puissante ? Comment distinguer les différents sous-types d'un récepteur sans avoir en mains
une batterie de ligands spécifiques ? Comment analyser le fonctionnement d’une synapse sans
en modifier le fonctionnement a l'aide de multiples effecteurs, agonistes ou antagonistes ? Peu
a peu, au-dela de la synapse et de la notion de médiateur synaptique, I'existence de fonctions
cholinergiques non neuronales devient une évidence. Cet ouvrage d’actualité n’a pas la
prétention de couvrir tout le champ d'un immense domaine de recherches, constamment
renouvelé, mais vise plutét a présenter des résultats originaux parmi les plus récents, de facon
a satisfaire la curiosité d’un public aussi large que possible, au-dela des seuls spécialistes.

Max Goyffon,
Muséum national d’Histoire naturelle
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