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RESUME

Un nouveau peptide inbibiteur des canaux polas-
sium, activés par le calcium de faible conductance
(SKca) a été purifie a homogénéité a partir du
venin du scorpion tunisien Buthus occitanus tune-
tanus.

La masse moléculaire déterminée par SDS-PAGE
correspond a une toxine courte de 3300 Da. La
séquence primaire de cette toxine montre qu’il
s'agit d'un polypeptide composé de 31 résidus, réti-
culé par trois ponts disulfures, apparenté a la sous-
Sfamille 5 des toxines courtes de scorpions.

Cette molécule montre aussi des propriétés phar-
macologiques similaires & ce groupe de peptides en
induisant une forte activité toxique par injection
intracérébro-ventriculaire aux souris, et en dépla-
cant lapamine iodée de son sile récepteur au
niveau des synaptosomes de cerveaux de rats
(Ky 5= 4 nh).

Mots clefs : Venin de scorpion, toxines courtes de
scorpion, canaux potassium, canaux porassium
activés par le calcium.

ABSTRACT

A new peptidyl inhibitor of the small-conductance
Ca2+-activated K+ channels (SKca) was purified
to homogeneity from the venom of the Tunisian
scorpion Buthus occitanus tunetanus. The mole-
cular mass determined by SDS-PAGE, shows that
it’s a short peptide (3300 Da).

The primary sequence of this toxin shows that it is
a 31-residue polypeptide cross-linked by three
disulfide bridges and structurally related to
subfamily 5 of short scorpion toxins.

This molecule shows similar pharmacological
properties with this group of peptides inducing high
toxicity in mice afler intracerebro-ventricular
injection, and competing with iodinated apamin
for binding to its receptor site from rat brain
synaptosomes (K, s= 4 nM).

Key words: Scorpion venom, short scorpion toxins,
potassium channels, calcium, activated potassium
channel.

INTRODUCTION

Le venin de scorpion est un mélange complexe de
molécules de haute masse moléculaire (mucopolysac-
charides, hyaluronidases, enzymes, inhibiteurs de pro-
téases...)!, de molécules de faible masse moléculaire
(tels que les sérotonines et les histamines) ainsi que
des peptides.

Les molécules peptiques (8 a 7 kilodalton (kDa))

représentent uniquement 2 a 3% du venin brut et sont
responsables de la quasi-totalité des effets toxiques
induits chez les animaux. Ces neurotoxines classées
en 9 groupes structuraux* se sont révélées actives sur
des canaux sodium et ont été largement étudiées
durant ces trois dernieres décennies pour leur carac-
tere structural, pharmacologique et antigénique.
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Cependant, des toxines plus courtes, composées de
30 a 40 acides aminés et ayant une masse moléculai-
re de 3 2 4 KDa, n'ont été décelées qu'au début des
années quatre vingt. Ce sont des toxines réticulées
par 3 ponts disulfures 2 quelques exceptions pres
telles que la Pil* et la Maurotoxine’.

Ces toxines sont spécifiques des canaux potassium et
selon les homologies structurales observées, elles ont
été classées en 12 groupes™. Malgré la diversité de leur
séquence primaire, la structure tridimensionnelle de ces
toxines déterminée par RMN montre une forme dont
seules les chaines latérales enfouies sont celles des rési-
dus de demi-cystines formant les ponts. Toutes ces
toxines adoptent un modele structural conservé avec
une hélice 0 connectée a deux ou trois brins de
feuillets B. Clest I'hélice o et/ou les feuillets B qui confe-
rent 2 la toxine son spectre de spécificité pharmacolo-
gique, grice a leur richesse en résidus fonctionnels. En
effet, la densité, la disposition’ ainsi que I'arrangement
tridimensionnel des résidus basiques®" au niveau de
ces structures conservées , permet a la toxine d’expri-
mer ses affinités vis-a-vis de ses sites récepteurs cibles.
Les canaux potassium jouent un role vital pour le
fonctionnement de différents types cellulaires. Ils
régulent le potentiel membranaire aussi bien dans les
cellules excitables (neurones, muscles...) que les cel-
lules non excitables (cellules B du pancréas, lympho-
cytes, érythrocytes..)". Ces canaux présentent une
grande diversité et une ubiquité qui leur permettent
d'exprimer des cinétiques et des pharmacologies dif-
férentes. En effet, on distingue essentiellement
4 superfamilles de canaux potassium dont la superfa-
mille $4. Celle-ci comprend les canaux potassium
dépendant du voltage (Kv) et les canaux potassium
dépendant du calcium. La premiere est formée de six
sous-familles et la seconde comprend, en se basant
sur le niveau de conductance essentiellement, les
canaux de haute (BKca) conductance, de conductan-
ce intermédiaire et de faible conductance (SKca)®.
Cependant, I'une des conséquences du polymorphis-
me des canaux K se répercute sur la spécificité des
toxines courtes vis-a-vis de leur cible. En effet, la
majorité des neurotoxines courtes identifiées présen-
tent des réactivités croisées. La recherche de toxines
présentant une spécificité stricte pour un sous-type de
canal, est trés intéressante pour la localisation des
canaux dans les différents systemes biologiques, pour

l'étude de leur pharmacologie ainsi que les maladies
potentiellement associées (arythmies cardiaques,
immunodéficiences, scléroses en plaques, maladies
neuromusculaires, etc....). Toutes ces propriétés font
dune toxine spécifique d'un canal un outil pharma-
cologique et un modele de médicament prometteur.

Au niveau de ce travail, nous avons purifié et caracté-
risé une nouvelle toxine du venin de scorpion Buthus
occitanus tunetanus. Cette toxine est pharmacologi-
quement active sur les canaux SK apamine sensibles.

MATERIEL ET METHODES

1- MATERIEL BIOLOGIQUE

1-1- LES ANIMAUX :

Les scorpions: Buthus occitanus tunetanus ont été
collectés de la région de Beni Khedach (Médenine).
Les souris miles d’haplotype C57 bl/6 (20 £ 3g) sont
fournis par le Service des Unités Animalieres de
I'Institut Pasteur de Tunis. Ces souris ont servi au test
dractivité in vivo.

1-2- LE VENIN :

Le venin est obtenu par stimulation électrique (cou-
rant alternatif 55 Volts) du Post - Abdomen (Service
des Unités Animalieres de I'Institut Pasteur de Tunis).
Le venin collecté est conservé a - 20° C.

2- METHODES

2-1- PURIFICATION DES TOXINES

* Extraction du venin : L'extraction du venin brut
de Buthus occitanus tunetanus se fait par I'eau bidis-
tillée refroidie a 4°C (1V/4V)". L'extrait de venin est
ensuite centrifugé pour récupérer un surnageant net
de toute substance risquant de colmater les colonnes
de chromatographie. Ce surnageant est par la suite
repris dans 'eau bidistillée et conservé a - 80°C.

* Filtration moléculaire du venin sur séphadex G50 :
Le dispositif de chromatographie liquide basse pres-
sion consiste en deux colonnes (2,6 x 100 cm) mon-
tées en série, occupées par du séphadex G350
(Pharmacia) et équilibrées dans du tampon acétate
d’ammonium 0,1 M, pH 8,5. La filtration moléculaire
de 1248 UDO d'extrait de venin a été réalisée avec un
débit de 40 ml/h et un temps de collecte de 6mn/tube.
* Chromatographie liquide a haute performance
(CLHP) : la fraction Bot G50 est purifiée en
CLHP"'"", Une colonne C18 (250 x 4.6mm, 5 pm, 300
A, Beckman), formée d'un support en silice greffé de
chaines a 18 carbones, permet ensuite de séparer les
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protéines selon leur hydrophobicité. Le décélement
des peptides élués est finalement réalisé grce 2 un
systeme: détecteur a deux longueurs d'ondes
variables, enregistreur-intégrateur. Les différentes frac-
tions collectées sont lyophilisées puis caractérisées.
2- CARACTERISATION PHYSICO-
CHIMIQUES DES PROTEINES

2-1- QUANTIFICATIONS

* Spectrophotométrie: Les absorptions a 280 nm des
différentes fractions collectées (en CLHP et colonne
basse pression) (Beer lamber) sont obtenues grice 2 un
appareil de spectrophotométrie: (Shimadzu UV240).
Une Unité de Densité Optique de Bot G50 2 280 nm cor-
respond 2 0,6 mg de protéines®. Les spectres d'absorp-
tion des toxines ont été réalisés entre 230 nm et 340 nm.
¢ Quantification des toxines: Généralement, les
toxines courtes n’absorbent pas 2 280 nm d'ou la
détermination de leur coefficient d’extinction molaire
(&) par spectrophotométrie, se trouve trés difficile
voir impossible. Ceci nous a conduit a la quantifica-
tion de ces molécules en se référant 4 une solution
standard de maurotoxine (MTX): c’est une toxine
courte de 34 acides aminés, active sur les canaux
potassium’ dont la concentration a déja été détermi-
née par analyse d’amino-acides.

La standardisation s'est effectuée par la détermination de
la surface du pic de la MTX en fonction de son absor-
bance 2 230 nm. Le coefficient retenu est 100 Unités de
Surface 2 230 nm et correspond a 20 pg de peptide.

* Séquencage automatique de la protéine selon
Edman: Le séquencage a été effectué sur 1 nanomo-
le de toxine grice a un micro-séquenceur (Applied
Biosystems 476 A) selon la méthode d’Edman.

2-2- ELECTROPHORESE SUR GEL DE POLY-
ACRYLAMIDE 16,5% EN CONDITIONS
DENATURANTES SDS-PAGE :

Dans le but de déterminer la masse moléculaire rela-
tive de la toxine purifiée, une électrophorese en
conditions dénaturantes a été réalisée. La masse
moléculaire est déterminée par comparaison des
mobilités électrophorétiques avec celles des protéines
marqueurs déposées en méme temps sur le gel”.

3- CARACTERISATION PHARMACOLO-
GIQUE ET ANTIGENIQUE DES PROTEINES
3-1 MESURE DE LA TOXICITE IN VIVO :

La toxine est diluée dans une solution de sérum albu-
mine bovine (SAB) 0,1% et est injectée aux souris a

raison de 5 pl par voie intracérébo-ventriculaire
(I.C.V), la voie la plus sensible pour détecter l'activi-
té toxique. La dose létale 50 (DL50) définie comme la
dose nécessaire pour I'obtention de 50% de mortalité
dans un lot de 6 souris est ainsi déterminée en utili-
sant une gamme concentration de toxines®.

3-2 TITRAGE ELISA

Ce test consiste en premier lieu a fixer les antigénes
sur une plaque ELISA 2 96 puits. Les toxines sont
diluées dans un tampon carbonate (5 mM, pH 9,6)
avec une concentration de Spg/ml a raison de 100
ml/ puits, puis incubées pendant 1h30 a 37°C et 30
min 2 4°C. Apres saturation des sites de fixations res-
tés libres avec du BSA (0,5%), pendant 1h a 37°C et
30 min a 4°C, on dépose 100 pl d’une dilution d’im-
mun. Sérum spécifique dans chaque puits et on incu-
be (1h30 a 37°C suivi de 30 min a 4°C). La révélation
des anticorps fixés est réalisée grice a des anti-
immunoglobulines couplées a la peroxydase: le
conjugué dilué 1000 fois est déposé et est incubé
1h30 a 37° C, puis 30 min a 4°C. Apres chaque incu-
bation, un lavage se fait avec du Tween 20 mélangé
avec du tampon Phosphate Salin (P.B.S) (chlorure de
sodium + Najy HPO4 + NaH)PO4). Le substrat de
lenzyme est ajouté (o-phenylenediamine (OPD)
0,04% + acide citrique Nay)HPO4 + Hy0O,). La réac-
tion enzymatique est finalement arrétée par une
solution dacide sulfurique (H,SO4 2N) et la plaque
placée dans le lecteur Elisa permet d’avoir les
absorptions de chaque puits aux 2 longueurs
d’ondes 492 et 620 nm.

3-3 IODATION DE L’APAMINE ET TESTS DE
DEPLACEMENTS SUR SYNAPTOSOMES DE
CERVEAUX DE RAT:

Liodation de I'apamine a été effectuée en utilisant de
ITODO-GEN?. Pour les tests de déplacements®, brie-
vement, 50pl de [*Iapamine a 0.1 nM est incubée
pendant 1h a 0°C avec différentes concentrations
d’'apamine ou de toxine purifiée avec les synapt-
somes (0.3 mg/ml), dans un tampon d’incubation
composé de d’hydroxyméthyl amino-méthane (Tris-
HCD 10 mM (pH 7.5), contenant 5.4 mM de chlorure
de potassium (KCD et 0.1% de BSA. Apres 10 min de
centrifugation, le culot obtenu est lavé deux fois avec
2ml de tampon Tris-HCl 10 mM (pH 7.5), contenant
0.1% de BSA a 0°C, et la radioactivité associée au
culot est finalement mesurée avec un compteur Y.

Tome 80 (1-4)

45



TOXINE COURTE DE SCORPION

RESULTATS :

1- PURIFICATION DES TOXINES :

1-1 GEL FILTRATION : TAMISAGE
MOLECULAIRE

1248 UDO d'extrait de venin ont été purifiés par gel
filtration sur des colonnes de séphadex G50, équili-
brées dans un tampon acétate d'ammonium 0,1M; pH
8,5. Le rendement obtenu est de l'ordre de 80% et le
profil chromatographique permet de distinguer trois
fractions essentielles (Fraction I, 1T et IID)%.

La premiere fraction éluée est de haute masse molécu-
laire (96 2 140 KDa); elle est riche en mucoprotéines et
représente approximativement 10% (Fraction I). Une
fraction majoritaire représentant environ 55% contient la
plupart des toxines (MM. de l'ordre de 3 2 7 KDa) res-
ponsables de l'activité toxique de ce venin et dénom-
mée fraction Bot G50 (Fraction ID). La derniére fraction
correspondant aux molécules de masse moléculaire
plus faibles (< 2 KDa), représente environ 20 % et est
riche en composés nucléotidiques (Fraction IID?.

1-2 CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE

A HAUTE PERFORMANCE :

La fraction Bot G50 issue du gel filtration est lyophi-
lisée puis reprise dans de l'eau bidistillée. Cette frac-
tion (180 mg de protéines) est purifiée en CLHP grice
a2 une colonne C18 préalablement équilibrée dans un
solvant (A) composé d’eau et de TFA 2 0,1% a raison
de plusieurs injections.

L'élution a été effectuée par un gradient d'acétonitri-
le TFA 0,1% variant de 10 2 35% en 25 min puis de
35% a 75% en 17 min avec un débit de 1ml/min. La
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a: Chromatogramme de la fraction II sur C18 RP-CLHP.
La fraction toxique BotG50 est purifice en C18 RP-CLHP.
L'élution a été effectuée par un gradient d'acétonitrile TFA
0,1% variant de 10 & 35% en 25 min puis de 35% a 75% en
17 min avec un débit de Iml/min et une détection a 214 nm.
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b: Chromatogramme de la fraction B7 sur C18 RP-CLHP.
La fraction B7, la plus toxique est repassée en C18 RP-CLHP
avec un gradient linéaire d'acétonitrile TFA 0,1% variant de
10 a 38% en 50min. Le débit de la colonne est de 1ml/min et
le profil chromatographiquie est détecté a 230 nm.

| =

=M I

c: Chromatogramme du pic (7c) sur C18 RP-CLHP.

La vérification de I'homogénéité du pic (7c) élué a 52 min est
réalisée avec un gradient plus résolutif d'acétonitrile TFA 0,1%
variant de 14 a 20 % en 100min. La détection a 214 nm
montre un seul pic symétrique et homogene correspondant a
la nouvelle toxine nommée Kbot2.

Figure I1: (a, b, c) Purification de Kbot2 du venin
de scorpion Buthus occitanus tunetanus.

détection réalisée a 214 nm montre un profil chro-
matographique complexe (Figure 1a).

Les fractions B1 a B10 les plus hydrophiles sont lyo-
philisées puis injectées par voies intracérébro-ventri-
culaire et sous-cutanée aux souris C57 bl/6 (20g).
Du fait que toutes les toxines courtes déja identifiées
et actives sur des canaux potassium sont dénuées de
toute activité toxique par voie sous cutanée, contrai-
rement aux toxines longues qui sont actives par les 2
voies (sous cutanée et L.C.V.), la fraction B7, toxique
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uniquement par voie L.C.V., a été retenue pour la
poursuite des purifications.

Un gradient linéaire plus résolutif 10 2 38% d'acéto-
nitrile - TFA(0,1%) en 50 min, a permis de refraction-
ner B7. Le profil chromatographique effectué a 230
nm montre que BY est résolue en 3 pics 7a, 7b, et 7c
(Figure 1b), dont le dernier (7c) se révele le plus
symétrique et homogene.

Le pic 7c repassé en CLHP sur la méme colonne avec
un gradient linéaire 14 a 20% d'acétonitrile - TFA
(0,1%) en 100 min, montre un profil a 214 nm avec
un pic symétrique et homogene présentant un temps
de rétention de 51 min. Ce pic élué a 17,1% d'acéto-
nitrile — TFA (0,1%) est nommé Kbot2 (Figure 1c).
2- CARACTERISATION PHYSICO-
CHIMIQUE DE KBOT2

2-1 ELECTROPHORESE EN CONDITIONS
DENATURANTES :

1,5 pg de la toxine Kbot2 ont été déposés sur un gel
de polyacrylamide 16% en présence de SDS.
L'analyse électrophorétique nous a permis la détec-
tion d’'une seule bande reflétant 'homogénéité molé-
culaire de la toxine.

Les marqueurs de masse moléculaire utilisés en
méme temps que Kbot2 nous ont permis d’estimer la
masse moléculaire a environ de 3300 Da (Figure 2).

2-2 SEQUENCAGE:

La séquence complete d'acides aminés de Kbot2 a ét€ réalisée:
ATXYSSDXRVKXRAMGFSSGKXINSKXKxYK
De la méme maniere que la scyllatoxine et la P03,
respectivement purifiées a partir de leiurus quinques-

1 : 3

TFTl —=
il —=
NNl —=
i —

SEN om
nam —=

= Eball

Figure 2: Electropborése: masse moléculaire de Kbot2
Profil électrophorétique en conditions dénaturantes de
la toxine Kbot2 avec la fraction Bot G50 et le marqueur
de masse moléculaire.

(1): marqueur de masse moléculaire,

(2): fraction Bot G50,

(3): Kbot2.

Consensus des sous-familles/ nomenclature des toxines a-KIx

C1 —rr-C-8--C-~-C-~-—-GKC-—-C-C—

1.1 ChTx ZFTNVSCTTSKECWSVCQRLHNTS-RGKCMNK-KCRCYS

e ] I-KC---QC--CK---G-—KC-NG-KCKCY---

21 NIx TIINVKCTSPKQCSKPCKELYGSSAGAKCMNG-KCKCYNN
C3 --V-I-V-C--§-QC--PCK-A-GMR-FGKC-N--KC-CTP--

3.1 KIx GVEINVKCSGSPQCLKPCKDA-GMR-FGKCMNR-KCHCTPK
C4 —-V-I---C--SP-C---CK--G-KA-GKC-NG--C-C-—

42 Tsk VVIGQRCYRSPDCYSACKKLVG-KATGKCTNG-RCDC

G5 -----C-NL-CQLSCRSL-GL--LGKCIG--KCECVKH-

51 LeTxI  AFC-NLRMCQLSCRSL-GL-LGKCIGD-KCECVKH

TVC-NLRRCQLSCRSL-GL-LGKCIGV-KCECVKH
53 BmPO5  AVC-NLKRCQLSCRSL-GL-LGKCIGD-KCECVKH

Kbot2 ATC-YSSDCRVKCRAM-GF-SSGKCINS-KCKCYK

(v J— C+DC-PC-+TGC--++C-N---CKC-C-
61 Pil L-VKCRGTSDCGRPCQQQTGCPNS-KCINR-MCKCYGC

6.2 MTx VSCTGSKDCYAPCRKQTGCPNA-KCINK-SCKCYGC

Cc7 -TI---SCTN-KQCYPHCKKETGYPNA-KCMNR-KCKCFGR-
w C---EDCP-HC-TQ----A-AKCDND-KCVCEP

8.1P01 VSC—EDCPEHCSTQ--KAQAKCDND-KCVCEPI

|9 VGC--EECPMHCKGK---NA-PTCD--GVCNCNV--

9.1 BmPO2 VGC-EECPMHCKGK--NAKPTCD-DGVCNCNV

c1o C-VYRTCDKDC--R--YR-SGKCINN-ACKCYPY-

C11 --DEEPKE-C-SDEMCVIYCKGE-EYS-TGVCDGPQKCKCSD--

C12 WCSTCLDLACGASRECYDPCFKAFG-RAHGKCMNN-KCRCYTN

Figure 3: Séquence de kbot2 et

nomenclature des toxines a-KTx

Sequence primaire de Kbot2 et Nomenclature simplifiée des 12 pre-
mieres sous-familles de toxines courtes isolées de venin de scorpion
avec leurs consensus (c) correspondant.

Les résidus fonctionnels basiques, les résidus hydrophobes et les rési-
dus cystéines sont en caractere gras.

La plus part des séquences ont élé oblenues daprés Tytgat et coll.
1999. ChTx (charybdotoxine), AgTx1 (Agitoxine 1), et LeTxI (leiu-
rotoxine 1) ont élé purifiées du venin de Leiurus quinguestriatus
var Hebraeus, BmPO02 et BmP05 ont été purifiées du venin de
Buthus martensi Karsch, NIx (noxiustoxine) a été purifice du
venin de Centruroides noxius Hoffimann, KTx (kaliotoxine), PO1 et
P05 ont été purifiées du venin d’Androctonus maurelanicus mau-
retanicus, MTx (maurotoxine) a été purifiée du venin de Scorpio
maurus, Pil (PiTx-Kg) a été purifiée du venin de Pandinus impe-
rator; Tsk a été purifiée du venin de Tityus serrulatus.

En se basant sur ces consensus, Kbot2 pourrait représenter un nou-
vear membre de la sous-famille 5 de toxines courtes de scorpion.
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triatus bebraeus et Androctonus mauretanicus mau-
retanicus®®, Kbot2 comprend 31 acides aminés.
Kbot2 est une molécule tres basique. En effet, elle
présente 7 résidus basiques (Lys et Arg) et une faible
représentation en résidus acides (Asn/Gln).

En se basant sur cette séquence et la classification de
Tytgat et coll. (1999)* des toxines courtes actives sur
les canaux potassium, nous avons pu conclure que
Kbot2 appartient 2 la sous-famille 5 de toxines
courtes de scorpion. Les résidus [x] sont en parfait ali-
gnement avec les résidus cystéines des toxines de
scorpions (Figure 3).

Cette sous-famille présente quatre résidus délétés au
niveau de l'extrémité N-terminale par rapport a la
sous-famille de la ChTx, ainsi que la présence de
deux délétions internes en positions (8-10) et (21-23).
En effet, la séquence primaire de Kbot2 présente plu-
sieurs homologies de séquence avec la P05 et appat-
tenant 2 la méme famille que Kbot2.

Cependant, I'extrémité N-terminale de Kbot2 présen-
te des homologies avec la P01, et la MTX purifiées,
respectivement, a partic du venin d’Androctonus
mauretanicus mauretanicus® et Scorpio maurus’.
Cette homologie structurale pourrait entrainer une
homologie pharmacologique et antigénique.

3- CARACTERISATION PHARMACOLO-
GIQUE ET ANTIGENIQUE DE KBOT2
3-1 ANTIGENICITE DE KBOT?2

(TEST ELISA)

—

\\\
Ek&\“ﬂ\if

1 15 2 25 3 35
Log[Serum]

Absorhancea 492 nm
S o o =
-~ N [=<]

o

Figure 4: Test ELISA : Antigénicité de Kbot2 vis-a-
vis de Uanticorps anti-MTX.

((0 )BotG30, (A) MTX, (‘e ) Kbot2).

Ces résultats sont obtenus suite a la réactivité de 3 yg de
Kbot2 avec des dilutions croissantes d’'anti-MIX : 1/50
1/100, 1/250 et 1/1000. La fraction Bot G50, ainsi que
Kbot2 ne sont pas reconnuies par les anticorps anti-MTX.

Lantigénicité de Kbot2 vis-a-vis de l'anticorps anti-MTX
(Anti-maurotoxine préparé par Kharrat 1996) a été
déterminée en utilisant la technique d’ELISA.

La Figure 4 montre I'absence d’antigénicité croisée de
Kbot2 (3pg) avec des dilutions croissantes d’anti-MTX:
1/50, 1/100, 1/250 et 1/1000.

La fraction Bot G50 représentative de la majorité
toxines du venin de Buthus occitanus tunetanus n'est
pas reconnue par Ianti-MTX.

Ainsi, malgré 'homologie de séquence N-terminale
de Kbot2 et la MTX; ces deux toxines ne présentent
pas de spécificité pour les mémes anticorps. Ils n’ap-
partiennent donc pas au méme groupe antigénique.
3-2 CARACTERISTIQUES PHARMACOLO-
GIQUES

* Toxicité in vivo : Deux lots de 6 souris C57bL/6 ont
été injectés par voie intracérébro-ventriculaire avec
des doses croissantes allant de 0,8 ng a 25 ng pour
Kbot2. Kbot2 se révele étre toxique et sa DL50 est de
20 ng /20 g de souris. Cette DL50 est comparable avec
les valeurs précédemment établies pour les autres
toxines actives sur les canaux K+ et se trouve cing
fois plus active que la Maurotoxine (DL50 = 100 ng).
* Effet de Kbot2 sur les canaux SKca: Nous avons
déterminé la capacité de Kbot2 d’entrer en compéti-
tion avec 'apamine pour les canaux SKca présents au
niveau des synaptosomes de cerveaux de rat. La

13 <12 11 10 9 8 -7 -6
Figure 5: Tests de déplacements: Inbibition de la
Sfixation de [125I]apamine sur les synaptosomes
de cerveaux de rats. (( 0 )Kbot2, (s)apamine).
Les valeurs indiquées sur la courbe signifient une moyenne de
trois valeurs expérimentales. Lerreur est aux alentours de 5%.
Bo est la fixation de [1251apamine en absence de ligand,
et Best la fixation en présence de différentes concentra-
tions de Kbot2. (B) est exprimée en pourcentage de la fixa-
tion totale en absence de tout compétiteur (Bo). La fixation
non-spécifique est < 10% de la fixation totale.
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Figure 5 montre que I'apamine native inhibe comple-
tement la fixation de [*I] apamine avec un IC50 de 5
pM; une valeur en parfait accord avec celles déja
déterminées par Hugues et coll. (1982) Kbot2 inhi-
be modérément la fixation de [*Ilapamine avec 50 %
de déplacement de fixation spécifique observé a
4 nM de toxine.

DISCUSSION

Durant ces dernieres décennies, les études portées
sur le venin de Buthus occitanus tunetanus ont révé-
1é que lactivité toxique de ce venin est attribuée a
une panoplie de toxines peptidiques comprenant
60-70 acides aminés réticulés par 4 ponts disulfures
appartenant 2 la fraction Bot G50. Ces toxines inter-
agissent spécifiquement avec des canaux sodium en
altérant leurs propriétés fonctionnelles.

Cependant, la découverte de toxines plus courtes for-
mées de 30 2 40 acides aminés et spécifiques de
canaux potassium, n'a jamais été réalisée au niveau
de ce venin. L’handicap majeur de la découverte de
ces toxines est dii 2 leurs caractéristiques physico-chi-
miques particulieres. En effet, ces toxines n'absorbent
généralement pas 2 280 nm, ne présentent générale-
ment pas de tryptophane au niveau de leur séquen-
ce, sont trés hydrophiles et ne sont pas actives par
voie sous-cutanée, la voie la plus utilisée pour la
détection des toxines longues de scorpions.

Les nouvelles stratégies d'identification ont permis a
un bon nombre de chercheurs la découverte de ce
type de toxines”#»*3276  Cependant, toutes les
recherches se sont heurtées aux problemes de spéci-
ficité de ces toxines pour les différents types de
canaux potassium. En effet, ces toxines présentent
une spécificité large avec des réactivités croisées.
Nous nous sommes intéressés a la purification de la
toxine Kbot2 a partir du venin de Buthus occitanus
tunetanus. Ceest une toxine de masse moléculaire
3300 Da, déterminée par SDS-PAGE et correspondant
a 31 acides aminés confirmés par la composition en
acides aminés et le séquencage. L'analyse de la
séquence primaire en acides aminés de Kbot2 révele
des homologies avec celles de toxines courtes de
scorpions de la sous-famille 5°. Cette toxine présente
six résidus cystéines (déterminés par I'analyse de la
composition en acides aminés et le séquencage) for-
mant probablement les trois ponts disulfures clas-

siques, la présence de quatre résidus délétés au
niveau de l'extrémité N-terminale par rapport a sous-
famille de la ChTx, ainsi que de deux délétions
internes au niveau des résidus en position (8-10) et
(21-23). Comme toutes les molécules appartenant aux
sous-famille 5, Kbot2 exprime une forte toxicité apres
injection par voie 1.C.V. aux souris (DL50: 20 ng /20 g
de souris), et déplace l'apamine issue du venin
d'abeille apis melliféra, de son site au niveau des
synaptosomes de cerveaux de rats (IC50 =4 nM).
Malgré que Kbot2 présente des caractéristiques
structurales et biologiques proches de celles de la
MTX (DL50: 100ng/20g de souris, IC50: 5nM pour
les canaux SK)', il a été noté lors des tests d’antigé-
nicité avec des anticorps dirigés contre cette toxine,
que Kbot2 ne présente pas de site antigénique com-
mun avec celui de la MTX. Ces deux molécules pré-
senteraient probablement des épitopes conforma-
tionnels différents.

RELATION STRUCTURE-FONCTION

DE KBOT2 AVEC D’AUTRES TOXINES
ACTIVES SUR LES CANAUX POTASSIUM
Les canaux potassium sont chargés négativement pres
de leur région pore", formant un potentiel local néga-
tif. Comme les toxines courtes de scorpion sont des
molécules basiques, les résidus chargés positivement
occupent une fonction importante pour l'interaction
toxine-canal”. Kbot2 est une molécule trés basique,
présentant 7 acides aminés basiques et une seule
charge négative (D) avec une charge globale + 6.
Des études récentes **#* ont conclu que les toxines
inhibent trés efficacement le canal SKca grice a la
présence d'une séquence consensus localisée au
niveau de l'extrémité N-terminale sur une structure
secondaire en hélice a décrite comme essentielle
pour la reconnaissance toxine-canal SKca. Cette
séquence inclut les éléments Arg/Lys- Arg/Lys - Cys —
Gln»»%7% ou les deux charges positives contigués :
Arg-Arg sont importantes pour 'expression de leur
haute affinité de fixation au canal SKca.

Lanalyse de séquence de Kbot2 montre I'absence de
cette séquence consensus. Cependant, le site de
reconnaissance de P05 pour les canaux SK a été bien
élucidé et implique trois résidus basiques (arginines
10, 11 et 18)»¥. La présence de trois charges positives
en position 14, 16 et18 au niveau de hélice o de
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Kbot2, permettrait probablement d’expliquer la haute
affinité de Kbot2 pour les canaux SK.

Kbot2 représente une nouvelle toxine active sur des
canaux SK. Des tests pharmacologiques complémen-
taires de cette toxine, permettant d’approfondir le
mode d’action de Kbot2 vis-a-vis des canaux K+, sont
en cours d’expérimentation.
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