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1. Histoire de la découverte des toxines animales et 

de l’utilisation des venins : 

L’histoire des toxines est vaste et semble intimement liée à l’histoire de l’humanité. 

On retrouve des traces de l’utilisation de drogues, de poisons ou de remèdes élaborés à partir de 

substances naturelles dans toutes les grandes civilisations et sur tous les continents. Il n’est donc 

pas surprenant que de nos jours, nous cherchions encore à exploiter les formidables ressources 

que la nature nous offre.  

Dès la préhistoire, les premiers hominidés ont entrepris l’inventaire des composés 

toxiques d’origine naturelle que nous utilisons encore aujourd’hui. Bien entendu cet inventaire 

n’était probablement pas destiné à la médecine, à la guerre ou à la recherche mais plutôt à 

l’alimentation, qui était une activité essentielle pour les sociétés de chasseurs cueilleurs. La 

principale méthode utilisée à l’époque pour déterminer si un aliment était comestible ou 

dangereux était l’apprentissage par « l’essai-erreur ». Pour savoir si un aliment était dangereux, 

il était nécessaire de le tester, le goûter et s’il n’entraînait aucun problème visible sur 

l’organisme, il pouvait être consommé. A l’inverse, si l’aliment engendrait des problèmes de 

santé, il était considéré comme impropre à la consommation. Cette méthode empirique a 

perduré au fil des générations et représente le fondement de la recherche actuelle. Il n’est donc 

pas improbable que dès le néolithique quelques hominidés précurseurs aient eu recours à des 

substances naturelles pour se soigner après avoir constaté des effets bénéfiques de la 

consommation de certains aliments. En revanche, bien que des archéologues aient découverts 

des plantes « médicinales » proches de certains ossements datant de la préhistoire, il est difficile 

de prouver qu’ils aient utilisé ces plantes à des fins purement médicales.  

Les premières traces de l’utilisation de médicaments élaborés à partir de substances 

naturelles remontent à l’époque mésopotamienne (1750 ans av. J.-C.) avec la découverte du Code 

d’Hammourabi (1901 av. J.-C.). Ce code est un texte juridique babylonien antique écrit en 

cunéiforme qui relate les lois mésopotamiennes. On y trouve les textes se référant aux médecins 

ou chirurgiens appelés «asûm» ainsi que les sanctions encourues en cas d’erreurs graves 

commises au cours d’opérations réalisées sur des patients. Il est à noter tout de même que 

certains textes de lois font référence à d’autres types de médecins nommés « ašīpum », qui 

soignaient les malades par des incantations et toutes sortes de rituels ésotériques. A cette 

période, il était nécessaire de purger l’âme avant de soigner le corps et sans cela la guérison était 

impossible. 
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 Plus tard, pendant le nouvel empire de l’Egypte antique, 1500 ans av. J.-C., un papyrus 

nommé « papyrus d’Ebers » découvert par Edwin Smith à Louxor en 1862, fait référence à des 

remèdes utilisés à l’époque pour des pathologies diverses telles que l’asthme ou encore les 

douleurs intestinales. Ce document avait été écrit à la base pour traiter les blessures de guerre 

(La Médecine égyptienne au temps des Pharaons). D’après les anthropologues ce manuscrit serait 

en fait une copie de parties d’autres documents dont l’auteur original serait le médecin et 

architecte Imhotep (3000 ans avant notre ère). On y retrouve une grande majorité de 

traitements élaborés à base de plantes et principalement l’opium extrait du pavot (Papaver 

somniferum). D’autres plantes telles que la coriandre, l’oignon, l’ail ou encore l’acacia étaient 

également utilisées dans les traitements courants. L’utilisation de substances issues des animaux 

était aussi très répandue mais les principales parties utilisées étaient les graisses pour la 

préparation des baumes, la viande pour la cicatrisation des plaies, le miel comme antiseptique 

local ou encore les excréments d’animaux tels que l’âne, le crocodile ou l’hippopotame, auxquels 

on attribuait des vertus curatives. Bien que les berges du Nil regorgent d’animaux venimeux 

présentant des substances actives intéressantes, très peu d’entre elles ont été utilisées  pour 

prodiguer des soins. La richesse et la complexité des venins les rendent difficiles à exploiter pour 

l’époque, mais on trouve néanmoins des recettes à base de cantharidine, extraite d’un diptère du 

nom de Lytta vesicatoria, utilisée couramment comme aphrodisiaque. Nous savons aujourd’hui 

que la poudre issue des insectes broyés entraîne en plus des effets sur l’érection, des brûlures de 

la peau et lorsqu’elle est absorbée, des douleurs abdominales, des vomissements et des 

hémorragies. De plus, 50 à 100 mg suffisent pour tuer un homme et elle ne constitue donc pas un 

traitement efficace lorsqu’elle est utilisée comme aphrodisiaque. Il faudra attendre l’avènement 

de la Grèce antique, et les recherches d’Aristote (384-322 av. J.-C.) pour trouver les premières 

traces d’utilisation de venins dans la médecine. Aristote était persuadé que la ruche était une 

véritable pharmacie. Plus tard (134 - 63 av. J.-C.), le roi Mithridate VI Eupator, réussit à 

accoutumer son organisme à des poisons mortels de l’époque, en buvant chaque jour des doses 

croissantes de poisons élaborés à partir de toute les sortes de plantes toxiques connues à 

l’époque. Ce procédé permettant une immunité acquise progressivement, porte le nom de 

Mithridatisation. Les Grecs ont élaboré une réelle culture des poisons et certaines plantes 

toxiques telles que l’Aconit étaient réputées pour guérir des piqûres de scorpions.  

Avec le moyen âge, arrivent les premières études sur les venins. En 1424, le Magister 

Santes de Ardoynis écrivit le « livre des venins » qui relate les effets et usages des venins et les 

probables traitements des envenimations. Puis en 1492, Christophe Colomb découvre 

l’Amérique, sa flore et sa faune remarquables. Il y a tant de choses à découvrir des plantes du 

nouveau monde que peu de personnes s’intéressent à la richesse des animaux venimeux.  
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Mais cela permit tout de même au médecin Paracelse (1493 – 1541) de fixer les bases de 

la toxicologie actuelle : « tout est poison, rien n’est sans poison, ce qui fait le poison c’est la dose ». 

Les premières études de toxicologie sérieuses apparaissent à partir du XVIIIeme siècle. Un 

espagnol du nom de MateoJosé Buenaventura Orfila (1787-1853), mit au point une technique 

pour déterminer si une personne décédée avait été empoisonnée ou non. Plus tard, L’abbé Felice 

Fontana écrivit en 1781 son « traité sur le venin de la vipère ». Ce traité décrit l’appareil 

vulnérant de l’animal mais aussi les effets du venin sur l’organisme. Les techniques scientifiques 

permettant l’étude des composés complexes s’améliorent peu à peu et en 1948, Charles-Lucien 

Bonaparte, neveu de Napoléon Ier, isole dans le venin de Vipera aspis, la vipérine qui reproduit à 

elle seule les effets hépatotoxiques du venin complet. A ce moment-là il était admis qu’un venin 

ne renfermait qu’une seule toxine responsable des propriétés toxiques du venin. Ce n’est qu’à 

partir des années 1960 que la toxinologie, qui étudie les toxines naturelles, fut réellement 

développée permettant de montrer qu’un venin est un mélange complexe de composés appelés 

toxines. Depuis cette époque, nous n’avons pas cessé de découvrir de nouvelles molécules dans 

les venins d’animaux grâce à la mise au point de techniques de séparation et d’analyse plus 

efficaces telles que la chromatographie liquide ou la spectrométrie de masse, permettant des 

avancées importantes dans la recherche mais aussi en médecine. 

 

2. Rôle et fonction des venins : 

Dans le règne animal, les venins sont largement utilisés par de nombreux organismes qui 

ont développé des appareils inoculateurs variés à des fins offensives ou défensives. La niche 

écologique occupée par un animal peut apporter des réponses sur l’utilisation de son venin, mais 

c’est son type d’alimentation et son mode de vie qui nous renseigne en général sur l’utilité du 

venin qu’il a développé au cours du temps. Certains exemples nous permettent d’observer la 

diversité des utilisations du venin. Des organismes marins tels que les poissons, utilisent leurs 

venins à des fins purement défensives mais ce n’est pas le cas pour tous les organismes marins, 

les cnidaires se servent de leurs cnidocystes à la fois pour capturer des proies et pour se 

défendre contre des prédateurs. Dans certains cas on observe des variations qualitatives du 

venin au sein d’une même espèce et il a été récemment montré que les cônes marins utilisent 

des compositions de venin différentes pour la défense ou pour la prédation (Dutertre, Jin et al. 

2014, Prashanth, Dutertre et al. 2016). Chez les animaux terrestres, en plus de la prédation et de 

la défense, certains arthropodes utilisent leur venin pour la reproduction. Les scorpions mâles 

injectent une faible dose de venin à leur partenaire pour la calmer puis entament une 

« promenade à deux » permettant de l’entraîner dans un terrain propice à la reproduction. 
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Chez certains hyménoptères tels que Zatypota percontatoria, le venin est utilisé pour 

contrôler un hôte. Ces guêpes parasites pondent leurs œufs dans des araignées et injectent un 

venin capable de modifier les habitudes comportementales de celles-ci afin qu’elles protègent 

les larves qui les dévorent petit à petit (Korenko and Pekar 2011). On dénombre donc une 

grande diversité de fonctions associées à l’utilisation des venins et de nombreuses restent 

probablement à découvrir. 

 

3. Les différentes classes et groupes d'animaux 

venimeux ou vénéneux (contenant du poison): 

Il est difficile de classer précisément les différents animaux venimeux car ils sont 

présents dans de nombreux embranchements du règne animal. L’évolution des venins des 

vertébrés et des invertébrés n’est probablement pas passée par les mêmes chemins 

phylogénétiques, il est donc nécessaire pour les classer de bien définir le terme « venimeux ». Le 

mot venin est employé pour définir « une sécrétion produite par des cellules spécialisées 

d’un animal, délivrée à des animaux ciblés au travers d'une blessure réalisée à l’aide d’un 

appareil inoculateur et qui perturbe les processus physiologiques ou biochimiques de 

l’animal recevant le venin, afin de faciliter l’alimentation, la défense ou la compétition des 

animaux producteurs » (Fry, Roelants et al. 2009, Fry, Casewell et al. 2012). Cette définition 

permet la distinction entre « venin » et « poison ». Le poison, lorsqu’il est utilisé pour décrire un 

animal, se réfère à une sécrétion défensive délivrée de manière passive. Le terme « animaux 

vénéneux » est aussi utilisé pour ces dernières espèces telles que les grenouilles tropicales du 

genre Dendrobates et Phyllobates. Pour les études de pharmacologie, les venins ainsi que les 

poisons sont pris en compte. Il y a différentes façons de classer les animaux venimeux. Pour 

avoir un aperçu de cette diversité et des méthodes utilisées pour extraire leurs composés actifs, 

j’ai choisi de distinguer deux grands groupes. D’une part les animaux « vertébrés venimeux » et 

d’autre part, les « invertébrés venimeux ».  
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3.1  Les vertébrés venimeux : 

3.1.1 Généralités dans la classe des reptiles (Reptilia) : 

Les reptiles venimeux comptent sans doute parmi les plus populaires des animaux 

venimeux. Chez les serpents, on dénombre quatre types de mâchoires différentes dont trois 

possèdent un système permettant l’inoculation de venin. Les glandes à venin se trouvent sur le 

maxillaire supérieur et on observe une grande variété de symptômes lors des envenimations. On 

estime actuellement qu’il existe 3567 espèces de serpents dont seulement un cinquième serait 

venimeux (Uetz 2010). Chez les lézards, trois familles présentent des espèces venimeuses, les 

Lanthanotidae, les Helodermatidae et certains représentants de la famille des Varanidae. 

L’appareil venimeux des lézards est situé à l’opposé des serpents sur les bords antérieurs 

latéraux de la mandibule. La collecte des venins de reptiles s’effectue de manière mécanique par 

un maintien de la tête suivi d’une pression manuelle des glandes à venin. 

 

3.1.2 Généralités dans la classe des poissons : 

L’appareil venimeux des poissons est utilisé comme arme défensive. Les chondrichtyens 

venimeux tels que certaines raies appelées « raies armées » disposent d’un ou plusieurs 

aiguillons situés sur la partie distale et dorsale de la queue et le venin est contenu dans un tissu 

glandulaire qui recouvre l’aiguillon (Rajeshkumar, Vennila et al. 2015). Pour les requins épineux, 

l’appareil venimeux est situé à l’avant des nageoires dorsales et relié à une glande à venin 

(Ziegman and Alewood 2015). Les Chimères quant à elles possèdent une aiguille érectile 

dentelée au niveau de la nageoire dorsale, recouverte d’un tissu glandulaire qui produit du venin 

(Ziegman and Alewood 2015). Les Ostéichtyens venimeux possèdent en général plusieurs 

aiguillons qui selon les espèces peuvent être disposés sur une ou plusieurs nageoires. Plusieurs 

familles de poissons osseux (Trachinidae spp, Echiichtys spp) présentent des épines operculaires 

recouvertes ou non de tissus glandulaires (Ziegman and Alewood 2015). D’autres, tels que les 

« poissons coffres » produisent des secrétions toxiques qui proviennent de glandes cutanées. 

Pour les animaux présentant des glandes internes, la collecte du venin s’effectue directement 

dans les glandes à l’aide d’une seringue. Pour les aiguillons recouverts de tissus glandulaires il 

convient de prélever directement l’aiguillon au complet. De nombreux venins de poissons étant 

thermolabiles il est important de les placer rapidement dans un espace réfrigéré après leur 

prélèvement pour éviter leur dégradation. 
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3.1.3 Généralités dans la classe des mammifères (Mammalia) :  

Le nombre de mammifères venimeux est dérisoire et leurs venins sont peu étudiés. 

Néanmoins, ils n’en restent pas moins intéressants. L’ornithorynque mâle (Ornithorhynchus 

anatinus) qui fait partie de l’ordre des Monotrèmes, possède un éperon corné creux et articulé, 

situé sur les bords internes des membres postérieurs (Whittington, Koh et al. 2009). Les éperons 

sont reliés à des glandes à venin qui se développent considérablement en période de rut. Le 

venin de ces animaux est prélevé de manière manuelle et nécessite des autorisations spécifiques. 

Certains mammifères de l’ordre des Soricomorpha tels que le Crossope aquatique (Neomys 

fodiens) ou les musaraignes du genre Blarina, possèdent des incisives sillonnées et injectent par 

morsure des neurotoxines issues des glandes sous maxillaires (Dufton 1992). La collecte des 

toxines de ces mammifères s’effectue par prélèvement des glandes (Kita, Nakamura et al. 2004). 

Certaines espèces de primates des genres Loris et Nycticebus secrètent un venin au niveau de 

glandes brachiales puis mélangent cette sécrétion à leur salive pour former un venin actif (Grow, 

Wirdateti et al. 2015, Rode-Margono and Nekaris 2015). Il est donc nécessaire de prélever les 

deux secrétions pour l’étude complète de ces toxines de primates. Enfin certaines familles de 

l’ordre des Chiroptères, les chauves-souris dites « vampires », secrètent des protéines qui 

affectent la vasodilatation et l’agrégation plaquettaire. Ces molécules sont produites par les 

glandes salivaires et il est facile de les récupérer par le prélèvement de la salive (Low, Sunagar et 

al. 2013). 

 

3.2 Les vertébrés contenants du poison: 

3.2.1 Généralités dans la classe des amphibiens (Amphibia) :  

Les amphibiens sont à classer parmi les animaux contenant des poisons car ils ne 

présentent pas d’appareils vulnérants spécialisés. Un récent article montre que deux espèces de 

grenouilles brésiliennes (Corythomantis greeningi et Aparasphenodon brunoi) présentent des 

excroissances osseuses au niveau de la mâchoire permettant de faciliter la pénétration du venin 

présent dans les glandes cutanées (Jared, Mailho-Fontana et al. 2015). Ce mécanisme reste pour 

le moment anecdotique et les amphibiens sont encore considérés comme des vertébrés 

produisant des poisons. La classe des amphibiens compte trois ordres : les Anoures, les Urodèles 

et les Gymnophiones. Aucune donnée n’est connue sur les secrétions cutanées des 

Gymnophiones, en revanche chez les Anoures comme chez les Urodèles de nombreuses espèces 

secrètent des toxines cutanées, par le biais de glandes sécrétrices spécialisées comme les 

crapauds et certains tritons, ou elles ne sont pas directement produites par l’animal mais  



 

 

Sous ordre 
Ou Famille 

Stade 
présentant des 

toxines 
type 

Appareil 
vulnérant 

Méthode de prélèvement Références 

Blattaria 
(blattes) 

Adulte Défensif Aucun 
chocs électriques, récupération des 
secrétions des glandes défensives 

(Patel and Meher 
2016) 

Rhyncota Adulte Défensif Aucun Prélèvement des glandes à venin 
(Aryeetey and 
Kumar 1973) 

Coleoptera 
(scarabées) 

Adulte Défensif Aucun 
Provocation électrique ou manuelle, 

trempage dans solvant, dissection 
des glandes sécrétrices 

(Bettini 2013) 

Lepidoptera 
(Papillons) 

Larvaire et adulte Défensif 
Larves : soies 

et spicules 

Adulte : extraction manuelle à partir 
des antennes et articulations, larves : 

trempage dans solvant 
(Bettini 2013) 

Apidae 
(abeille) 

Adulte défensif 
Dard dentelé 

abdominal 
Extraction électrique 

(Li, Zhang et al. 
2013) 

Sphecidae 
(guêpe 

ampulex) 
Adulte Offensif 

Dard lisse 
abdominal 

Stimulation mécanique 
(Gnatzy, Michels et 

al. 2015) 

Pompilidae 
(guêpes) 

Adulte Offensif 
Dard lisse 
abdominal 

Prélèvement des glandes à venin 
(Konno, Hisada et 

al. 2001) 

Mutillidae 
(mutille) 

Adulte Offensif 
Dard lisse 
abdominal 

Prélèvement des glandes à venin (Bettini 2013) 

Bethylidae Adulte Offensif 
Dard lisse 
abdominal 

Prélèvement des glandes à venin 
(Howard and 
Baker 2003) 

Vespidae 
(frelons) 

Adulte Défensif 
Dard lisse 
abdominal 

Prélèvement des glandes à venin 
(Rungsa, Incamnoi 

et al. 2016) 

Braconidae Adulte Offensif 
Dard lisse 
abdominal 

Prélèvement des glandes à venin 
(Rossi, Salvador et 

al. 2014) 

Formicidae 
(fourmis) 

Adulte 
Défensif 

/offensif 

Dard lisse 

abdominal 

trempage dans solvant, prélèvement 

glande pour les grandes espèces, 

extraction manuelle 

(Goncalves 

Paterson Fox, Russ 

Solis et al. 2013) 

Tableau 1: Ordres ou familles de la classe des insectes présentant des venins ou des poisons 
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prélevées dans l’alimentation et s’accumulent dans la peau (Daly, Myers et al. 1980). Les deux 

types de secrétions peuvent être prélevées en utilisant un stimulateur électrique transcutané 

(Smith and Burgoyne 2004). 

 3.2.2 Généralités dans la classe des oiseaux (Avia) :  

Au moins six espèces d’oiseaux du genre Pitohui contiennent du poison et présentent des 

niveaux de toxicité variables (Dumbacher, Spande et al. 2000). Un autre oiseau de Nouvelle 

Guinée du genre Ifrita, semble posséder dans sa peau les mêmes toxines que celles du genre 

Pitohui. Ces toxines seraient de la famille des batrachotoxines (Bartram and Boland 2001) et 

bien que les deux genres, Pitohui et Ifrita ne possèdent pas de cellules spécialisées pour la 

production de ces toxines, il semblerait qu’ils puissent métaboliser et stocker les 

batrachotoxines à partir de précurseurs présents dans leur alimentation (Dumbacher, Spande et 

al. 2000). D’autres oiseaux comme la caille européenne sont considérés comme toxiques durant 

les périodes de migration car ce sont des accumulateurs de métabolites secondaires issus de 

plantes toxiques (Bartram and Boland 2001). Les toxines d’oiseaux étant présentes dans les 

tissus, il est nécessaire d’effectuer des biopsies pour leur étude. 

 

3.3 Les venins des invertébrés : 

3.3.1 Généralités dans la classe des insectes: 

La classe des insectes est à elle seule la plus vaste du règne animal. Ils sont présents dans 

tous les types de milieux et de manière surprenante peu de familles d’insectes présentent du 

venin. Le corps des hexapodes est divisé en trois parties : la tête, le thorax et l’abdomen. Avant 

d’atteindre leur forme adulte, les insectes passent par différents stades immatures. Ce sont 

généralement les formes adultes qui présentent du venin mais certaines formes larvaires 

peuvent également contenir des composés nocifs. De nombreuses chenilles possèdent des soies 

irritantes destinées à les protéger des prédateurs, elles sont dites phanerotoxiques. D’autres 

présentent des liquides organiques toxiques et sont dites cryptotoxiques. Pour les phases 

adultes des insectes, les appareils vulnérants se situent au niveau de la tête ou de l’abdomen. 

Le tableau 1 présente les différents ordres ou familles de la classe des insectes présentant des 

venins ou des poisons. 
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3.3.2 Généralités dans le sous embranchement des Chélicérates: 

Avec les serpents, ces animaux sont les premiers évoqués lorsque l’on parle de venin. 

L’embranchement des chélicérates comporte trois classes : les Arachnides, les Mérostomes et les 

Pycnogonides. Parmi ces trois classes, seuls les arachnides sont venimeux. Chez les arachnides, 

les ordres les plus étudiés présentant du venin sont les Araneae (araignées) et les Scorpiones 

(scorpions). Les araignées possèdent des chélicères reliées à des glandes à venin au niveau du 

céphalothorax. Le prélèvement du venin des araignées s’effectue de manière manuelle ou 

électrique selon la taille du spécimen (Palagi, Koh et al. 2013, Garb 2014). L’ordre des scorpions 

possède un appareil vulnérant au niveau du metasoma (post-abdomen), appelé telson, qui 

renferme également les glandes à venins. L’extraction du venin de scorpion s’effectue en général 

de manière électrique pour prélever une plus grande quantité de venin mais la méthode 

manuelle est aussi utilisée (Oukkache, Chgoury et al. 2013). D’autres ordres tels que les opilions 

ou les ricinuleis possèdent des chélicères mais sont peu étudiés et aucun venin n’a été trouvé à 

ce jour. 

 

3.3.3 Généralités dans le sous-embranchement des myriapodes : 

Chez les myriapodes, la famille des Scolopendridae est très étudiée en toxinologie car 

leur contact avec l’Homme est fréquent et les envenimations douloureuses. Ces animaux 

présentent deux forcipules au niveau de l’appareil buccal qui contiennent chacun une glande 

venimeuse. Lors de la morsure, une contraction musculaire de la glande permet l’éjection du 

venin. Certains spécimen peuvent mesurer jusqu'à 20 cm et sont de nature agressive. Il est donc 

recommandé de les anesthésier avant d’extraire le venin. L’extraction se fait le plus souvent de 

manière électrique (Cooper, Fox et al. 2014). 

 

3.3.4 Généralités dans le sous embranchement des crustacées : 

Ce n’est que récemment que le premier crustacé venimeux a été découvert (Speleonectes 

tulumensis). Cette découverte a été révélée grâce à l’étude transcriptomique de l’animal suite à 

des observations de son comportement de prédateur (von Reumont, Blanke et al. 2014). Il n’y a, 

à ce jour, aucune méthode d’extraction de venin connue. 
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3.3.5 Généralités dans l’embranchement des cnidaires : 

L’appareil venimeux de l’embranchement des cnidaires (anémones de mer, méduses..) 

est caractérisé par l’existence de cellules spécialisées uniques dans le règne animal, qui sont 

représentées par les nématocystes ou cnidocystes. Les nématocystes représentent l’appareil 

vulnérant des cnidaires. Ils sont formés d’une capsule globuleuse terminée par un opercule à 

l’intérieur duquel se trouve un filament enroulé sur lui-même et relié à une fléchette. Tout 

contact avec ces cellules ou changement de pression osmotique déclenche l’exocytose du 

nématocyste qui libère alors la fléchette par un mécanisme de dévagination. Cette fléchette 

pénètre toute surface à sa portée et permet au nématocyste de rester ancré et de libérer le venin 

qu’il contient de manière prolongée. Il est possible de récupérer le venin des cnidaires par des 

chocs osmotiques qui vont libérer les nématocystes ou par chocs électriques pour les anémones 

plus sensibles aux variations de pression osmotique. (Marchini, De Nuccio et al. 2004). 

 

3.3.6 Généralités dans l’embranchement des Echinodermes: 

Les épines calcaires des échinodermes présentent un réel danger pour l’homme. Bien 

que la plupart de ces animaux soient inoffensifs, certaines espèces d’étoiles de mer comme 

Acanthaster planci possèdent un tissu glandulaire secrétant des toxines. Il est fréquent que des 

individus marchent sur ces animaux et soient affectés par leur venin. Certaines espèces d’oursins 

possèdent de longs piquants dont l’extrémité est recouverte d’un réservoir entouré de tissus 

musculaires. Lorsque les pointes pénètrent l’épiderme, le venin secrété par un tissu glandulaire 

est injecté de manière passive. D’autres genres présentent des pédicellaires globifères entre les 

piquants, constitués de trois valves se terminant en crochet. Le venin est également secrété par 

un tissu glandulaire et est injecté lors de la piqûre. Ces animaux sont peu étudiés et l’extraction 

du venin se fait par un broyat des tissus (Burnett, Fenner et al. 1996). 

 

3.3.7 Généralités dans l’embranchement des mollusques : 

Dans l’embranchement des mollusques, la famille des cônes est connue pour causer des 

envenimations graves chez l’homme. Les venins de ces animaux sont complexes et de plus en 

plus étudiés car ils présentent une grande diversité de composés susceptible d’interagir avec de 

nombreuses cibles pharmacologiques chez les mammifères. Les envenimations chez l’homme 

sont provoquées par la pénétration de dents radulaires dans l’épiderme. Ces dents radulaires 

sont éjectées lors de la dévagination du proboscis. Il a été récemment montré que les cônes  
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injectent des venins de compositions différentes en réponse à une attaque envers une proie ou à 

un acte défensif face à un prédateur (Dutertre, Jin et al. 2014). C’est par diverses méthodes de 

stimulations manuelles des cônes que cette composition de venin différente a été révélée. 

Néanmoins il n’est pas toujours évident d’effectuer un prélèvement manuel du venin c’est 

pourquoi, la récolte par prélèvement des glandes à venin est souvent privilégiée. 

 

3.3.8 Généralités dans l’embranchement des céphalopodes : 

Les céphalopodes sont présents dans tous les océans et ont la particularité de présenter 

des bras puissants équipés de ventouses. Au centre de convergence de ces bras deux mâchoires 

forment un bec de perroquet qui leur permet de broyer les petits animaux. Seulement deux 

espèces du genre Hapaloclaema sont connues pour présenter de réels dangers pour l’homme. 

Ces poulpes possèdent des glandes salivaires qui produisent des composés toxiques, la salive est 

ensuite injectée de manière passive lors de la morsure. La principale toxine présente chez ce 

genre de poulpe, responsable de la mort des animaux de laboratoire lors des tests de toxicité est 

la maculotoxine, qui provoque des paralysies respiratoires (Freeman 1970). Chez les espèces 

européennes, seuls quelques composés hypotenseurs et vasodilatateurs ont été isolés. Le 

prélèvement du venin s’effectue par dissection des glandes salivaires. 

 

4. Composition des venins : 

Les venins sont des cocktails de molécules bioactives qui peuvent être séparées par des 

techniques de biochimie. Certaines molécules qui les composent sont appelées toxines car elles 

peuvent altérer les processus biologiques. La majorité des composants d’un venin est 

représentée par des protéines ou des peptides (Fry, Roelants et al. 2009). On trouve également 

d’autres composés tels que des acides aminés, des sels, des composés organiques ou encore des 

neurotransmetteurs qui ne sont pas dangereux à des concentrations normales mais qui peuvent 

devenir nocifs lorsqu’ils sont accumulés dans les venins en grande quantité (Escoubas and King 

2009). La composition des venins et leurs cibles moléculaires semblent refléter la fonction qui 

leur est destinée. Les venins défensifs des poissons ou des hyménoptères par exemple sont 

simples et très conservés au cours de l’évolution. Lors des envenimations le premier symptôme 

est généralement une douleur localisée et extrême (Church and Hodgson 2002, de Graaf, Aerts et 

al. 2009). Le venin des prédateurs en revanche est plus complexe, il présente une grande 

variabilité de composition et d’effets physiologiques liée à l’environnement, ou à la nourriture  
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(Fry, Roelants et al. 2009). Parfois, cette variabilité peut entraîner des différences 

extrêmes de toxicité pour des individus de la même espèce (Sasa 1999). Ces variations de 

toxicité intra-espèces peuvent s’expliquer par la pression de sélection qui agit sur la composition 

des venins. Certains reptiles dépensent un fort coût énergétique pour produire un venin et 

pourtant, ils injectent une quantité cent fois supérieure à la dose létale nécessaire pour tuer une 

proie en laboratoire (Mebs 2001). Cela s’explique par le fait que les proies sauvages évoluent et 

deviennent résistantes à l’action d’un venin au cours du temps, ce qui n’est pas le cas des 

modèles de laboratoire (Biardi and Coss 2011). L’adaptation des proies couplée au fort coût 

énergétique nécessaire pour produire un venin favorisent des mutations rapides des glandes 

sécrétrices pour s’adapter à l’évolution constante du métabolisme des proies et réduire les coûts 

énergétiques de la création d’un venin qui ne serait pas adapté. Certains crotales modulent la 

quantité de venin injectée en fonction de la taille de la proie ce qui démontre une adaptation 

pour économiser le venin (Hayes 1995). Bien que ces mécanismes ont été très étudiés chez les 

reptiles, certains organismes tels que les arachnides semblent montrer des adaptations 

similaires pour réduire les coûts énergétiques liés à la production du venin. Les araignées 

injectent des doses croissantes de venin en fonction de l’intensité et de la durée des mouvements 

de la proie capturée dans leur toile. Cela permet de n’injecter que le venin nécessaire à la 

neutralisation de sa proie et permet la réduction des coûts énergétiques. Certains scorpions ont 

évolué de manière à créer un « pré-venin » qui présente un coût énergétique de fabrication 

faible. Il est utilisé de manière défensive et est secrété en premier lorsque le scorpion est 

menacé. Contrairement au venin utilisé pour la prédation qui est trouble et chargé de peptides, 

le pré-venin est translucide et riche en molécules inductrices de douleur (Inceoglu, Lango et al. 

2003). Il est possible que d’autres organismes aient mis en place des mécanismes similaires au 

cours de l’évolution ce qui rend l’étude des venins encore plus complexe. 

 

5. Effets nocifs des venins et poisons sur les 

organismes : 

Pour pouvoir parler des effets nocifs d’un venin, il est important de préciser quel organisme 

est ciblé par celui-ci. Par exemple le serpent des palétuviers, Boiga dendrophila, produit une 

toxine (denmotoxin) qui inhibe fortement et de manière irréversible l’activité neuromusculaire 

postsynaptique des oiseaux. Lorsque cette toxine est injectée à des souris les effets sont 

réversibles et non dangereux (Pawlak, Mackessy et al. 2006). Bien que les venins soient des 

mélanges de molécules avec de nombreux effets croisés, ils sont généralement classés en  
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fonction des symptômes qu’ils induisent chez l’homme ou le mammifère (rongeur de 

laboratoire) lors des envenimations. 

 

5.1 Effets neurotoxiques : 

De nombreux animaux venimeux ont besoin de neutraliser rapidement une proie. Pour cela 

ils produisent des toxines qui agissent sur les centres nerveux en bloquant la transmission de 

l’influx électrique au niveau des synapses. Les venins neurotoxiques peuvent agir sur des cibles 

présynaptiques ou postsynaptiques et entraîner deux grands type d’effets : une hyperexcitabilité 

(hyper sécrétions, convulsions, hypertension, contractions musculaires, etc...) ou une 

hypoexcitabilité (dépression respiratoire, paralysie musculaire, hypotension, etc…). Ils sont très 

étudiés en pharmacologie pour leurs effets sur une multitude de canaux ioniques et de 

récepteurs et sont souvent utilisés comme des outils moléculaires pour étudier leur 

fonctionnement. 

 

5.2 Effets hémotoxiques : 

Ces toxines qui agissent sur le système sanguin au sens large (au niveau des facteurs de 

coagulation et au niveau cellulaire) entraînent souvent des complications secondaires d’ordre 

neurologiques (déclenchements d’accidents vasculaires cérébraux) ou même immunitaires 

(syndrome inflammatoire). Certaines agissent de manière indirecte comme des vasodilatateurs 

par inhibition de l’enzyme de conversion de l’angiotensine 1 puis une augmentation des 

bradykinines et prostaglandines engendrant une chute de la pression artérielle et favorisant un 

syndrome hémorragique, d’autres ont des actions directes sur l’inhibition de l’agrégation 

plaquettaire, l’activation de la « Protéine C » ou sont capables d’hydrolyser le fibrinogène et la 

fibrine entraînant également des problèmes de coagulation sanguine. De nombreux venins de 

serpents induisant à l’inverse, la formation de caillots sanguins par l’agrégation plaquettaire, ce 

qui forme un « clou hémostatique ». Les effets coagulants provoquent souvent des complications 

tissulaires telles que des nécroses. 

 

 

  



 

 

SPECIALITE 
(principe actif) 

Origine de 
la 

molécule 
Mode d’action Indication thérapeutique 

Captopril® 
Bothrops 
jararaca 

Inhibiteur de l'enzyme de conversion 
de l'angiotensine (IEC) 

Hypertension artérielle. 

Aggrastat® 
(Tirofiban) 

Echis 
carinatus 

Inhibiteurs de l'agrégation 
plaquettaire 

Anticoagulant : association avec 
l'héparine et l'acide 

acétylsalicylique chez l'adulte 
souffrant d'un syndrome 

coronaire aigu. 

Integrilin® 
(Eptifibatide) 

Sistrurus 
miliarius 
barbouri 

Agent antithrombotique (inhibiteur de 
l'agrégation plaquettaire) 

Prévention d'un infarctus du 
myocarde précoce chez les 
patients souffrant d'angor 

instable. 

Prialt®  
(Ziconotide) 

Conus magus 

Inhibe le courant calcique voltage-
dépendant dans les terminaisons 

afférentes nociceptives primaires des 
couches superficielles de la corne 
postérieure de la moelle épinière 

Traitement des douleurs 
intenses, chroniques chez les 

patients nécessitant une 
analgésie intrarachidienne. 

Byetta® 
(Exénatide) 

Heloderma 
suspectum 

Agoniste du récepteur du glucagon-like 
peptide-1 (GLP-1) 

Traitement du diabète de type 2. 

Reptilase® 
(Hemocoagulase) 

Bothrops 
atrox 

Liberation de fibrinopeptides A 
Traitement des hémorragies 

chirurgicales 

Canthacur® ou 
Cantharone® 
(cantharidine) 

Lytta 
vesicatoria 

Non renseigné Traitement des verrues 

Iprivask® 
Désirudine 
 (derivé de 
l’hirudine) 

Hirudo 
medicinalis 

Inhibiteur sélectif de la thrombine 
Prévention de thrombose 

veineuse profonde pendant 
certaines chirurgies 

Helicidine® Helix pomatia Non renseigné Traitement de la toux seiche 

A usage de diagnostique 

Protac® 
Agkistrodon 

contortrix 
Enzyme activatrice de la protéine C 

Permet la mesure enzymatique 
de la conversion de Protéines C 

Botrocetin® 
Bothrops 
jararaca 

Se fixe au facteur de von Willebrand et 
interagit ensuite avec les plaquettes 
pour former un complexe ou agrégat 

Permet la détermination du 
temps d’agrégation plaquettaire 

Tableau 2: Médicaments actuellement utilisés en clinique dont les principes actifs ont été 

élaborés à partir de toxines de venins ou de poisons 

  

https://www.google.fr/search?q=bothrops+jararaca&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwiV196V2ZzMAhVE2BoKHcJFBQkQvwUIGigA
https://www.google.fr/search?q=bothrops+jararaca&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwiV196V2ZzMAhVE2BoKHcJFBQkQvwUIGigA
https://fr.wikipedia.org/wiki/Hirudo_medicinalis
https://fr.wikipedia.org/wiki/Hirudo_medicinalis
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5.3 Effets cytotoxiques : 

Beaucoup de venins d’animaux ont des effets plus ou moins importants sur les cellules. La piqûre 

de certains cnidaires entraîne des œdèmes locaux et des brûlures de la peau plus ou moins 

graves. La morsure de certains serpents provoque la formation de phlyctènes. D’autres encore 

produisent une nécrose extensive favorisant la pénétration du venin dans le membre touché. Ces 

mécanismes peuvent être directs par l’action des enzymes d’un venin (protéases, 

sphyngomyelinases, etc…) sur les membranes cellulaires (hydrolyse des mucopolysaccharides, 

etc…) ou indirects suite à une réponse inflammatoire provoquée par une cascade de réactions 

combinées (augmentation de la quantité d’acide arachidonique, augmentation des leucotriènes  

etc…). 

 

5.4 Effets sur le système immunitaire : 

Les venins des hyménoptères sont connus pour provoquer des réactions inflammatoires 

importantes. Le potentiel allergique de ces venins les rend encore plus dangereux et peut 

provoquer des réactions anaphylactiques fatales. L’effet de certaines toxines sur les mécanismes 

inflammatoires peut augmenter la perméabilité des capillaires sanguins et entrainer la 

formation d’œdèmes induisant la libération massive d’histamine et de bradykinines. 

La libération de cytokines induite par l’action de certains venins stimule aussi la synthèse de 

protéines inflammatoires. 

 

6. Effets bénéfiques de l’utilisation des toxines 

animales comme remèdes : 

Il pourrait paraître étrange de parler d’effet bénéfique lors de l’utilisation de toxines et 

pourtant comme le disait Paracelse, « Tout est poison, rien n’est sans poison, ce qui fait le poison 

c’est la dose ». Avec les moyens d’analyse et de dosage performant dont nous disposons 

aujourd’hui cette doctrine s’avère d’autant plus vraie. Comme nous l’avons vu précédemment, 

les venins sont constitués de tout un arsenal de molécules dont les actions indépendantes sont 

très spécifiques. En suivant le principe de Paracelse, et grâce aux technologies actuelles, il est 

maintenant possible de tirer profit de ces molécules et de les utiliser de manière contrôlée pour 

résoudre un grand nombre de pathologies. Le Tableau 2 liste de façon non exhaustive les  
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médicaments actuellement sur le marché dont les principes actifs ont été élaborés à partir de 

toxines de venins ou de poisons. 

 

 

7. Découverte de nouvelles cibles pharmacologiques, 

les canaux ioniques : 

C’est à partir du XIXeme siècle que des physiciens se sont intéressés à l’électricité du 

vivant. En 1827 Georg Simon Ohm établit la loi qui porte son nom, Loi d’Ohm: la différence de 

potentiel (U) entre deux points d’un conducteur est proportionnelle à l’intensité du courant (I) 

et la constante de proportionnalité est appelée résistance (R) (U=R . I). A Partir de 1832, Michael 

Faraday montre que la loi d’Ohm s’applique aux électrolytes et que sous l’influence d’un champ 

électrique créé par l’application d’une différence de potentiel suffisante entre deux électrodes, 

les ions se mettent en mouvement, les cations dans le sens du champ, c'est-à-dire vers la cathode 

et les anions dans le sens inverse, vers l’anode. A cette époque de nombreux scientifiques 

travaillent sur les phénomènes électriques observés sur les cellules et beaucoup pensent que la 

membrane cellulaire est une enveloppe imperméable renfermant un noyau permettant de 

générer de l’électricité. Un certain Julius Bernstein inventa en 1878 une machine qui lui permit 

de mesurer l’onde électrique se propageant le long d’un nerf, le potentiel d’action ainsi que le 

potentiel de repos. Par la suite en 1889 Walther Nernst définit l’équation qui permet la mesure 

du potentiel d’équilibre d’un ion au travers d’une membrane perméable ce qui permit à Julius 

Bernstein en 1902 de démontrer que l’intérieur de la cellule avait une composition d’électrolytes 

différente de celle de l’extérieur de la cellule et que le potentiel de repos, pour lui, était dû à une 

perméabilité sélective de la membrane plasmique au potassium, couplé à un gradient de 

concentration. Le potentiel d’action quant à lui est dû à une augmentation de la perméabilité 

membranaire à tous les ions, ce qui provoque une diminution de la polarité membranaire. 

Parallèlement à cela, de nombreux chercheurs travaillent sur la toxicité du poisson globe qui est 

connu depuis l’antiquité pour causer de violentes intoxications lors de sa consommation. Les 

personnes qui ingèrent ce poisson présentent après quelques heures une paralysie flasque et 

aréflexique alors qu’ils sont pleinement conscients. En 1910, un chercheur japonais du nom de 

Yoshizumi Tahara isole pour la première fois la toxine responsable de ces envenimations dans 

les ovaires du « Fugu », un poisson globe de la famille des tétrodons et lui donne le nom de 

« Tetrodotoxine ». Quarante-deux ans après, Andrew Fielding Huxley et Alan Lloyd Hodgkin, qui 

travaillent conjointement sur la genèse des potentiel d’actions utilisent cette toxine sur l’axone  
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géant de calamar qui est leur modèle d’étude. Ils parviennent grâce à cela à bloquer le courant 

sodique et démontrent que l’initiation du potentiel d'action est provoquée par l'activation de 

conductances sélectives au sodium puis au potassium. Par la suite, ils émettent l’hypothèse de 

l'existence de canaux ioniques sélectifs à certains ions, pouvant rendre perméable la membrane 

plasmique. L’existence de ces canaux ioniques sera définitivement établie à l’échelle moléculaire 

en 1976 par Erwin Neher et Bert Sakmann, qui parviennent à enregistrer pour la première fois 

le courant traversant un seul canal grâce à l’invention de la technique du patch clamp. Il est 

évident que sans l’utilisation de la tétrodotoxine, il aurait été impossible à l’époque de décrypter 

le mécanisme cellulaire de déclenchement d’un potentiel d’action. Peu de temps après de 

nombreuses études sur le mécanisme d’inhibition sélective des canaux sodiques de l’axone géant 

de calmar par la tétrodotoxine furent effectuées et l’utilisation de cette toxine devint un outil 

pharmacologique pour comprendre l’implication des canaux sodiques dans les processus 

cellulaires. 

 

8. Utilisation des toxines pour comprendre la 

douleur : 

Après les travaux de Hodgkin et Huxley et l’amélioration des techniques d’électrophysiologie 

permettant l’enregistrement des courants ioniques cellulaires réalisés par Neher et Sakmann, de 

nombreux canaux ioniques ont été découverts. Ils sont présents dans tous les types cellulaires et 

sont à la base de nombreux processus biologiques tels que la neurotransmission, la fonction 

cardiovasculaire, la contraction musculaire, la sécrétion d'hormones et la signalisation 

sensorielle incluant la perception de la douleur. Au cours du temps, les venins ont évolué de 

manière à perturber le fonctionnement normal de ces processus biologiques. Comme nous 

l’avons vu dans le chapitre précédent, des toxines comme la tétrodotoxine ont été utilisées pour 

discerner les différents acteurs moléculaires impliqués dans la genèse des potentiels d’actions. Il 

n’est donc pas surprenant que d’autres toxines ciblant ces processus biologiques puissent être 

utilisées pour comprendre la fonction précise de certains canaux ioniques dans la physiologie.  

Dans certains cas, le blocage d’un seul type de canal ionique permet l’arrêt total du 

fonctionnement de tout un système au sein d’un organisme. Par exemple, les personnes qui 

possèdent une mutation entraînant la perte de fonction du canal sodique voltage dépendant 

Nav1.7 sont incapables de percevoir la douleur (Cox, Reimann et al. 2006 , Goldberg, MacFarlane 

et al. 2007). La pharmacologie des canaux Nav a été largement étudiée grâce à de nombreuses  
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neurotoxines d’origines naturelles et notamment des peptides issus de venins (Aguilar, Luna-

Ramirez et al. 2008, Kalia, Milescu et al. 2015). Des toxines de cônes (µ-conotoxines, µ-O-

conotoxines (Dutertre and Lewis 2010, Green, Bulaj et al. 2014) etc…), de scorpions (CN-11 

(Rowe, Xiao et al. 2013), OD1 (Maertens, Cuypers et al. 2006) ou encore d’araignées 

(hainantoxin IV4 (Liu, Li et al. 2012), famille des NaSpTx , protoxin-2 (Sokolov, Kraus et al. 2008) 

etc…) ont notamment contribué à prouver l’implication des canaux Nav1.7, Nav1.8 et Nav1.9 

dans des voies de la douleur. Certaines d’entre elles se sont révélées avoir une forte affinité et 

une excellente sélectivité (Klint, Smith et al. 2015) mais néanmoins insuffisante pour pouvoir 

être utilisées comme outil thérapeutique. Récemment encore, le venin d’une autre araignée 

(Heteroscodra maculata) a été utilisé pour mettre en évidence l’implication des canaux Nav1.1 

dans la douleur mécanique (Osteen, Herzig et al. 2016). Les venins d’animaux ont contribué à 

identifier et comprendre le rôle de bien d’autres canaux impliqués dans la douleur, comme par 

exemple les canaux calciques de type N (Cav2.2) présents dans le système nerveux et en 

particulier dans les neurones sensoriels.  Dans les venins de certains cônes, ont été découvertes 

les premières toxines inhibant les courants calciques des Cav2.2 permettant ainsi leur étude 

fonctionnelle, puis la création du seul antidouleur commercialisé élaboré grâce à des molécules 

issues de venin. Il s’agit du Prialt®dont le principe actif est le ziconotide, un dérivé de l’ ω-

conotoxine M.VIIA de conus magus (Malmberg and Yaksh 1995, Pope and Deer 2013). 

De manière intéressante, beaucoup de venins génèrent de fortes douleurs. Cette douleur, 

n’est que la résultante de divers mécanismes biologiques activés par les constituants du venin. 

Des composants présents dans certains venins et dont des analogues endogènes existent aussi 

chez d’autres espèces animales, telles que les phospholipases, les protéases et les porines (Fry, 

Roelants et al. 2009) peuvent directement endommager ces terminaisons nerveuses. Ces 

molécules déclenchent également la libération intracellulaire d’agents pro-algiques comme 

l’ATP à partir de cellules voisines subissant une lyse. Les kallicréines par exemple, issues du 

venin de cobra, perturbent la régulation de la pression artérielle en clivant le kininogène en deux 

molécules, la kallidine et la bradykinine. Il y a quelques années, elles ont joué un rôle central 

dans la découverte de voies de signalisation pro-algique, en montrant que la bradykinine était 

bien un médiateur clé de la douleur inflammatoire (Hawgood 1997). Mais certains venins 

peuvent s’avérer très douloureux sans pour autant dégrader les tissus. Les terminaisons 

nerveuses nociceptives expriment de nombreux récepteurs et canaux ioniques capable de 

signaler des changements de température, de pression, d'oxydation, de pH, mais également de 

détecter la présence de molécules de signalisation spécifique de l’inflammation. De nombreuses 

substances naturelles sont capables d’interagir directement avec ces canaux et de déclencher de 

la douleur (Basbaum, Bautista et al. 2009). La capsaïcine présente dans le piment et le menthol 

que l’on retrouve dans la menthe, ont par exemple été utilisés pour identifier les canaux ioniques  
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TRP qui détectent habituellement les changements de température (Caterina, Schumacher et al. 

1997, McKemy, Neuhausser et al. 2002). Pour découvrir de nouvelles cibles pharmacologiques, 

certains laboratoires ont alors mis en place des stratégies de criblage de molécules se basant sur 

les symptômes observés lors des envenimations afin de découvrir des nouvelles cibles 

pharmacologique. 

 La morsure de certains animaux venimeux comme la mygale Psalmopoeus cambridgei, est 

connue pour provoquer une sensation de brûlure très intense et douloureuse lors des 

envenimations. Il a été émis l’hypothèse que des toxines présentes dans ce venin d’araignée 

pouvaient interagir avec les canaux TRP pour induire cette sensation de brûlure. Cela a été 

confirmé en 2006 par une équipe de chercheurs de l’université de Californie qui ont découvert 

dans ce venin, trois toxines homologues capables d’activer les canaux TRPV1 (Siemens et al., 

2006). Elles ont été appelées vanillotoxines (VaTx1 à 3) car elles miment les effets de molécules 

appartenant au groupe des vanilloïdes, tout comme la capsaïcine par exemple.  

De manière intéressante le venin de Psalmopoeus cambridgei avait déjà été criblé 

auparavant et une toxine inhibitrice, la psalmotoxine-1 (PcTx-1) (Escoubas, De Weille et al. 

2000) présentait de puissants effets inhibiteurs sur les canaux ASIC, qui appartiennent à la super 

famille des canaux sodiques DEG/ENaC. PcTx-1 a notamment contribué à démontrer 

l’implication de ces canaux dans la douleur (Mazzuca, Heurteaux et al. 2007). La co-

cristallisation de cette toxine avec le canal ASIC1, puis la co-cristallisation d’une toxine du 

serpent corail qui active certains canaux ASIC (Bohlen, Chesler et al. 2011, Baconguis, Bohlen et 

al. 2014) ont également contribué à décrire la structure de certains états de ces canaux que je 

détaillerai plus tard au chapitre « structure des canaux ASIC ». 

L’utilisation de toxines comme outil pharmacologique est donc un point de départ important 

pour comprendre la fonction physiologique de certains canaux ioniques et apporter des 

réponses sur leur mode de fonctionnement. Durant ma thèse je me suis principalement intéressé 

aux toxines ou agents pharmacologiques ciblant les canaux ASIC afin de comprendre leur 

fonctionnement. 
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9. Les Canaux ASIC : 

Ce fut au départ par une erreur d’expérimentation que pour la première fois, des canaux 

sensibles à des changements d’acidité ont été découverts (Krishtal and Pidoplichko 1981). Les 

premières observations avaient été faites sur des neuroblastomes, mais peu de temps après, des 

observations similaires ont été réalisées sur des neurones sensoriels isolés de ganglions 

rachidiens (Krishtal and Pidoplichko 1980), aboutissant à l’hypothèse que ces canaux sensibles à 

l’acidification, pouvaient jouer un rôle de senseurs. A l’époque, de nombreuses études 

montraient déjà que des perturbations du fonctionnement normal d’un tissu pouvaient 

entraîner des acidoses locales et conduire à un message douloureux. Cette hypothèse a été 

renforcée par le fait que l’application prolongée d’une solution à un pH acide entrainait des 

courants lents et soutenus (Krishtal and Pidoplichko 1981). Le premier membre de la famille 

ASIC a été identifié en 1997 (Waldmann, Champigny et al. 1995). Actuellement, six sous-unités 

encodés par quatre gènes ont été identifiées et sont principalement exprimées dans le système 

nerveux. Quatre d’entre elles nommées ASIC1a, ASIC1b, ASIC2a, ASIC3 peuvent s’associer en 

homotrimères ou en héterotrimères pour former un canal fonctionnel. Une cinquième, ASIC2b, 

ne forme pas de canal fonctionnel seule mais est capable de moduler les propriétés et la 

régulation des canaux dans lesquels elle est présente (Lingueglia, de Weille et al. 1997). 

L’absence d’expression fonctionnelle d’ASIC4, chez les mammifères, n’a pour l’instant pas permis 

l’étude du rôle physiologique de cette sixième sous-unité. 

  

 9.1 Fonctions biologiques des canaux ASIC : 

 9.1.1 Les canaux ASIC dans le système nerveux central: 

Au sein du système nerveux central, on retrouve essentiellement les sous-unités ASIC1a, 

ASIC2a et ASIC2b (Price, Gong et al. 2014). Chacune de ces sous-unités a des propriétés 

pharmacologiques différentes mais des études ont montré qu’elles sont colocalisées dans les 

cellules et s’associent en hétérotrimères avec une stœchiométrie qui dépend de leur niveau 

d’expression (Alvarez de la Rosa, Zhang et al. 2002, Sherwood, Lee et al. 2011, Bartoi, 

Augustinowski et al. 2014). Ces canaux étant présents au niveau synaptique (Du, Reznikov et al. 

2014), l’hypothèse a été rapidement émise que les protons pouvaient avoir un rôle de 

neurotransmetteurs par l’intermédiaire de ces canaux. Cela a été confirmé en 2014 lors de 

travaux sur la plasticité synaptique (Du, Reznikov et al. 2014, Kreple, Lu et al. 2014). Une étude a 

montré que rendre non fonctionnel les canaux ASIC1a chez les modèles murins, augmente la  
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densité des épines dendritiques du noyau acumbens et altère la fonction du récepteur au 

glutamate, ce qui a pour effet de modifier la plasticité cérébrale lors de la prise de drogues 

(Kreple, Lu et al. 2014). 

 Les niveaux d’expression des canaux ASIC1a et ASIC2 sont très élevés au niveau des 

structures spécialisées dans la peur telles que l’amygdale ou le noyau de la strie terminale 

(Coryell, Ziemann et al. 2007). De plus, les souris « ASIC1-Knock-Out  (KO)» présentent une 

altération du comportement vis-à-vis de leur conditionnement à la peur (Malmberg and Yaksh 

1995) et la restauration de l'expression des canaux ASIC1a dans l'amygdale de ces souris KO 

rétablit le comportement acquis motivé par la peur (Coryell, Wunsch et al. 2008). Bien que les 

canaux ASIC1a soient également présents au niveau de l’hippocampe, qui est une structure 

importante impliquée dans la mémorisation ou l’apprentissage, ces canaux ne semblent pas agir 

sur ces processus. (Wu, Huang et al. 2013). Des études ont également montré que l’inhibition de 

ces canaux pourrait réduire les décharges épileptiques au niveau de l’hippocampe (Xiong, 

Pignataro et al. 2008, Ievglevskyi, Isaev et al. 2016). Ces résultats sont controversés car d’autres 

études montrent que l’activation des canaux ASIC1a par acidose diminue les crises épileptiques 

(Ziemann, Schnizler et al. 2008). En revanche, ces canaux pourraient avoir un rôle dans la 

dépression. Les souris ASIC1a-KO ou les souris sauvages dont les canaux ASIC1a ont été inhibés 

par la toxine PcTx1, presentent des effets antidépresseurs (Coryell, Wunsch et al. 2009). La 

restauration de l’expression d’ASIC1a dans l'amygdale élimine le phénotype, ce qui suggère que 

l'amygdale joue un rôle clé dans ces effets antidépresseurs induits par la suppression ou 

l'inhibition d’ASIC1a (Coryell, Wunsch et al. 2009). 

 

Enfin, lors de pathologies telles que les accidents vasculaires cérébraux (AVC) ou les 

traumatismes de la moelle, on observe souvent une diminution du pH suffisante pour activer les 

canaux ASIC. Chez les modèles murins, l’inhibition des canaux ASIC contribue à diminuer la 

sévérité des lésions suites aux AVC ou aux traumatismes de la moelle (Hu, Duan et al. 2011 , Yin, 

Lindley et al. 2013). 

 

9.1.2 Les canaux ASIC dans la douleur inflammatoire et la nociception : 

Les canaux ASIC sont également largement exprimés dans toutes les voies de la douleur aussi 

bien au niveau central que périphérique. Chez les rongeurs, une augmentation de l’expression 

d’ASIC3 est observée dans les ganglions rachidiens dorsaux lors d’une inflammation. Cette 

expression est limitée par l’utilisation d’anti-inflammatoires non-stéroïdiens (Voilley, de Weille 

et al. 2001, Mamet, Baron et al. 2002). De nombreux acteurs de l’inflammation tels que la  
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bradykinine ou encore la sérotonine agissent de manière indirecte sur les canaux ASIC au 

travers de voies de signalisations intracellulaires (Deval, Salinas et al. 2004, Qiu, Qiu et al. 2012). 

Des stimuli inflammatoires tels que l’ATP (Birdsong, Fierro et al. 2010), l’acide lactique (Immke 

and McCleskey 2001) ou l’acide arachidonique (Smith, Cadiou et al. 2007) sont capables 

d’augmenter la sensibilité aux protons des canaux ASIC et renforcent l’idée qu’ils se comportent 

comme des senseurs de l’inflammation. Lors de migraines, les canaux ASIC pourraient également 

jouer un rôle de senseurs de l’acidité au niveau de la dure-mère (Yan, Edelmayer et al. 2011). Au 

niveau des neurones de la corne dorsale de la moelle épinière, on observe la présence de 

courants caractéristiques des sous-unités ASIC1a homomériques et ASIC1a/2b hétéromériques 

(Baron, Voilley et al. 2008). Ces sous-unités seraient capables de moduler l’excitabilité neuronale 

à des gammes de pH différentes en réponse à des stimuli douloureux provenant de neurones 

sensoriels périphériques (Baron, Voilley et al. 2008). Chez l’homme, une étude menée chez des 

volontaires a montré que l’amiloride, qui est l’inhibiteur le plus connu des canaux ASIC mais peu 

spécifique, bloque la douleur provoquée par l’injection (Ugawa, Ueda et al. 2002) ou l’infusion 

(Jones, Slater et al. 2004) d’un produit acide sur et dans la peau. En outre, la morsure du serpent 

Micrurus tener provoque d’intenses douleurs chez l’homme (Morgan, Borys et al. 2007). Une 

toxine isolée de ce serpent nommée MitTx active majoritairement les canaux ASIC1 et suggère 

l’implication des canaux ASIC1a dans la nociception au niveau périphérique chez l’homme 

(Bohlen, Chesler et al. 2011). De manière étonnante, les canaux ASIC présents au niveau du 

tractus digestif se situent essentiellement dans des neurones sensoriels, en revanche peu 

d’informations sont disponibles sur leur expression dans les cellules épithéliales gastriques ou 

œsophagiennes (Akiba, Mizumori et al. 2008, Yuan, Bo et al. 2012). Il y a donc peu de chance 

qu’ils soient liés au processus de digestion. Néanmoins, les sous-unités ASIC1b, ASIC2a, ASIC2b 

et ASIC3 pourraient être impliquées dans la perception de l’acidité au niveau des papilles 

gustatives chez l’homme (Huque, Cowart et al. 2009). Au niveau des fibres sensorielles du 

tractus, les canaux ASIC semblent avoir un rôle de senseur de l’excédent d’acide dans la lumière 

de l’œsophage ou lors de lésions du tractus digestif (Akiba, Mizumori et al. 2008). 

 

9.1.3 Les canaux ASIC et la mécanosensibilité : 

La contribution des canaux ASIC à la mécanosensibilité est maintenant assez bien établie mais 

reste encore mal comprise (Omerbasic, Schuhmacher et al. 2015). Ils participent à la régulation 

des mécanorécepteurs et à celle des nocicepteurs impliqués dans la détection des stimuli 

mécaniques chez l’animal (Price, McIlwrath et al. 2001, Moshourab, Wetzel et al. 2013). La 

délétion d’un ou plusieurs gènes codant ces canaux entraîne des conséquences directes sur la  
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fonction des neurones sensoriels. En effet, chez le rongeur, la délétion des gènes codants les 

canaux ASIC1a, ASIC2 ou ASIC3 augmente la sensibilité aux stimuli mécaniques au niveau du 

côlon et de l’œsophage (Page, Brierley et al. 2005) De plus, les canaux ASIC appartiennent à la 

même famille que les canaux mécanosensibles exprimés dans les mécanosenseurs des 

nématodes (Chen and Wong 2013). On retrouve également certaines isoformes des canaux ASIC 

exprimées dans les cellules de Merkel ou les corpuscules de Ruffini qui sont des terminaisons 

nerveuses spécialisées de la peau participant à la mécanosensibilité. Certains articles montrent 

aussi que ces canaux peuvent intervenir dans l’hypersensibilité des parois de l’intestin lors de 

distension et pourraient donc avoir une fonction de mécanosenseurs dans le système digestif 

(Jones, Otsuka et al. 2007). 

 

9.1.4 Les canaux ASIC dans l’homéostasie cardiovasculaire: 

Les canaux de type ASIC2b et ASIC3 sont fortement exprimés dans les ganglions inférieurs 

du nerf vague. L’isoforme ASIC2b n’est pas fonctionnelle par elle-même, cependant son 

altération chez la souris rend insensible les cellules des ganglions inférieurs du nerf vague aux 

stimuli mécaniques (Lu, Ma et al. 2009). Des études chez le rongeur ont confirmé que les canaux 

ASIC2 sont essentiels aux barorécepteurs et à la régulation de la pression sanguine. La baisse 

d’expression de ces canaux dans les barorécepteurs a des répercussions sur le système sanguin 

telles que l’hypertension, la tachycardie ou encore l’augmentation de l’activité du système 

nerveux sympathique (Lu, Ma et al. 2009). Au sein des artères, les cellules du glomus possèdent 

des chémorécepteurs capables de détecter des changements dans les gaz du sang (hypoxie, 

hypercapnie) mais aussi du changement de pH. Ces chémorécepteurs dépolarisent les cellules et 

permettent l’activation synaptique des nerfs proches et une hyperventilation. Des études 

montrent que les canaux ASIC agissent comme senseurs de protons dans les cellules du glomus 

et seraient impliqués lors d’acidoses métaboliques (Rausch, Whipp et al. 1991, Kobayashi, 

Sakakibara et al. 1996, Prabhakar and Peng 2004). De plus, la réduction de l’expression des 

isoformes ASIC3 chez la souris réduit la sensibilité aux pH des cellules du glomus lors d’une 

hypoxie (Lu, Whiteis et al. 2013). Les chémorécepteurs et barorécepteurs agissent 

communément pour réguler la fonction cardiovasculaire, par conséquent la modification de 

l’expression des isoformes ASIC2 ou ASIC3 pourrait avoir des répercussions sur l’ensemble du 

système. 

 

  



 

 

 

 

Figure 1 : Structure des canaux ASIC 

A. Structure trimérique en 3D du canal ASIC1 de poulet vue de face et coloré par sous-unité.  

B. Structure trimérique en 3D du canal ASIC1 de poulet vue de dessus et coloré par sous-unité.  

C. Représentation schématique des différents sous-domaines d’une sous-unité par analogie avec la 
forme d’une main. 

D. Schématisation d’un canal ASIC avec seulement deux sous-unités et représentation d’une sous-
unité simplifiée permettant de visualiser la boucle extracellulaire et les segments 
transmembranaires. 

Figure : Structure des canaux ASIC
A. Modèle structural en trois dimension du canal  ASIC1a de poulet  vue de face, coloré par sous-unité.

B. Modèle structural en trois dimension du canal  ASIC1a de poulet  vue de dessus, coloré par sous-unité.

C. Structure simplifiée des différents domaines d’une sous-unité, en analogie avec la forme d’une 
main.
D. Structure simplifié d’un canal ASIC, dont seul deux sous unités sont représentées.
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9.2 Structure des canaux ASIC: 

9.2.1 Organisation structurale du canal : 

Les différentes structures cristallographiques du canal ASIC1 de poulet (cASIC1) montrent que 

trois sous unités sont nécessaires pour former un canal fonctionnel (Jasti, Furukawa et al. 2007, 

Gonzales, Kawate et al. 2009, Baconguis and Gouaux 2012, Dawson, Benz et al. 2012, Baconguis, 

Bohlen et al. 2014). La modélisation du canal cASIC1 est observable figure 1 A et B. Chacune de 

ces sous-unités, dont la taille varie entre 500 et 560 acides aminés, est composée de deux 

segments transmembranaires encadrant une large boucle extracellulaire d’environ 350 acides 

aminés (figure 1.D). Les extrémités amino- et carboxy-terminales sont situées du côté 

intracellulaire (Canessa, Merillat et al. 1994). C’est principalement la boucle extracellulaire qui 

régule et contrôle l’activité de ces canaux mais les segments transmembranaires participent 

également à ce mécanisme pour former un pore sélectif aux ions sodium essentiellement. Les 

domaines situés du côté cytosolique influencent également indirectement le mécanisme 

d’ouverture de ces canaux (Salinas, Lazdunski et al. 2009). Pour nommer les différents sous-

domaines formant chaque sous-unité une analogie avec la forme d’une main serrant une balle a 

été faite (figure 1C). Les différentes structures qui composent la boucle extracellulaire ont ainsi 

été nommées: le pouce, l’index, l’articulation de l’index, la β-balle et la paume (Jasti, Furukawa et 

al. 2007). Les segments transmembranaires sont connectés aux domaines paume et pouce de la 

boucle extracellulaire via une région flexible appelée le poignet. L’articulation du doigt et la β-

balle sont situées proche de la paume formant l’axe central du canal. L’index est situé dans la 

partie la plus externe de la boucle et le pouce, rigidifié par plusieurs ponts disulfures, est 

connecté à la paume dans sa partie basse par un élément structural nommé le β-turn. 

L’ensemble de la structure contient quatre cavités alignées le long de l’axe central du canal : le 

vestibule supérieur, le vestibule central (qui est fermé par la partie basse du domaine Paume), le 

vestibule extracellulaire situé au-dessus de l’entrée du pore et enfin le vestibule intracellulaire 

(Figure 2). La surface des vestibules central et extracellulaire est chargée négativement pour 

pouvoir capter les cations (Jasti, Furukawa et al. 2007, Gonzales, Kawate et al. 2009). La 

cristallisation du canal ASIC1 de poulet (cASIC1) a permis de révéler la structure de l’état 

inactivé (Jasti, Furukawa et al. 2007) et sa co-cristallisation avec différentes toxines a révélé sa 

structure à l’état ouvert (Gonzales, Kawate et al. 2009, Goehring, Lee et al. 2014) et seule la 

détermination de la structure à l’état fermé est manquante. Le canal cASIC1 présente 90% 

d’identité avec les séquences ASIC1a humain ou de rat, il est donc probable que la plupart de ces 

éléments structuraux soient conservés chez les mammifères ce qui nous permet donc de nous 

baser sur ces structures pour comprendre les mécanismes d’activation et d’inactivation des 

canaux de rongeurs ou humains. 



 

 

  

 

 

Figure 2 : Représentation schématique d’un canal ASIC en coupe. 

Les différents vestibules le long de l’axe central de symétrie sont mentionnés. Une seule des trois 

fenestrations latérales est visible sur cette coupe. D’après Gonzales et al (Gonzales, Kawate et al. 2009). 
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9.2.2 Les différents états des canaux ASIC: 

Dans deux des structures cristallisées à pH acide (Jasti, Furukawa et al. 2007, Gonzales, 

Kawate et al. 2009) l’écartement des domaines transmembranaires ne permet pas le passage des 

ions. Il a été conclu que ces structures étaient probablement le reflet de l’état inactivé du canal 

cASIC1. Pour parvenir à déterminer la structure de l’état ouvert, il a été nécessaire de co-

cristalliser le canal cASIC1 avec les toxines, PcTx1, issue du venin de la mygale Psalmopoeus 

cambridgei (Baconguis and Gouaux 2012) ou MitTx, du venin de Micrurus tener (Baconguis, 

Bohlen et al. 2014). Ces toxines sont capables de stabiliser différents états ouverts du canal et 

ainsi de révéler leurs structures aux rayons X. Dans la forme ouverte du canal, le vestibule 

extracellulaire est plus large comparé à l’état fermé (Baconguis and Gouaux 2012, Grunder and 

Augustinowski 2012, Baconguis, Bohlen et al. 2014) en raison d’une rotation du poignet et du 

bas du domaine paume qui a pour effet de créer un élargissement du vestibule extracellulaire 

par lequel les ions accèdent au pore. La co-cristallisation en présence de la toxine MitTx a 

montré que le segment transmembranaire TM2 est divisé en deux parties au niveau de la 

séquence du filtre de sélectivité (Gly-Ala-Ser) permettant un alignement de ce demi-TM2 avec 

celui de la sous-unité voisine. Rétrospectivement, les auteurs se sont aperçus que cette 

particularité était également présente sur l’une des structures cristallisées sans toxine 

(Gonzales, Kawate et al. 2009), mais ne semble pas présente dans la structure ouverte obtenue 

avec la toxine PcTx1. La structure déterminée en présence de la MitTx a une meilleure résolution 

et montre également une meilleure symétrie, elle semble donc être la plus plausible. Seule la 

structure de l’état fermé n’a pas encore été élucidée. 

 

9.2.3 Pore des canaux ASIC : 

Bien que les canaux ASIC soient perméables majoritairement aux ions sodium, certaines 

isoformes permettent également le passage d’autres cations (K+ et parfois Ca2+). Les canaux 

ASIC1a homomériques ou ASIC1a/2b hétéromériques présentent une grande perméabilité aux 

ions calcium (Kellenberger and Schild 2002). Il est intéressant de constater qu’ASIC1a est 

perméable aux protons mais leur implication sur les courants générés est négligeable au regard 

de la concentration d’ions sodium (Chen and Grunder 2007). Contrairement aux canaux 

sodiques épitheliaux ENaC qui filtrent les ions déshydratés, les canaux ASIC semblent avoir une 

faible sélectivité due à un port plus large. Il a été récemment montré que des cations plus larges 

tels que l’ion NH4+ ou des composés tels que le guanidinium peuvent passer au travers du pore 

des canaux ASIC1a (Yang and Palmer 2014).  
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En absence de sodium, la perméabilité au potassium est supérieure, en revanche, en condition 

normale le sodium est favorisé par sa fixation sur un site de liaison ce qui n’est pas le cas pour 

les autres cations (Yang and Palmer 2014). La mutation d’un aspartate, le plus proche de la 

partie extracellulaire du second segment transmembranaire (TM2), réduit de manière drastique 

l’affinité aux ions Na+ et il a été proposé que le vestibule extracellulaire contribue à la 

discrimination ionique en accumulant les ions Na+. En plus de la structure générale du canal, la 

co-cristallisation de cASIC1 avec la MitTx a révélé que le TM2 est coudé perpendiculairement par 

trois acides aminés (GAS). Ce motif de trois acides aminés répété trois fois dans un canal 

fonctionnel, forme une ceinture triangulaire entourant le pore. La cristallographie faite en 

présence d’ions césium (Cs+) a montré un alignement de cet ion avec l’oxygène de la liaison 

peptidique de la glycine 443 (Kellenberger, Gautschi et al. 1999). De plus, la distance entre ces 

atomes d’oxygène et le centre du pore est de 3.6 Å ce qui correspond à peu près à la taille d’un 

ion sodium mono-hydraté (3.8 Å) permettant de conclure que le mécanisme de sélectivité se fait 

principalement par la taille (Baconguis and Gouaux 2012) et non pas par un mécanisme de 

déshydratation des ions. 

 

9.2.4 Les senseurs de protons des canaux ASIC : 

Les boucles extracellulaires du canal trimérique forment des poches acides à leurs 

interfaces. Une poche acide est formée par des contacts intra-sous-unitaires entre le pouce, 

l’index et la β-balle, ainsi qu’avec la paume de la sous-unité adjacente (figure 3). Dans cette 

poche, chargée très négativement, trois paires d’acides aminés de nature acide, interagissant par 

une liaison de type carboxyl-carboxylate, ont été identifiées. La mutation de ces résidus entraîne 

un décalage important de la courbe d’activation pH-dépendante. Il a donc été proposé que cette 

« poche acide » puisse former le senseur de protons capable de contrôler l’ouverture des canaux 

ASIC (Jasti, Furukawa et al. 2007, Li, Yang et al. 2009, Sherwood, Franke et al. 2009). Dans une 

modélisation de la forme fermée du canal, les paires d’acides aminés semblent plus distantes les 

unes des autres que dans les états ouverts et inactivés déterminés par cristallographie. La 

protonation de la poche pourrait rapprocher l’index et la β-balle, et entraîner un déplacement du 

pouce qui est connecté au TM1 via le « poignet ». Cela a pour effet d’induire l’activation du canal 

mais aussi son inactivation (Yang, Yu et al. 2009). La fixation de protons au niveau de la poche 

acide n’explique pas à elle seule les mécanismes d’ouverture et de fermeture du pore. Les ions 

calcium semblent affecter l’affinité des protons pour les canaux ASIC et stabiliser l’état fermé en  

faisant compétition aux protons dans la poche acide. Dans ASIC3, il a également été supposé que 

le Ca2+ pouvait bloquer le pore du canal sans changement de conformation apparent.    



 

 

 

 

 

 

 

Figure 3: Senseur de pH des canaux ASIC 

Modèle en trois dimensions du canal ASIC1a de rat. Le « senseur de pH » est une poche d’acides aminés 
aux propriétés acides, située à l’interface de deux sous-unités. Cette cavité est bordée, entre autre, par 
les domaines Pouce, Paume et β-Ball. Les domaines P, T et b utilisés dans nos études de structures sont 
respectivement indiqués en rouge, vert et rose. Un seul des trois senseurs de pH est visible sur cette 
représentation. 
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Cependant, les mutations des résidus D432 et E425 fixant le Ca2+ au niveau du vestibule 

extracellulaire permettent d’empêcher le blocage du pore mais ne favorisent pas une ouverture 

constitutive du canal, réfutant ainsi ce modèle. D’autres études sur la titration potentielle 

d’autres sites de fixation des protons ont mis en évidence que les Histidines 72 et 73 participent 

également aux changements de conformation (Immke and McCleskey 2003). Ces histidines sont 

très conservées au cours de l’évolution et pourraient être impliquées préférentiellement dans 

l’inactivation du canal. 

 

 

9.3 Propriétés pharmacologiques: 

Comme nous l’avons vu précédemment, ces canaux sont impliqués dans de nombreux processus 

biologiques. Connaître les propriétés pharmacologiques d’un canal ionique permet d’étudier par 

la suite son implication au sein des différents processus biologiques et l’utilisation d’outils 

sélectifs modulant l’activité des canaux ASIC tels que des peptides issus de venin d’animaux a 

permis notamment de leur attribuer un rôle dans la nociception chez le rongeur. 

 

9.3.1 Dépendance au pH : 

A partir des courbes d’activation et d’inactivation établies avec des variations de pH, il 

est possible d’évaluer un pH de demi-activation (pH0.5 activation) et de demi-inactivation (pH0.5 

inactivation) propre à chaque canal ASIC. Ces valeurs pour les canaux homomériques sont 

reportées dans le tableau ci-dessous. 

 

Isoformes pH0.5 activation pH0.5 inactivation 

ASIC 1a 6,2 – 6,6 ~ 7,2 

ASIC 1b 5,9 – 6,3 ~ 6,7 

ASIC 2a 4,0 – 4,9 ~ 5,6 

AISC 3 6,4 – 6,7 ~ 7,1 
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Si ces canaux sont exposés à des concentrations modérées de protons, ils peuvent passer 

directement de l’état fermé à inactivé sans même avoir été ouverts (Waldmann, Champigny et al. 

1997). Ce mécanisme est comparable à celui observé pour les canaux sodiques voltage-

dépendants. De la même manière, le chevauchement des courbes d’activation et d’inactivation 

d’ASIC3 est à l’origine d’un courant soutenu à pH 7,0, dit « de fenêtre ». En effet à ce pH le canal 

commence à s’activer mais n’est pas encore complètement inactivé d’où l’apparition d’un 

courant continu (Yagi, Wenk et al. 2006). 

Le pH du milieu intracellulaire (pHi) peut également moduler l’activité de ces canaux. Il a 

été montré que l’amplitude des courants ASIC peut être augmentée par une alcalinisation 

intracellulaire qui favorise l’ouverture de ces canaux en décalant leur courbe d’activation vers 

des pH plus alcalins et leur courbe d’inactivation vers des pH plus acides (Wang, Chu et al. 2006). 

 

9.3.2 Les modulateurs des canaux ASIC : 

La découverte de molécules régulatrices est une étape importante dans la caractérisation 

in vivo et in vitro de canaux ioniques. On connaît peu de molécules endogènes qui ciblent les 

canaux ASIC, en revanche depuis leur découverte de nombreux régulateurs issus de la chimie ou 

de substances naturelles, ont permis de mieux comprendre la fonction et la structure de ces 

canaux. 

Les ions: 

En plus des protons, qui restent les principaux activateurs endogènes connus de ces 

canaux, différents cations régulent leur activité. Les ions métalliques sont les composés les plus 

simples bloquant l’activité des canaux ASIC. Le zinc (Sluka, Winter et al. 2009), le cuivre (Gao, 

Wu et al. 2004), le plomb (Wang, Yu et al. 2007), le nickel (Wang, Duan et al. 2006) et le 

cadmium (Wang, Duan et al. 2006) sont notamment connus dans la littérature pour inhiber les 

canaux ASIC1a.  

Le zinc affecte l’ouverture des canaux homomériques ASIC1a et héteromériques 

ASIC1a/2a à des concentrations de l’ordre du nanomolaire sans modifier les courants générés 

par les autres sous-unités. Le comportement des hétéromères est néanmoins différent car il 

présente des effets variables en fonction de la dose de zinc. A faible concentration, le zinc inhibe 

les courants ASIC en se fixant sur un site à forte affinité présent sur les sous-unités ASIC1a (la 

lysine 133 du domaine extracellulaire) alors que de fortes concentrations (supérieure à 100 µM) 

potentialisent ASIC2a par le biais de deux histidines (H162 et H339). 
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Le plomb bloque réversiblement toutes les isoformes contenant ASIC1a avec un IC50 ≈ 

5µM. Ces concentrations de plomb in vivo entraînent une importante neurotoxicité. 

Le calcium est un important modulateur de l’activité des canaux ASIC. Différentes études 

montrent que les ASIC sont régulés par le Ca2+ extracellulaire avec un double effet d'inhibition et 

de stimulation (de Weille and Bassilana 2001, Baron, Diochot et al. 2013) impliquant deux sites 

de liaisons différents avec des affinités différentes (Paukert, Babini et al. 2004). Les ions Na+ 

peuvent accéder au pore au travers de trois fenêtres situées à la base du domaine extracellulaire 

près de la jonction avec les domaines transmembranaires. Au cours de l'acidification, le 

déplacement par les protons des ions Ca2+ liés au canal à l’état fermé, semble également être un 

élément important du mécanisme d’ouverture des canaux ASIC (Babini, Paukert et al. 2002, 

Immke and McCleskey 2003, Paukert, Babini et al. 2004, Zhang, Sigworth et al. 2006, Jasti, 

Furukawa et al. 2007, Sherwood, Franke et al. 2009). 

Enfin, le cuivre inhibe les courants ASIC de neurones en culture avec un IC50 ≈ 50 µM, le 

nickel ou le cadmium avec un IC50 ≈ 1mM. Le nickel à ces concentrations, inhibe les sous-unités 

ASIC1a homomériques et ASIC1a/2a hétéromériques alors que le cadmium n’affecte que les 

hétéromères. 

Toxines animales:  

Ce sont les plus spécifiques des outils moléculaires permettant l’étude des canaux 

ioniques. Pour les canaux ASIC, elles ont été découvertes dans des organismes tels que des 

serpents, des mygales ou encore des anémones de mer. La polyvalence de ces organismes laisse 

penser que d’autres toxines spécifiques pourraient être découvertes par des techniques de 

«criblage» et nous permettraient d’apporter des réponses sur le mode de fonctionnement de ces 

canaux et le rôle de leurs différentes isoformes dans les différents processus physiologiques ou 

physiopathologiques 

 Psalmotoxine 1 : 

La psalmotoxine 1 (PcTx1) est un polypeptide de 40 acides aminés purifié au laboratoire 

à partir du venin de mygale Psalmopoeus cambridgei (Escoubas, De Weille et al. 2000). Chez le 

rat, PcTx1 bloque les isoformes ASIC1a homomériques (IC50 ≈ 0,9 nM), ASIC1a/2b et dans 

certaines conditions ASIC1a/2a (Joeres, Augustinowski et al. 2015). En revanche, elle peut agir 

en tant qu’activateur sur les isoformes ASIC1b de rat et ASIC1 de poulet (Escoubas, De Weille et 

al. 2000, Baconguis and Gouaux 2012). PcTx1 inhibe les canaux ASIC1a en stabilisant leur état 

inactivé mais est capable dans le même temps de potentialiser légèrement leur activation. Sur 

ASIC1b, cette toxine stabilise en revanche uniquement son état ouvert. PcTx1 se fixe au niveau  
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de la poche acide des canaux ASIC1a, au niveau du domaine pouce et favorise l’inactivation via le 

domaine β-balle de la même sous-unité ainsi que le domaine paume de la sous-unité adjacente 

(voir le chapitre 9.3 structure des canaux ASIC) (Salinas, Rash et al. 2006). Lorsque l’un des 

domaines (paume ou β-balle) est non reconnu par cette toxine comme c’est le cas sur le canal 

ASIC1b, cette toxine n’est plus capable de favoriser l’inactivation ce qui permet de révéler un 

effet potentialisateur qui passe par le domaine pouce et mime en quelque sorte l’effet des 

protons.  

 La MitTx: 

Cette toxine purifiée à partir du venin du serpent corail Micrurus tener est un activateur 

puissant des canaux ASIC1a. Cet effet activateur passe par une fixation de la toxine sur le 

domaine pouce. La MitTx se présente sous la forme de deux sous-unités différentes de nature 

protéique, nommées MitTx-α et MitTx-β, associées de façon non covalente. La MitTx-α 

appartient au groupe structural de type kunitz alors que la MitTx-β et de type phospholipase A2  

(PLA2). De manière intéressante, l’action de cette molécule sur les canaux ASIC a été mise en 

évidence par le fait que la morsure de ce serpent provoque d’intenses douleurs chez l’homme 

(Bohlen, Chesler et al. 2011). En plus de ces effets activateurs sur les canaux ASIC1, elle 

potentialise fortement l’activation par les protons des canaux ASIC2a à pH 5,0.  

 

 Les mambalgines: 

Les mambalgines sont des toxines présentes dans le venin des serpents du genre 

Dendroaspis (Mambas). Les mambalgines-1 et -2 ont été découvertes dans le venin de 

Dendroaspis polylepsis alors que la mambalgine 3 (Baron, Diochot et al. 2013) a été découverte 

dans le venin de Dendroaspis angusticeps. Ce sont toutes des isotoxines de 57 acides aminés 

ayant une structure à trois doigts, qui inhibent spécifiquement les homomères ASIC1a, ASIC1b 

ou les hétéromères ASIC1a/2. Lorsqu’elles sont administrées par voie centrale (i.t. ou i.c.v.) à des 

rongeurs (Diochot, Baron et al. 2012) ou par voie intraveineuse (Diochot, Alloui et al. 2016), 

elles provoquent une analgésie similaire à celle observée avec de la morphine mais 

majoritairement résistante à l’effet de la naloxone (antagoniste des récepteurs aux opiaces) 

suggérant que ces effets ne passent pas par la voie des opiacées. La mambalgine cible in vivo les 

canaux de type ASIC1a, ASIC1a/2 dans le système nerveux central et les canaux de type ASIC1b 

dans le système nerveux périphérique. Sur les canaux ASIC, cette toxine agit comme un 

modulateur de l’ouverture du canal et non pas comme un pore bloqueur (Diochot, Baron et al. 

2012). 
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 APETx2: 

Cette toxine peptidique de 42 acides aminés est issue du venin d’anémone de mer 

Anthopleura elegantissima (Diochot, Baron et al. 2004). Elle cible les canaux de type ASIC3 (IC50 

≈ 63nM) mais aussi les canaux Nav1.8 (IC50 ≈ 55 nM – 2 µM) (Peigneur, Béress et al. 2012) 

(Blanchard, Rash et al. 2012) et hERG (IC50 ≈ 1.2 µM) (Jensen, Cristofori-Armstrong et al. 2014) 

à des concentrations plus élevées. Bien que le mécanisme par lequel APETx2 inhibe le canal 

ASIC3 ne soit pas encore connu, de nombreux articles montrent qu’elle a de puissants effets 

analgésiques lorsqu’elle est administrée par voie périphérique (Deval, Noel et al. 2008, 

Karczewski, Spencer et al. 2010). 

 Peptides issus de l’anémone Urticina grebelnyi : 

Parmi les peptides découverts dans cette anémone, seul Ugr 9-1 a des effets sur les 

canaux ASIC3. Bien qu’ils proviennent d’organismes similaires, Ugr 9-1 ne présente pas 

d’homologie de séquence avec la toxine APETx2 (Osmakov, Kozlov et al. 2013). Ce peptide a une 

séquence de 29 acides aminés et bloque le courant transitoire ainsi que le courant soutenu des 

homomères ASIC3 dans l’ovocyte de xénope (IC50 transitoire ≈ 10µM, soutenu ≈ 1µM). Le 

mécanisme d’action de ce peptide est encore peu décrit par contre il présente des effets 

analgésiques sur un modèle de douleur (Osmakov, Kozlov et al. 2013). 

 

 

Autres substances naturelles : 

La plupart des médicaments que nous connaissons sont issus des plantes. Il n’est donc 

pas surprenant de retrouver des substances végétales qui affectent le fonctionnement des 

canaux ASIC. De plus en plus de composés issus de la médecine traditionnelle sont étudiés pour 

leurs activités sur ces canaux. Le servanol, isolé à partir du thym (Thymus armeniacus) est 

capable d’inhiber les courants soutenus et transitoires des canaux ASIC3 humains (IC50 ≈ 

300µM) ainsi que les courants ASIC1a (Dubinnyi, Osmakov et al. 2012). L’acide chlorogénique, 

un des plus abondants polyphénols présents dans l’alimentation et produit par certaines plantes 

(café, pomme de terre), inhibe les courants ASIC natifs des neurones sensoriels de rats (IC50 ≈ 

0.2µM) ce qui a pour effet de rendre ces cellules moins sensibles aux variations de pH (Qu, Liu et 

al. 2014). La gastrodine, issue d’une orchidée (Gastrodia elata), qui est connue pour ses 

propriétés analgésiques, est également capable d’inhiber les courants ASIC natifs des neurones 

sensoriels de rats (IC50 ≈ 0.2µM) (Qiu, Liu et al. 2014). La médecine traditionnelle chinoise 

utilise de nombreuses substances naturelles, et parmi celles-ci, la paeoniflorine issue des racines 

de Paeonia lactiflora qui possède de nombreuses propriétés (sédatif, anticonvulsif, analgésique  
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anti-inflammatoire etc...). Il a été montré que cette molécule est capable d’inhiber les canaux 

ASIC1a natifs de certaines cellules tumorales (Sun, Cao et al. 2011). Quelques flavonoïdes sont 

également connus pour inhiber les courants ASIC. La puerarine, constituant principal des racines 

de kudzu (Pueraria Montana) inhibe le courant natif ASIC1a présent dans les neurones de 

l’hippocampe. 

 

Petites molécules : 

Certaines petites molécules n’ont pas été découvertes à l’origine pour leur action 

spécifique sur les canaux ASIC mais présentent néanmoins des effets intéressants. 

 Amiloride: 

L’amiloride est une substance utilisée comme médicament chez l’homme avec des effets 

diurétiques, natriurétiques et antihypertensives modérés. En bloquant les canaux sodiques 

épithéliaux au niveau des reins, l’amiloride empêche la réabsorption du sodium et donc de l’eau 

tout en épargnant les pertes de potassium chez les patients soumis à des traitements  

diurétiques. Elle présente également des effets non spécifiques et est connue pour interagir avec 

les canaux ASIC. Elle inhibe les courants transitoires ASIC3 (IC50 ≈ 10-100µM) en obstruant le 

pore de ces canaux mais n’affecte pas son courant soutenu qui peut même être paradoxalement 

potentialisé dans certaines conditions (Waldmann, Bassilana et al. 1997, Biardi and Coss 2011). 

Pour l’ensemble des canaux ASIC, cette molécule agit comme pore bloqueur à des concentrations 

élevées. La localisation de son site de liaison, responsable de l’effet potentialisateur reste encore 

controversée.  

 2-guanidine-4-methylquinazoline (GMQ):  

Cette petite molécule, présente un effet activateur sur les canaux ASIC3 à pH 7,4 (EC50 ≈ 1 

mM). Elle a la particularité d’avoir une structure proche de l’amiloride car elles possèdent toute 

deux un groupement guanidinium. Il a été récemment montré que le GMQ altère la dépendance 

au pH des canaux ASIC1a et ASIC3 de différentes manières. A une concentration de 1mM, le GMQ 

tend à diminuer les courants ASIC1a et ASIC1b en entraînant un décalage de leur courbe 

d’activation vers des pH plus acides, inversement le GMQ potentialise ASIC3 en diminuant 

fortement son inactivation et en augmentant son activation. Le GMQ a également un effet pore 

bloqueur sur les ASIC à très forte concentration (Alijevic and Kellenberger 2012).  

 

  



 

 

Molécules 
Canaux 

ASIC 
touchés 

Concentration 
effective (IC50) 

effet Références 

4-Aminopyridine 
(4AP) 

Tous sauf 
ASIC3 

≈ 760 µM Inhibiteur 

(Friese, Craner et al. 

2007, Kweon and 

Suh 2013) 

Aminoglycosides 
Tous les 

ASIC 
≈ 32-44 µM inhibiteur 

(Garza, Lopez-

Ramirez et al. 2010) 

Anti-inflamatoires 
non steroidiens 
dont le piroxicam 

ASIC1a ≈ 350 µM inhibiteur 
(Voilley 2004, Qiu, 

Qiu et al. 2012) 

Aspirine et 
salicilates 

ASIC3, 
ASIC2a 

≈ 90-260 µM inhibiteur 

(Gong, Zhang et al. 

2008, Qiu, Qiu et al. 

2012, Sun, Jin et al. 

2014) 

Chloroquinte ASIC1a ≈ 600 µM inhibiteur 

(Ettaiche, Guy et al. 

2004, Li, Fei et al. 

2014) 

Corticosteroides ASIC1a ≈ 1-10 µM potentialisateur 
(Xiong, Liu et al. 

2013)  

Dynorphines ASIC1a ≈ 1µM potentialisateur 
(Sherwood and 

Askwith 2009) 

Insuline ASIC1a ≈ 1.7 µM 
Expression du 

canal 
(Chai, Li et al. 2010) 

Piroxicam ASIC1a ≈ 30 µM 
Inhibiteur par 
diminution NO 

(AINS) 

(Bhattacharya, 

Pandey et al. 2012) 

Anesthesiques 
(Tétracaine, 
lidocaine, Propofol) 

ASIC1a, 
ASIC3, 
ASIC1b 

≈ 3-12 mM inhibiteur 

(Lin, Chu et al. 2011, 

Leng, Lin et al. 2013, 

Lei, Li et al. 2014) 

Spermine ASIC1a ≈ 2 mM potentialisateur 
(Duan, Wang et al. 

2011) 

Stomatin ASIC1a Non renseigné inhibiteur 

(Kozlenkov, 

Lapatsina et al. 

2014) 

Sérotonine ASIC3 ≈ 41 µM Potentialisateur 
(Qiu, Qiu et al. 2012) 

Tableau 3 : Autres molécules connues pour avoir des effets directs ou indirects sur les canaux ASIC. 

(D’après (Baron and Lingueglia 2015)) 
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La molécule endogène analogue au GMG est l’agmatine, un métabolite de l’arginine qui 

intervient dans la synthèse des polyamines. Bien que beaucoup moins efficace, l’agmatine 

présente des effets similaires au GMQ sur les canaux ASIC (Biardi and Coss 2011, Duan, Wang et 

al. 2011, Alijevic and Kellenberger 2012). 

 Les peptides de type RF-amides :  

Les neuropeptides de type RF-amides sont présents chez la plupart des organismes. 

Découverts à l’origine chez Mercenaria mercenaria, une espèce de mollusque bivalve (Lopez-

Vera, Aguilar et al. 2008), ils semblent jouer un rôle important dans la régulation de l’activité 

cardiaque. Plusieurs de ces peptides sont également connus pour posséder des propriétés anti-

opiacés (Lopez-Vera, Aguilar et al. 2008). Les neuropeptides de type RF-amides sont capables de 

ralentir la cinétique d’inactivation des canaux ASIC1a et ASIC3 ce qui améliore leur activité 

(Lingueglia, Deval et al. 2006, Aguilar, Luna-Ramirez et al. 2008). Lors des processus 

inflammatoires et dans les tumeurs, on observe une augmentation de la libération de peptides 

de la famille des RF-amides qui agissent sur les canaux ASIC et régulent ces processus (Xu and 

Xiong 2007).  

Autres molécules : 

Beaucoup d’autres molécules sont connues pour avoir des effets directs ou indirects sur 

les canaux ASIC. Ces molécules sont listées dans le tableau 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

41 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Problématiques et 

méthodes de 

recherche 
  



 

 

 



Problématiques et méthodes de recherche 

42 
 

Au cours de mes trois années de doctorat, je me suis consacré à l’étude de deux projets 

en parallèle. L’un de ces projets a été la recherche de nouvelles toxines permettant de moduler 

l’activité des différentes isoformes des canaux ASIC, l’autre de comprendre le fonctionnement de 

molécules déjà connues agissant sur ces canaux. 

Bien que certaines toxines soient déjà connues pour activer ou inhiber l’activité des canaux ASIC, 

nous ne connaissons pas la fonction biologique de chacune des sous-unités qui forment ces 

canaux. Découvrir de nouveaux outils ciblant spécifiquement certaines isoformes permettrait 

d’une part d’étudier le rôle physiologique ou pathologique de ces sous unités mais aussi leurs 

propriétés pharmacologiques. Lorsque l’on travaille sur du criblage de molécules et notamment 

avec des substances naturelles telles que les venins d’animaux, plusieurs problèmes surgissent. 

La principale problématique est quel venin choisir ? Plusieurs facteurs entrent en jeu dans ce 

choix : la disponibilité du venin, la quantité exploitable et bien entendu le prix. Ce dernier est 

étroitement lié à la quantité, et les venins des petits animaux comme les scorpions ou certaines 

araignées peuvent dépasser les 400 euros pour 10 mg. De plus, les listings commerciaux 

présentent des venins d’animaux qui posent des problèmes pour la santé humaine et pour la 

plupart, ils servent en grande partie à la fabrication de sérums anti-venins. Lors des criblages, 

seules de petites quantités de venins d’animaux sont testés sur plusieurs cibles cellulaires 

(récepteurs et canaux ioniques). Si des molécules intéressantes sont découvertes et leurs 

structures identifiées, elles pourront être synthétisées pour continuer les études, ce qui est peu 

rentable pour une société d’extraction de venin. Plutôt que de présenter à leur catalogue une 

grande diversité de venins pour la recherche, les intérêts financiers de la société favorisent la 

commercialisation de venins d’importance clinique pour la santé humaine qui entreront dans la 

fabrication des sérums anti-venins. Pour avoir la chance de découvrir de nouvelles molécules 

d’intérêt pour la recherche fondamentale, quelques laboratoires spécialisés prélèvent donc 

directement de petites quantités de venins dans la nature en fonction de leurs besoins sur des 

espèces clairement identifiées d’un point de vue taxonomique. Il est évident que certains pays 

disposent de nombreuses espèces à étudier à portée de main, mais la France possède également 

un nombre important d’animaux venimeux peu étudiés et dont le venin n’est pas commercialisé 

car il présente peu d’effet toxique sur l’homme. Etudier ces animaux pourrait augmenter la 

probabilité de trouver de nouveaux outils pharmacologiques. Pour parvenir à cela il est 

nécessaire d’acquérir le matériel spécifique à l’extraction de ces venins, mais aussi d’étudier en 

parallèle les venins commerciaux disponibles 
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Une autre partie de mon travail a consisté en l’étude de la dynamique moléculaire des canaux 

ASIC en utilisant des outils pharmacologiques découverts au laboratoire. Les mambalgines 

décrites précédemment dans l’introduction, ont la capacité d’inhiber l’activité des homomères 

ASIC1a mais aussi des hétéromères ASIC 1a/2. Le site de fixation ainsi que le mécanisme 

d’action de cette molécule sur les canaux ASIC n’étaient pas connus à mon arrivée au laboratoire. 

Nous avons donc entrepris de découvrir le site de fixation de la molécule sur le canal mais aussi 

les zones d’interaction entre la mambalgine et le canal. Cette étude in vitro a eu pour but la 

compréhension des mécanismes d’ouverture et de fermeture des canaux ASIC dans un 

environnement contrôlé. D’autres molécules peuvent interagir avec les canaux ASIC et 

notamment des molécules telles que l’amiloride, un médicament utilisé pour l’épargne de 

potassium chez les patients soumis à des traitements diurétiques, ou le 2-guanidine-4-

méthylquinazoline (GMQ). Les études du site d’action de l’amiloride et du GMQ sur les canaux 

ASIC sont ambigües car les avis des chercheurs divergent. Nous avons donc entrepris lors de 

cette seconde partie de mon projet de thèse, de mieux comprendre d’une part, le mécanisme 

d’action de certaines toxines comme les mambalgines et de petites molécules comme l’amiloride 

et le GMQ et d’autre part d’interpréter les interactions possibles entre ces mécanismes. 
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1. Le prélèvement de venin dans la nature : 
 

 Pour favoriser la découverte de nouvelles toxines ciblant les canaux ASIC, nous avons 

décidé d’étudier les venins d’animaux locaux mais aussi ceux provenant de sociétés 

commerciales. D’après la bibliographie, les toxines connues pour bloquer ou activer ces canaux 

proviennent d’organismes différents. PcTx1 provient d’un venin d’araignée, la MitTx et les 

mambalgines quant à elles, sont issues de venins de serpents et enfin on trouve quelques 

molécules comme APETx-2, Ugr 9-1 qui proviennent de venins d’anémones de mer. Il est 

intéressant d’observer que de nombreuses espèces d’araignées ou d’anémones de mer sont 

présentes sur le territoire français et leurs venins sont peu exploités dans la recherche. Nous 

avons donc entrepris de collecter le venin de certains de ces organismes afin de tester leurs 

effets sur les canaux ASIC. 

  

1.1 Article 1 : Conception d’un extracteur de venin à faible coût 

pour l’extraction électrique de venin d’arthropodes et autres petits 

animaux. 

Il n’y a pas à proprement parler d’extracteur de venins universel disponible dans le 

commerce. Lorsque l’on consulte la bibliographie, il y a une grande diversité d’appareils créés de 

toute pièce par des chercheurs allant de la simple pile de 9 V connectée en court-circuit à des 

boîtiers commerciaux complexes et onéreux tels que le SD9 STIMULATOR (Garb 2014). Pour les 

plus simples, les résultats d’analyses des venins sont souvent aléatoires car il y a de grandes 

variations de tension dans des générateurs connectés en court-circuit. Cela entraîne également 

des lésions cellulaires de la glande à venin qui contaminent le venin. Le SD9 STIMULATOR est le 

plus utilisé par les laboratoires faisant de l’extraction régulière car il permet de générer un 

signal carré dont le temps de stimulation et le temps de repos sont réglables. Il est possible de 

choisir précisément une tension de travail entre 0 et 100 V. En revanche, de nombreuses 

fonctions sont inutilisées, par exemple il est possible de connecter jusqu'à quatre électrodes 

simultanément, de synchroniser les impulsions via des entrées « Transistor-Transistor Logic » 

(TTL) ou encore de choisir la polarité. Un tel appareil est très performant dans de nombreux 

domaines tels que la stimulation musculaire ou nerveuse mais n’est pas conçu pour l’extraction 

de venins. De plus, Le prix proche des 3000 euros reste conséquent pour une simple extraction. 

  



 

 

  



Première partie : recherche de nouvelles toxines ciblant les canaux ASIC 
 

46 
 

 De nos jours il est possible de trouver une multitude de composants électroniques bon marché 

et on peut facilement créer des équipements adaptés aux besoins des manipulations de manière 

très simple. Connaître nos besoins a donc été le point de départ de la conception de cet 

extracteur à faible coût. 

 

1.1.1 Analyse des besoins: 

Nous avons choisi de nous inspirer des fonctionnalités utilisées du « SD9 simulator » 

pour la base de notre extracteur et il était donc important de comprendre son fonctionnement 

pour reproduire les options essentielles. L’appareil permet de générer des impulsions carrées 

avec un temps de travail réglable de 0,2ms à 200ms et un temps de repos entre chaque 

impulsion, également réglable de 0,2ms à 200ms. La tension de travail est ajustable de 0 à 100V 

bien que la plupart des utilisateurs ne dépassent pas les 10V pour des animaux de petite taille.  

Les glandes à venin sont recouvertes de tissus musculaires et comme pour tous les 

muscles, l’application d’un courant électrique entraîne leur contraction. Il est important de 

pouvoir contrôler le courant ainsi que la tension pour ne pas blesser l’animal et prélever un 

venin le plus pur possible. Nous avons donc choisi pour notre extracteur de conserver la 

possibilité d’ajuster ces paramètres. Le temps d’application de l’impulsion électrique est 

également important. Le « SD9 simulator » permet de générer des impulsions de 5Hz à 500Hz. 

Lors de l’utilisation d’un extracteur basé sur une simple pile, le manipulateur applique une 

tension continue durant un temps variable allant de 1 à 5 secondes. Bien que le venin ne soit pas 

pur sur ce type d’extraction, à cause d’une tension trop importante, cela indique qu’il est 

possible d’extraire du venin sans avoir recours à de la modulation d’impulsions. De plus il a été 

montré que les muscles agissent comme des filtres « passe-bas» et des impulsions de basse 

fréquence sont mieux transmises. Nous avons donc choisi pour notre extracteur de pouvoir 

régler une fréquence minimum de 1 Hz. Enfin la machine devait être relativement simple et peu 

coûteuse pour pouvoir être reproduite dans n’importe quel laboratoire. 

 

1.1.2 Choix des matériaux et de l’ergonomie : 

  Nous avons choisi d’utiliser une carte de développement de type Arduino® qui est 

programmable via un logiciel open source pour contrôler notre extracteur. Cette carte comporte 

un microcontrôleur Atmega256, un régulateur de tension qui permet d’alimenter la carte avec 

des tensions de 5V à 12V et un convertisseur USB/ UART pour l’injection du code source dans le  



 

 

Figure 4: Schéma des connections de l’extracteur de venin et des simplifications 
possibles. 

A. Schéma simplifié des connections à réaliser avec une carte Arduino
®

 Mega, sans interface IC2 

B. Schéma simplifié des connections à réaliser avec une carte Arduino
®

 pro mini et un écran LCD 
possédant une interface IC2 
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microcontrôleur. Le programme exécuté par la carte Arduino permet une sélection du temps de 

travail (minimum 1s) et du temps de repos (minimum 1s) à l’aide de 4 boutons poussoirs. Un 

écran LCD permet de visualiser les temps sélectionnés. L’ensemble du circuit électronique a été 

placé dans un boitier étanche (IP55). Une fois le bouton de départ enclenché, l’extracteur génère 

un signal carré avec les temps de travail et de repos définis. Pour ajuster la tension et l’intensité, 

nous avons utilisé une alimentation de laboratoire linéaire « classique » (0V-30V / 0A-8A). Un 

relais permet de contrôler l’alimentation à l’aide de l’extracteur. Pour maintenir les araignées de 

petites tailles, nous avons utilisé une pince ultrasouple spécialement prévue pour ce type de 

contention. Cette pince est reliée à la borne positive de l’alimentation. A l’extrémité de la borne 

négative se trouve le stimulateur que nous avons créé à l’aide de connecteurs carrés de 6 mm. 

 

1.1.3 Extraction du venin de Zoropsis spinimana : 

Pour valider l’extracteur nous avons décidé de prélever le venin de l’araignée Zoropsis 

spinimana, une espèce commune dans le sud de la France. Sa petite taille (≈13mm) et sa 

disponibilité à toutes les saisons en font un excellent animal pour tester notre extracteur. De 

plus le venin de cet animal n’a jamais été caractérisé auparavant et seules quelques études de 

toxicité sur l’homme sont présentes dans la littérature (Gnadinger, Nentwig et al. 2013, Nentwig, 

Gnadinger et al. 2013). Avant de stimuler notre animal, nous avons observé à l’oscilloscope que 

les courants générés par l’extracteur étaient bien de forme carrée et que les réglages de voltage 

étaient bien respectés. Le venin obtenu était translucide et contenait, après analyse par 

spectrométrie de masse, 635 peptides avec des masses variant de 1kDa à 10kDa (Article 1). 

 

1.1.4 Conclusion :  

Nous sommes donc parvenus à concevoir un extracteur à faible coût (moins de 150 

euros), assez précis pour permettre de collecter le venin des araignées de petites tailles. Il peut 

également être utilisé sur d’autres arthropodes tels que des scorpions ou des scolopendres en 

adaptant les électrodes de contention et de stimulation. Cet appareil est simple d’utilisation et a 

été créé avec des composants électroniques très communs et faciles à se procurer dans la 

plupart des pays. Nous avons fait le choix d’utiliser une carte Arduino méga 256 qui possède 54 

entrées/sorties digital pour pouvoir ajouter d’autres stimulateurs sans avoir à changer de carte 

mais il est possible de réduire considérablement la taille et le prix du système en remplaçant 

celle-ci par une carte « nano ou pro mini. Une interface IC2 peut également être utilisée pour le  
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raccordement de l’écran LCD ce qui a pour effet de diminuer le nombre de connections vers la 

carte. Une représentation des modifications possibles est observable sur la figure 4. 

D’après les données de la littérature, les venins d’araignées étudiés par analyse 

protéomique et transcriptomique présentent environ 200 à 300 peptides chez les 

Aranéomorphes (araignées se distinguant morphologiquement des mygales). Ces peptides sont 

communément distribués en deux groupes, le premier allant de 2 kDa à 5 kDa et le second de 6 

kDa à 8 kDa. Les résultats obtenus sur le venin de Zoropsis spinimana montrent que 51 % des 

peptides sont présents dans la gamme de 2 à 5 kDa et 22 % entre 6kDa et 8 kDa. La distribution 

majeure des peptides de cette araignée étant comprise entre 1kDa et 9 kDa confirme que nos 

résultats sont en accord avec la littérature. Ce système est une alternative efficace et peu 

onéreuse à l’utilisation d’extracteurs commerciaux et permet de collecter des venins d’araignées 

ou d’autres animaux de petite taille. 
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1.2 Extraction de venin d’Anémone de mer : 

On retrouve de nombreuses espèces d’anémones de mer en méditerranée. Par le passé, seul 

le venin d’espèces possédant des neurotoxines excitatrices chez les crustacés ou les mammifères 

et pouvant entrainer une certaine neurotoxicité ont été testés sur l’activité des canaux ASIC au 

laboratoire (Anthopleura sp ; Anemonia sp, Stichodactyla, Condylactis…). Malheureusement 

comme beaucoup d’études sur les animaux venimeux, les espèces ne présentant que peu ou pas 

de toxicité envers l’homme ont été écartées des études sur les canaux ioniques. Nous avons donc 

envisagé de mettre au point un protocole permettant d’extraire et de purifier des composés 

peptidiques susceptibles d’avoir un intérêt dans nos recherches à partir d’anémones de mer 

dans notre environnement sur la Côte d’Azur. De plus, certaines espèces françaises sont 

soumises à une protection. Pour mettre au point notre protocole, nous avons donc choisi 

d’extraire le venin de manière non létale. 

 

1.2.1 Récolte et prélèvement des échantillons : 

Il n’est pas nécessaire de plonger très profondément en mer pour observer des 

anémones de mer. Certaines espèces comme Actinia schmidti, la tomate de méditerranée, sont 

présentes très proches de la surface et parfois même émergées. Cette espèce d’anémone est 

commune sur les côtes françaises et ne dispose pas de statut de protection particulier. Cette 

espèce solitaire est fixée solidement aux rochers par son pied musclé et bien que l’Actinia 

schmidti soit inoffensive pour l’homme, elle est carnivore, présente des tentacules courts 

disposés en six rangées concentriques et possède des cellules urticantes. 

Pour prélever ces animaux sans les blesser il suffit d’appliquer un glaçon durant 

quelques secondes à la base du pied. L’anémone se décroche alors sans difficulté. Cette anémone 

est par nature soumise à différents stress dans la nature, elle se rétracte sur elle-même et 

secrète un mucus destiné à la protéger. Ce mucus peut être prélevé en laissant à l’air libre les 

anémones durant trente minutes (Stabili, Schirosi et al. 2015). En revanche pour prélever le 

contenu des nématocystes il est nécessaire d’exposer l’anémone à un choc osmotique. Nous 

avons donc placé les anémones dans 500ml d’eau osmosée durant dix minutes. Après seulement 

trois minutes on peut observer la sécrétion d’une substance blanche translucide au niveau des 

tentacules. Une fois les dix minutes écoulées, les animaux ont été relâchés sur leur lieu de 

prélèvement et ne montraient pas de signes de traumatismes particuliers. Deux minutes après 

les animaux étaient de nouveau fixés aux rochers. Pour des anémones plus sensibles, il aurait été 

préférable d’utiliser une méthode d’extraction basée sur des chocs électriques. 



 

 

 

Figure 5: Caractérisation du venin d’ Actinia schmidti 

A. Photo d’un spécimen d’Actinia schmidti vu de dessus. L’anémone est repliée sur elle-même pour éviter sa déshydratation. 

B. Chromatogramme des ions totaux (TIC) du venin brut d’Actinia schmidti montrant la distribution de l’ensemble des 

molécules éluées avec un gradient de 5 à 70 % d’acétonitrile en 45 minutes. 

C. Trace représentative de courant, enregistrée en double électrodes intracellulaires (TEVC) sur des ovocytes de Xenopus 

laevis exprimant les canaux ASIC1a de rat. Les canaux sont stimulés par des sauts de pH de 30 secondes à pH5.0, à partir 

d’un pH de conditionnement de 7.4. Le venin brut est appliqué à pH7,4 durant 30 secondes avant la stimulation à  pH5.0  

D. Protocole identique à (C), effectué sur des ovocytes n’exprimant pas les canaux ASIC1a. L’absence de courant pH sensible 

est vérifiée par des sauts de pH (passage de pH 7,4 à pH 5,0) pendant 30 secondes. 
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1.2.2 Extraction et purification : 

Il a été montré dans la littérature que le mucus d’Actinia equina, qui est très proche 

d’Actinia schmidti est thermolabile (Stabili, Schirosi et al. 2015). Pour ne pas risquer de perdre 

l’activité de peptides d’intérêt, nous avons donc placé les échantillons à basse température 

(maximum 4°C) durant toutes les phases, du prélèvement à la purification. La solution a d’abord 

été filtrée (0.45µm) pour éliminer les résidus de matières organiques présents sur le corps de 

l’anémone. Les 500 ml d’eau osmosée contenant les sécrétions ont ensuite été congelés 

rapidement dans de l’azote liquide (-180°C) puis placés dans un lyophilisateur (Virtis advantage) 

jusqu'à élimination totale du liquide (environ 2 jours). Le ballon de verre contenant les sels a été 

rincé avec 25ml l’acétonitrile 100 % contenant 0.1% d’acide trifluoroacétique (TFA) puis dans 

25 ml d’eau osmosée. Les deux solutions ont ensuite été mélangées et placées dans des tubes 

LPA (Low Protein Absorption) puis dans de l’azote liquide pour être à nouveau lyophilisées 24 

heures. Après resuspension dans 10ml d’eau osmosée, la solution a été placée dans un boudin de 

dialyse (Spectra/Prot® 1kD) que nous avons lui-même placé dans un volume d’eau 

correspondant à 500 fois le volume de l’échantillon afin d’éliminer les sels. Nous avons effectué 

trois changements d’eau (à 30 min, 3 heures et 24 heures) afin de garantir une dialyse complète. 

Le contenu du boudin de dialyse a ensuite été lyophilisé une dernière fois afin de concentrer 

l’échantillon puis suspendu dans 1 ml d’eau osmosée. 

 

1.2.3 Caractérisation biochimique du venin d’Actinia schmidti : 

Nous avons analysé 5 µL de venin brut par chromatographie liquide à haute performance 

(HPLC Thermo Scientific Dionex U3000) sur une colonne syncronis aQ (150 mm x 2,1 mm i.d x 5 

µm) de chez Thermo Scientific avec un débit de 300µL/min. En parallèle nous avons testé l’effet 

de ce venin sur les courants ioniques natifs de l’ovocyte de Xenopus laevis et sur les courants 

ASIC exprimés après injection de l’ADNc dans le noyau. 

Les enregistrements électrophysiologiques réalisés sur les ovocytes exprimant les 

canaux ASIC3 (5ng/µL d’ADN injecté manuellement) montrent une dépolarisation rapide de la 

membrane plasmique suite à l’application du venin, suivie d’un retour au potentiel de repos très 

lent lors du rinçage. Nous avons observé les mêmes résultats lors de l’application du venin sur 

des ovocytes natifs n’exprimant pas les canaux ASIC. Le chromatogramme et les résultats 

observés sur les ovocytes de xénopes sont visibles sur la figure 5. 

 



 

 

 

Figure 6: Caractérisation du venin de Pandinus imperator. 

A. Chromatogramme du venin brut de Pandinus imperator montrant la distribution de l’ensemble des 

molécules éluées avec un gradient de 5 à 60 % d’acétonitrile en 55 minutes (HPLC phase inverse sur 

colone C18). 

B. Trace représentative de courant généré par rASIC1a, enregistrée en double électrodes intracellulaires  

(TEVC) sur des ovocytes de Xenopus laevis. Les canaux sont stimulés par des sauts de pH de 30 secondes 

entre pH 7,4 à pH 5,0. Le venin brut (0,1 mg/ml) est appliqué à pH 7, 4 durant 30 secondes avant le saut 

de pH. 

C. Protocole identique à (B). Le venin, recomposé après HPLC, est appliqué 30 secondes à pH7,4 avant le 

changement de  pH. 
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1.2.4 Conclusion : 

La méthode mise au point pour extraire le venin d’anémone de mer semble être efficace 

sur les anémones Actinia schmidti et ne semble pas être nocive pour ces organismes. Lors de 

l’extraction et de la purification nous avons limité la taille des peptides extraits à un minimum de 

1 kDa car APETx2 possède un poids moléculaire de 4.5 kDa. Il est possible que des peptides ou 

d’autres petites molécules issues d’anémone de mer ayant un poids moléculaire inférieur à 1 

kDa puissent avoir un effet sur les canaux ASIC et il serait intéressant d’adapter le protocole de 

manière à conserver plus de peptides. 

Les enregistrements électrophysiologiques réalisés sur les ovocytes de xénopes ont 

révélé que ce venin affecte le courant natif de l’ovocyte et n’est malheureusement pas actif sur 

les canaux ASIC. L’objectif de ma thèse étant la découverte de nouveaux modulateurs de ces 

canaux, nous n’avons pas continué l’étude de ce venin plus en détail.  

Bien que les essais du venin d’Actinia schmidti sur les canaux ASIC se soient révélés 

inefficaces, le protocole mis au point sur cette espèce va permettre au laboratoire d’extraire le 

venin d’autres anémones et d’augmenter la probabilité de découvrir de nouvelles molécules 

d’intérêt pour l’étude des canaux ioniques. 

  

2. Utilisation de venins commerciaux : 

La plupart des venins que j’ai testés sur les canaux ASIC proviennent de fournisseurs 

spécialisés dans l’élevage d’animaux venimeux (Latoxan, Alphabiotoxine). Après avoir criblé un 

grand nombre de venins, nous avons sélectionné des venins de scorpions présentant une activité 

inhibitrice sur les canaux ASIC1a. Le premier venin de scorpion qui a présenté une telle activité 

provenait du scorpion Pandinius imperator, une espèce d’Afrique centrale de la famille des 

Scorpionidae protégé par la convention de Washington (CITES) mais qui par chance est très 

facile à reproduire en captivité. Ce scorpion est le plus large du monde et peut atteindre une 

taille de 20 cm. En revanche il présente une toxicité modérée sur l’homme et n’est pas considéré 

comme dangereux. De plus, il montre de grandes similarités avec certaines espèces de 

Scorpionidae asiatiques du genre Hererometrus. Les Heterometrus sont également reproduits 

depuis de nombreuses années en captivité car ils sont consommés et comptent parmi les mets 

de choix en Asie. Nous nous sommes procurés le venin de six espèces d’Heterometrus (Alpha 

biotoxine) et nous avons testé leur effet sur les canaux ASIC.  



 

 

Figure 7:Caractérisation du venin de Heterometrus mysorensis (Hemy) 

A. Chromatogramme du venin brut de Heterometrus mysorensis montrant la distribution de l’ensemble 

des molécules, éluées avec un gradient de 5 à 60 % d’acétonitrile en 55 minutes (HPLC phase inverse 

sur colonne C18). 

B. Trace représentative de courant généré pas rASIC1a, enregistrée en double électrodes 

intracellulaires (TEVC) sur des ovocytes de Xenopus laevis. Les canaux sont stimulés par des sauts de 

pH pendant 30 secondes. Le venin brut est appliqué à pH7,4 durant 30 secondes avant le saut de pH. 

C.  Même protocole que (B), la fraction 1 du venin d’Heterometrus mysorensis (Hemy) est appliquée à 

pH7,4 durant 30 secondes avant le saut de pH. 
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Parmi ces venins, ceux provenant d’Heterometrus laoticus et d’Heterometrus mysorensis ont 

présenté des effets inhibiteurs  puissants (environ 80% d’inhibition du courant ASIC1a). Nous 

avons donc tenté de caractériser plus en détail les éventuelles toxines présentes dans ces venins 

et responsables de ces effets. 

 

2.1 Le fractionnement du venin de Pandinius imperator semble 

affecter son activité inhibitrice sur les canaux ASIC1a : 

Les observations réalisées précédemment au laboratoire, montraient des effets inhibiteurs 

de ce venin sur des canaux homomériques ASIC1a exprimés dans l’ovocyte de xénope, pour des 

concentrations de venin brut de 0.1 mg/ ml. Après le fractionnement par HPLC sur une colonne 

de phase inverse (C18) nous avons séparé 18 fractions puis analysé leurs effets sur les courants 

ASIC1a exprimés dans des ovocytes de xénope. 

Nous avons constaté rapidement qu’aucune des fractions ne permettait de reproduire les 

effets observés avec le venin brut. Dans l’hypothèse que certaines molécules puissent former un 

dimère aux propriétés inhibitrices, nous avons réassemblé les fractions 1 à 18. Nous ne sommes 

pas parvenus à restaurer l’effet inhibiteur de ce venin, suggérant la perte ou la dégradation du 

composé d’intérêt. Ces résultats sont présentés figure 6. 

 

2.2 Le fractionnement des venins d’Heterometrus mysorensis et 

d’Heterometrus laoticus révèle une activité inhibitrice des premières 

fractions (non peptidiques) : 

Nous avons étudié les activités inhibitrices des venins d’Heterometrus laoticus et 

d’Heterometrus mysorensis sur les canaux ASIC1a. Ces venins présentaient une activité de 80 % à 

100% d’inhibition des courants ASIC1a exprimés dans l’ovocyte de Xénope. Après 

fractionnement par HPLC sur une colonne en phase inverse (C18) nous avons séparé en 54 

fractions le venin d’Heterometrus laoticus et 49 fractions  le venin d’Heterometrus mysorensis. 

Dans les deux cas, l’analyse des fractions montre que les effets inhibiteurs de ces venins 

sont présents uniquement dans la fraction 1 qui correspond à un temps de rétention de 0 à 4 

minutes. Cette fraction contient les composés non retenus par la colonne de chromatographie 

tels que des sels et des ions qui pourraient être à l’ origine des inhibitions des canaux ASIC1a. 

Ces résultats sont présentés sur les figures 7et 8. 



 

 

 

 

 Figure 8: Caractérisation du venin de Heterometrus laoticus (Hela) 

A. Chromatogramme du venin brut de Heterometrus laoticus montrant la distribution de l’ensemble 

des molécules, éluées avec un gradient de 5 à 60 % d’acétonitrile en 55 minutes (HPLC phase inverse 

sur colonne C18). 

B. Trace représentative de courant généré pas rASIC1a, enregistrée en doubles électrodes 

intracellulaires (TEVC) sur des ovocytes de Xenopus laevis. Les canaux sont stimulés par des sauts de 

pH pendant 30 secondes. Le venin brut est appliqué à pH7,4 durant 30 secondes avant le saut de pH. 

C.  Même protocole que (B), la fraction 1 du venin d’Heterometrus laoticus (Helo) est appliquée à pH7,4 

durant 30 secondes avant le saut de pH. 
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2.3 L’inhibiteur de Zinc N,N,N’,N’–Tetrakis (2-pyridylmethyl) 

éthylènediamine bloque les effets inhibiteurs des fractions 1 de 

Heterometrus mysorensis et Heterometrus laoticus : 

Nous utilisons les colonnes de chromatographie en phase inverse C18 pour séparer les 

composés organiques. Les sels et les ions qui sont solubles dans l’eau ne sont pas retenus et sont 

élués rapidement après l’injection du venin dans la colonne. Ils se retrouvent dans la première 

fraction. Le venin de Pandinus est connu pour posséder des quantités de zinc de l’ordre de 

0,2µM/mg de venin brut (Pappone and Cahalan 1987). Les scorpions du genre Heterometrus 

appartenant à la même famille, nous avons tenté de savoir si les venins d’Heterometrus 

mysorensis et d’Heterometrus laoticus contenaient du zinc, connu pour inhiber les homomères 

ASIC1a (Sluka, Winter et al. 2009). 

Pour tester cette hypothèse nous avons utilisé un inhibiteur de Zinc, le N,N,N’,N’–Tetrakis 

(2-pyridylmethyl) éthylènediamine (TPEN) à une concentration de 10 µM en présence du venin 

brut (0,1 mg/ml) d’Heterometrus mysorensis ou d’Heterometrus laoticus. Les résultats présentés 

sur la figure 9 montrent que la présence de N,N,N’,N’–Tetrakis (2-pyridylmethyl) 

éthylènediamine bloque les effets inhibiteurs de ce venin sur les canaux ASIC1a exprimés dans 

l’ovocyte de xénope et confirment que le zinc présent dans ce type de venin explique l’effet 

observé sur l’activité de ces canaux. 

 

2.4 Conclusion :  

Bien que les venins de Scorpionidae semblaient présenter des substances d’intérêt 

permettant l’étude des canaux ASIC, les résultats obtenus avec le N,N,N’,N’–Tetrakis (2-

pyridylmethyl) éthylènediamine montrent que le zinc présent dans ces venins est très 

probablement à l’origine des effets inhibiteurs observés avec les venins bruts. Ces résultats 

soulignent les limitations à utiliser des venins bruts pour la première phase de sélection des 

venins par rapport à un pré-fractionnement. Les deux méthodes présentent cependant à la fois 

des avantages et des inconvénients.  

L’utilisation de venin brut permet par exemple d’observer des effets liés à l’association de 

deux molécules au sein d’un dimère actif. En revanche, si deux molécules de même affinité 

présentent des effets antagonistes (l’une activatrice et l’autre inhibitrice du canal), ils ne seront 

pas observables avec cette méthode. De plus, certains venins possèdent des cytotoxines qui 

affectent la structure des membranes les rendant inutilisables directement sur les cellules.  



 

 

 Figure 9: L’utilisation de l’inhibiteur de zinc N,N,N’,N’–Tetrakis (2-pyridylmethyl) 
ethylenediamine (TPEN) annule les effets du venin d’Heterometrus mysorensis (Hemy) 
et d’ Heterometrus laoticus (Hela) 

A. Trace représentative de courant généré par rASIC1a, enregistrée en double électrodes 

intracellulaires (TEVC) sur des ovocytes de Xenopus laevis. Les canaux sont stimulés par des 

changements de pH (passage de pH7,4 à pH5,0) pendant 30 secondes. Le venin brut d’ Heterometrus 

mysorensis Hemy (0.1 mg/ml) est appliqué à pH7,4 durant 30 secondes avant le changement de pH 

puis le venin contenant 10µM de TPEN est appliqué à pH7,4 durant 30 secondes avant le changement 

de pH. 

B. Même protocole que (A), réalisé avec le venin de Heterometrus laoticus (Hela).  
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Les résultats observés avec les venins de Pandinus et d’Heterometrus montrent par ailleurs que 

des ions peuvent aussi affecter les résultats de screening. L’utilisation de venins fractionnés 

quant à elle reste plus coûteuse en temps et en matériel et nécessite souvent une personne 

affectée uniquement à cette tâche. Le préfractionnement de venins permet d’identifier par 

criblage des sous fractions et d’éliminer celles présentant des activités cytolytiques, d’éliminer 

les sels et les ions mais ne permet pas d’observer des effets qui seraient liés à des molécules 

agissant en combinaison. Avec ce type de criblage, il aurait été impossible de découvrir par 

exemple la MitTx (Bohlen, Chesler et al. 2011) qui est formée d’un dimère non covalent 

correspondant à un peptide et une protéine présentant des temps de rétention très différents 

lors des purifications par HPLC en phase inverse. 

Bien que ces deux méthodes présentent leurs avantages, je pense que l’utilisation de venin 

brut est à privilégier pour une étude à grande échelle de venins d’origines différentes pour la 

première phase de criblage. Cela permet l’étude d’un grand nombre de venins en un minimum 

de temps. Il est tout de même nécessaire de fractionner certains venins présentant des activités 

cytolytiques car ils peuvent contenir d’autres molécules d’intérêt pour la pharmacologie des 

canaux ioniques et des récepteurs avant de les rejeter de l’étude. Enfin il semble important de ne 

pas utiliser la fraction contenant les composés inorganiques lors des tests de criblage des 

différentes sous fractions en particulier sur les canaux ASIC pour éliminer les faux positifs liés 

aux ions (le zinc en particulier). 
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1. Article 2 : Etude du site d’action et du mécanisme 

d’inhibition de la mambalgine-2 sur les canaux 

ASIC1a : 

1.1 Contexte de l’étude : 

Une combinaison d'approches génétiques et pharmacologiques a mis en exergue 

l’implication des canaux ASIC dans de nombreux processus physiologiques et pathologiques et 

leur modulation apparaît donc comme une nouvelle stratégie thérapeutique potentielle dans le 

traitement de troubles divers tels que la douleur mais aussi les accidents vasculaires cérébraux 

ou les maladies neurodégénératives. 

Depuis de nombreuses années, les toxines peptidiques se sont révélées être de très puissants 

outils pour étudier le rôle de ces canaux in vitro et in vivo à la fois dans le système nerveux 

central et périphérique. Les mambalgines, qui sont les dernières toxines à avoir été découvertes 

au laboratoire, pourraient présenter un réel intérêt thérapeutique mais leur mécanisme 

d'inhibition n’était pas encore élucidé. Les mambalgines-1 et -2, ne diffèrent que d’un seul résidu 

en position 4 (Phe ou Tyr) et présentent le même profil pharmacologique. En 2014 les travaux 

d’une équipe australienne ont suggéré que la mambalgine-2 pouvait se lier à proximité de la 

poche acide du canal ASIC1a (Schroeder, Rash et al. 2014) cependant la description précise de 

son site de liaison et son mécanisme d’action restaient encore mal décrit malgré un premier 

indice suggérant que la mambalgine est capable de stabiliser l’état fermé du canal (Diochot et al 

2012), ce qui se traduit par un décalage de la courbe d’activation vers des pH plus acides. 

Pour décrire sa fixation et comprendre précisément son mécanisme d’action, nous avons 

donc réalisé une mutagénèse dirigée du canal ASIC1a en se basant sur une modélisation 

informatique de son interaction effectuée en collaboration avec le Dr Dominique Douguet (IPMC, 

CNRS, Sophia Antipolis). Nous avons utilisé la mambalgine-2 car nous disposions de la structure 

déterminée par résonance magnétique nucléaire faite par une équipe australienne (Schroeder, 

Rash et al. 2014).  
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1.2 Résultats : 

La modélisation informatique en trois dimensions de l’interaction entre ASIC1a et la 

mambalgine-2 a suggéré une fixation de la toxine au niveau de la poche acide qui se situe à 

l’interface entre deux sous unités et est formée, entre autre, par le domaine pouce (T pour 

Thumb), la β-balle (β) et le haut du domaine Paume (P) de la sous unité adjacente. Cette 

modélisation indique notamment que chacun des trois doigts de la mambalgine est capable 

d’établir un contact avec le canal. Alors que le doigt II semble s’insérer profondément dans la 

cavité de la poche acide le doigt III semble être en contact avec la région du pouce et le doigt I 

établit un contact avec le domaine Paume de la sous unité adjacente. Le cœur de la toxine semble 

interagir avec une autre partie du pouce dont la nature des acides aminés diffère entre ASIC1a et 

ASIC2a. C’est à partir de cette modélisation que nous  avons pu orienter notre approche par 

mutagenèse et tenter de valider ce site d’action potentiel. Pour confirmer ce site de liaison et 

éventuellement élucider au niveau moléculaire le mécanisme d’inhibition, nous avons réalisé des 

chimères « perte de fonction » en introduisant dans ASIC1a des domaines issus du canal ASIC2a 

qui est insensible à la mambalgine. Dans un second temps, nous avons créé des chimères « gain 

de fonction » en conférant à ASIC2a une sensibilité à la mambalgine en lui introduisant les 

régions d’ASIC1a précédemment identifiées comme étant cruciales pour sa fixation ou son 

mécanisme d’action. La mambalgine agissant comme un modulateur du mécanisme d’ouverture 

de ces canaux, il est important de vérifier la sensibilité au pH de chacune de ces chimères lors de 

l’activation et de l’inactivation pour exclure la possibilité d’un effet indirect et être sur que tout 

ce que nous mesurions résultait d’une perturbation directe de l’interface entre le canal et la 

toxine. Nous avons donc effectué les courbes d’activation et d’inactivation pour chaque chimère 

que nous avons créée. 

Nous avons montré que les chimères ASIC1a dont le domaine P ou β était remplacé par leur 

homologue ASIC2a se révélaient moins sensibles aux effets de la mambalgine-2 suggérant que 

ces deux domaines sont, au moins partiellement, nécessaires pour transmettre l’effet inhibiteur. 

En revanche, lorsque le domaine T de ASIC1a est remplacé par celui d’ASIC2a, cette chimère 

1a/2aT devient totalement insensible à la mambalgine-2, suggérant un rôle central de ce 

domaine dans l’interaction avec la toxine. Les changements de propriétés biophysiques de ces 

chimères comparés à ASIC1a ne permettent pas d’expliquer cette diminution ou cette abolition 

de l’effet inhibiteur, ce qui suggère une implication directe de ces domaines avec la toxine et non 

un effet indirect dû aux changements de propriétés initiales.  
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Il n’y a que huit acides aminés qui diffèrent entre les domaines T de ASIC1a et de ASIC2a. 

Seuls 5 d’entre eux sont à l’interface avec la toxine dans notre modèle 3D. L’analyse par mutation 

ponctuelle de chacun d’entre eux montre que seuls les résidus Asp349 et Phe350 altèrent 

l’inhibition. D’autre part, le double mutant D349F,G350L entraîne une diminution drastique de 

la sensibilité à cette toxine et explique la plus grande partie des effets observés dans la chimère 

1a/2aT. Pour confirmer l’importance de ces trois domaines et interpréter leur rôle nous avons 

construit des chimères « gain de fonction » en remplaçant les domaines T, P et/ou β du canal 

ASIC2a par ceux du canal ASIC1a. Contrairement à ce que nous avions envisagé, la chimère 

2a/1aT, c’est à dire ASIC2a présentant le domaine T du canal ASIC1a, ne nous a pas permis 

d’observer une inhibition en présence de mambalgine-2 mais a mis en évidence un effet 

potentialisateur encore jamais observé. Nous en avons conclu que ce domaine, bien que central 

pour l’interaction avec la toxine, ne permet pas à lui seul d’expliquer le mécanisme d’inhibition. 

Pour tenter de restaurer le mécanisme complet, nous avons remplacé dans cette chimère le 

domaine P puis le domaine β. Lorsque la chimère ASIC2a possède le domaine T et P de ASIC1a, 

l’inhibition par la mambalgine est partiellement restaurée, en revanche la chimère ASIC2a 

construite avec le domaine T et β du canal ASIC1a ne permet pas d‘inverser l’effet stimulateur de 

la toxine. 

Les résultats obtenus avec les chimères « gain de fonction » ou « perte de fonction », nous 

ont permis d’identifier le rôle central du domaine T, qui est nécessaire et suffisant pour conférer 

une sensibilité à cette toxine, mais n’expliquent pas le mécanisme d’inhibition à lui seul. Nous 

avons également identifié le rôle du domaine P qui permet de restaurer partiellement 

l’inhibition par la mambalgine-2 lorsqu’il est associé au domaine T. En revanche, le domaine β 

n’est pas capable de faire de même lorsqu’il est, lui aussi, associé au domaine T et ne permet pas 

de contrer les effets activateurs de la toxine induits via le domaine T. Pour clarifier le rôle joué 

par le domaine β dans le mécanisme d’inhibition, nous nous sommes intéressés à la chimère 

1a/2aP dont l’inhibition est seulement partiellement affectée suggérant qu’il existe un autre 

domaine, différent de P, qui contribue également la transmission de l’effet inhibiteur de la 

toxine. La mutation simultanée des trois acides aminés RDQ/KQE du domaine β sur la chimère 

1a/2aP (chimère 1a/2aP+RDQ/KQE) entraîne une très forte potentialisation du courant par la 

mambalgine, alors que la même mutation sur un canal ASIC1a sauvage montre une altération de 

l’effet inhibiteur identique à celle induite par la mutation complète du domaine β. Ces résultats 

montrent que les domaines P et  sont tous deux impliqués dans le mécanisme d’inhibition par 

la mambalgine. 



 

 

 

Figure 10 : Modèle de l’inhibition d‘ASIC1a par la mambalgine 

A. Représentation schématique de l’interface entre deux sous-unités ASIC1a en rouge ou ASIC2a en turquoise les flèches vertes 

indiquent les mouvements des différents sous domaines  

B. Représentation schématique de l’interface entre deux sous-unités ASIC1a en rouge en présence de mambalgine.  

C. Représentation schématique de l’interface entre deux-sous unités ASIC1a (en rouge) possédant le domaine T de ASIC2a (en 

turquoise) en présence de mambalgine.  

D. Représentation schématique de l’interface entre deux sous-unités ASIC1a (en rouge) possédant le domaine P de ASIC2a (en 

turquoise) en présence de mambalgine.  

E. Représentation schématique de l’interface entre deux-sous unités ASIC1a (en rouge) possédant le domaine β-Ball de ASIC2a (en 

turquoise) en présence de mambalgine. 

F. Représentation schématique de l’interface entre deux sous-unités ASIC1a (en rouge) possédant le domaine P ainsi que une partie 

des acides aminés de la β-Ball de ASIC2a (en turquoise), en présence de mambalgine.  
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 Ces résultats permettent de proposer un modèle de l’inhibition d‘ASIC1a par la 

mambalgine (figure 10). Lorsque le canal est à l’état fermé, cette toxine se fixe au niveau de la 

poche acide à l’interface de deux sous unités et interagit principalement avec les résidus D349 et 

F350 du domaine T. La mambalgine interfère avec le haut du domaine P de la sous unité 

adjacente et le domaine β sur les résidus R190, D258 et Q259. Son contact avec le domaine P 

stabilise l’état fermé du canal en décalant la courbe d’activation vers des pH plus acides  

(figure10 B). La présence de seulement l’un de ces deux domaines (β ou P) permet d’observer un 

effet inhibiteur partiel de la mambalgine, ce qui explique la capacité de cette toxine à inhiber 

également des hétéromères tels qu’ASIC1a/ASIC2a (figure 10.D et .E). En revanche, la mutation 

du domaine T entraîne la perte de l’interaction avec la toxine et l’empêche d’exercer son effet 

inhibiteur (figure10.C). Une autre toxine, la psalmotoxine-1 (PcTx1) utilise un mécanisme 

similaire pour stabiliser quant à elle un état inactivé du canal et entraîner une inhibition des 

courants ASIC1a (Chen, Kalbacher et al. 2005, Salinas, Rash et al. 2006). En revanche il a été 

montré que son effet sur les homomères ASIC1b favorise un état ouvert (Chen, Kalbacher et al. 

2006). Nos expériences complémentaires avec PcTx1 montrent que, à l’inverse de la 

mambalgine, la mutation d’un seul des deux domaines P ou β suffit à supprimer son mécanisme 

inhibiteur et potentialise les courants de nos chimères 1a/2aP et 1a-RDQ-KQE (équivalent à 

1a/2a β).  

Notre modèle illustre l’idée que la mambalgine et PcTx1 ont un effet potentialisateur 

masqué par un effet inhibiteur. La fixation de la mambalgine sur le domaine T entraîne des 

changements de conformation susceptibles de favoriser l’ouverture du canal (figure 10.E), tout 

comme la fixation de PcTx1. En revanche, le contact avec le domaine β et/ou le domaine P 

stabilise ASIC1a dans un état fermé dans le cas de la mambalgine. PcTx1 quant à elle, stabilise 

principalement un état inactivé et requiert pour cela une interaction avec le domaine β et le 

domaine P. Les mécanismes évolutifs des toxines sur ce type de canaux semblent converger vers 

la préférence d’une modulation au niveau du senseur de pH en entraînant une altération du 

mécanisme d’ouverture du canal. Ce travail pourrait servir de base pour le développement de 

nouveaux modulateurs des canaux ASIC1a. 
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Binding site and inhibitory mechanism of the 

mambalgin-2 pain-relieving peptide on acid-

sensing ion channel 1a 
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2. Article 3: Identification des domaines 

fonctionnels de la Mambalgine-1 permettant 

l’inhibition des canaux ASIC1a 
 

2.1 Contexte de l’étude : 

 Après la caractérisation du site d’action de la mambalgine-2 sur les canaux ASIC1a (voir 

article 2), nous nous sommes intéressés aux domaines fonctionnels de la toxine nécessaires à 

son interaction avec le canal. Les 57 acides aminés des mambalgines-1, 2 et 3 ne diffèrent que 

d’un acide aminé (Mamb-1 versus Mamb-2 et Mamb-1 versus Mamb-3 : Y4F et T23I, 

respectivement) et présentent les mêmes propriétés (Baron, Diochot et al. 2013). Pour cette 

nouvelle étude nous avons travaillé en collaboration avec l’équipe du Dr Denis Servent, au 

Commissariat à l’Energie Atomique (CEA, Gif-sur-Yvette), qui a pu synthétiser la mambalgine-1 

en une seule étape et déterminer sa structure cristallographique. La cristallographie aux rayons 

X et la RMN fournissent toutes deux des informations sur les positions relatives des atomes dans 

la molécule. En revanche, la cristallographie permet d’aboutir à une carte de densité 

électronique indiquant les régions dans lesquelles peuvent se trouver les électrons de la 

molécule cristallisée, alors que la RMN, permet d’obtenir un ensemble de distance entre les 

noyaux atomiques qui définissent les structures moléculaires. Bien que les deux techniques 

présentent leurs avantages et leurs inconvénients, la diffraction aux rayons X donne 

l’information la plus précise puisqu’elle présente souvent une meilleure résolution et une moins 

grande flexibilité. Nous avons donc choisi de caractériser les domaines fonctionnels de la 

mambalgine-1 car sa structure cristallisée permet une meilleure observation des résidus 

exposés aux solvants ou à l’interface avec ASIC1a dans notre modélisation informatique. 

Néanmoins, les observations réalisées sur cette toxine peuvent être également transposées à la 

mambalgine-2. 

Les mambalgines présentent des propriétés analgésiques pouvant être équivalentes à 

celles de la morphine et ne semblent pas présenter d’effets secondaires comme ceux décrits 

pour la morphine. Synthétiser des composés de taille réduite ou de meilleure affinité/efficacité 

possédant les mêmes domaines fonctionnels que cette toxine pourrait donc avoir un intérêt 

thérapeutique et aussi fournir des outils pharmacologiques plus ciblés et plus adaptés 

permettant d’affiner la compréhension du rôle des canaux ASIC. C’est dans cette optique plus 

générale que s’intègre ce travail sur l’identification précise des résidus clefs de la mambalgine-1  
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qui devrait mener à une meilleure caractérisation des zones impliquées dans l’interaction avec 

les canaux ASIC. 

2.2 Résultats : 

La structure cristallographique de la mambalgine-1 présente des différences avec les 

données précédemment obtenues par RMN. Parmi ces différences, la région subissant le plus de 

variations de conformation entre ces deux structures correspond au doigt II de la toxine. Cette 

région pénètre profondément dans la poche acide d’ASIC1a et nous avons donc décidé de cibler 

les acides aminés dans cette région afin d’affiner le modèle de liaison que nous avons établi par 

modélisation informatique (voir article 2). Pour cela, nous avons utilisé une technique appelée 

«alanine scan» qui consiste à remplacer un à un chacun des acides aminés de la zone à étudier 

par une alanine afin de déterminer son implication dans l’interaction avec le canal. L’alanine 

présente l’avantage d’être électriquement neutre et d’avoir un encombrement stérique faible, ce 

résidu est donc peu susceptible de créer des interactions.  

Nous avons mesuré l’IC50 de chacun de ces variants de la mambalgine-1 sur le canal ASIC1a 

exprimé dans des ovocytes de xénopes. La modification de l’arginine 28 (R28A), chargée 

positivement ou encore la phénylalanine 27 (F27A), la leucine 32 (L32A), l’isoleucine 33 (I33A) 

et la leucine 34 (L34A) qui présentent des chaines secondaires hydrophobes, entraîne une 

augmentation significative de l’IC50 donc une baisse de l’affinité de la Mamb-1 pour ASIC1a. 

L‘altération de la fonction inhibitrice la plus drastique observée sur ces canaux est celle obtenue 

avec la mutation L32A. Tous ces acides aminés sont présents sur la même face de la toxine, et 

inversement la mutation des résidus exposés sur la face opposée ne semble pas affecter le 

pouvoir inhibiteur de ces variants.  

Ces observations suggèrent que le doigt II de la toxine est impliqué dans les interactions avec le 

canal et les résidus clés identifiés permettent d’orienter la mambalgine-1 sur ASIC1a. Il est 

intéressant de constater que la face de la toxine qui interagit avec le canal semble être différente 

de celle suggérée par la modélisation informatique initiale que nous avions faite sur l’étude du 

site d’action de la mambalgine-2 (voir Article 2). Nous avions également montré que la 

phénylalanine 350 du canal ASIC1a était importante pour les interactions avec la mambalgine-2. 

Cette nouvelle modélisation informatique réalisée avec la nouvelle structure cristallographique 

de la mambalgine-1 sur ASIC1a montre que cette phénylalanine est susceptible d’être en contact 

avec les résidus L32, L34 et F27. Pour déterminer lequel de ces acides aminés est en interaction 

avec la phénylalanine 350, nous avons effectué des analyses cycliques en double mutant. Ce type 

d’analyse se base sur le fait que lorsque deux molécules interagissent, il est possible de calculer  
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la variation d’énergie libre (ΔG) associée au changement de propriété structurale ou 

fonctionnelle lors de la formation du complexe. 

𝐴𝑆𝐼𝐶_𝑀𝑎𝑚𝑏1 
 

⇔ 𝐴𝑆𝐼𝐶 + 𝑀𝑎𝑚𝑏1  

∆𝐺𝐴𝑆𝐼𝐶/𝑀𝑎𝑚𝑏1 = 𝑅. 𝑇. ln
[𝐴𝑆𝐼𝐶][𝑀𝑎𝑚𝑏1]

[𝐴𝑆𝐼𝐶_𝑀𝑎𝑚𝑏1]
 

L’introduction d’une mutation dans l’une des deux molécules de ce complexe a des 

répercussions sur les niveaux d’énergie libre. 

∆𝐺𝐴𝑆𝐼𝐶∗/𝑀𝑎𝑚𝑏1 = 𝑅. 𝑇. ln
[𝐴𝑆𝐼𝐶∗][𝑀𝑎𝑚𝑏1]

[𝐴𝑆𝐼𝐶∗_𝑀𝑎𝑚𝑏1]
  

 

∆𝐺𝐴𝑆𝐼𝐶/𝑀𝑎𝑚𝑏1∗ = 𝑅. 𝑇. ln
[𝐴𝑆𝐼𝐶][𝑀𝑎𝑚𝑏1∗]

[𝐴𝑆𝐼𝐶_𝑀𝑎𝑚𝑏1∗]
  

 

∆𝐺𝐴𝑆𝐼𝐶∗/𝑀𝑎𝑚𝑏1∗ = 𝑅. 𝑇. ln
[𝐴𝑆𝐼𝐶∗][𝑀𝑎𝑚𝑏1∗]

[𝐴𝑆𝐼𝐶∗_𝑀𝑎𝑚𝑏1∗]
 

On calcule ensuite la variation d’énergie libre (∆∆G ) comme suit : 

 𝑒𝑥 ∶  ∆∆𝐺𝐴𝑆𝐼𝐶/𝑀𝑎𝑚𝑏1→𝐴𝑆𝐼𝐶∗/𝑀𝑎𝑚𝑏1 =  ∆𝐺𝐴𝑆𝐼𝐶∗/𝑀𝑎𝑚𝑏1 −  ∆𝐺𝐴𝑆𝐼𝐶/𝑀𝑎𝑚𝑏1  

 

Si la variation d’énergie libre associée à la mutation des deux molécules simultanément 

(∆∆𝐺𝐴𝑆𝐼𝐶/𝑀𝑎𝑚𝑏1→𝐴𝑆𝐼𝐶∗/𝑀𝑎𝑚𝑏1∗ ) diffère de la somme des variations d’énergies calculées à partir 

des mutations mesurées individuellement, cela indique que les deux résidus interfèrent 

probablement l’un avec l’autre et sont donc probablement couplés. 

∆∆𝐺𝐶𝑜𝑢𝑝𝑙𝑎𝑔𝑒 =  ∆∆𝐺𝐴𝑆𝐼𝐶/𝑀𝑎𝑚𝑏1→𝐴𝑆𝐼𝐶∗/𝑀𝑎𝑚𝑏1∗ −  ∆∆𝐺𝐴𝑆𝐼𝐶/𝑀𝑎𝑚𝑏1→𝐴𝑆𝐼𝐶∗/𝑀𝑎𝑚𝑏1 −  ∆∆𝐺𝐴𝑆𝐼𝐶/𝑀𝑎𝑚𝑏1→𝐴𝑆𝐼𝐶/𝑀𝑎𝑚𝑏1∗  

 

Si 

∆∆𝐺𝐴𝑆𝐼𝐶/𝑀𝑎𝑚𝑏1→𝐴𝑆𝐼𝐶∗/𝑀𝑎𝑚𝑏1∗  ≠   ∆∆𝐺𝐴𝑆𝐼𝐶/𝑀𝑎𝑚𝑏1→𝐴𝑆𝐼𝐶∗/𝑀𝑎𝑚𝑏1 +  ∆∆𝐺𝐴𝑆𝐼𝐶/𝑀𝑎𝑚𝑏1→𝐴𝑆𝐼𝐶/𝑀𝑎𝑚𝑏1∗  

 

Alors 

∆∆𝐺𝐶𝑜𝑢𝑝𝑙𝑎𝑔𝑒  ≠   0   ≫  Résidus couplés 
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Ce couplage peut refléter une interaction directe ou indirecte, ou encore une proximité probable 

des deux résidus étudiés. 

 

L’analyse en double mutant de l’inhibition d’ASIC1a dont la phénylalanine 350 a été 

mutée (ASIC1a-F350L), montre un effet purement additif (ΔΔG = 0) avec les variants de 

mambalgine-1 F27A et L34A, indiquant que ces acides aminés ne sont pas en interaction directe 

avec la phénylalanine 350 même s’ils interviennent dans l’interaction canal/toxine. En revanche, 

la mambalgine-1-L32A présente un ΔΔG différent de zéro, suggérant un couplage de ces deux 

acides aminés. 

Cette étude confirme le rôle crucial du doigt II de la mambalgine dans son interaction 

avec le canal ASIC1a et permet d’affiner le modèle présenté lors de notre précédente étude. Bien 

que l’analyse en double mutant doive être interprétée avec précaution, sa mise en perspective 

avec notre modèle informatique suggère fortement qu’il existe une interaction entre la leucine 

32 de la mambalgine-1 et la phénylalanine 350 du canal ASIC1a et permet d’identifier clairement 

la face de la mambalgine-1 se liant au canal. 
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Mambalgin-1 pain-relieving peptide, stepwise solid-

phase synthesis, crystal structure, and functional 

domain for acid-sensing ion channel 1a inhibition 
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3. Article 4 : Une nouvelle approche basée sur la 

pharmacologie pour analyser le mécanisme 

d’ouverture des canaux ASIC 

 

3.1 Contexte de l’étude : 

La fixation des protons sur la boucle extracellulaire des canaux ASIC au niveau de la poche 

acide entraîne des changements de conformation qui affectent la structure du canal jusqu’aux 

domaines transmembranaires qui forment le pore (Gonzales, Kawate et al. 2009). Ces domaines 

transmembranaires sont capables à leur tour d’exercer un rétrocontrôle sur la bouche afin de 

moduler la sensibilité au pH de ces canaux (Salinas, Lazdunski et al. 2009). L’influence du 

couplage entre la boucle extracellulaire et les domaines transmembranaires et cytosoliques 

(N/TM/C), ainsi que la façon dont différents agents pharmacologiques affectent ce couplage, 

n’ont pas encore été bien caractérisées.  

Certaines petites molécules telles que l’amiloride sont connues pour inhiber les canaux ASIC 

en agissant comme des pores bloqueurs de faible affinité (Baron and Lingueglia 2015). 

Néanmoins un effet paradoxal stimulateur a été observé à haute concentration sur les canaux 

ASIC3 (Waldmann, Champigny et al. 1995, Adams, Snyder et al. 1999, Li, Yu et al. 2011). Cet effet 

a été associé à une interaction possible de l’amiloride avec la boucle extracellulaire et des 

données provenant de cristallographie et de modélisation informatique suggèrent la fixation de 

cette molécule au niveau de la poche acide (Qadri, Song et al. 2010, Baconguis, Bohlen et al. 

2014). D’autres études montrent que l’amiloride peut se fixer à des sites non-protons 

dépendants et partager un site commun à des molécules tel que le 2-guanidine-4-

methylquinazoline (GMQ). Bien que le GMQ présente également un léger effet pore bloqueur il 

est principalement connu pour ses effets activateurs sur ASIC3 (Yu, Chen et al. 2010, Li, Yu et al. 

2011). 

Les petites molécules comme l’amiloride, le GMQ ou les toxines telles les mambalgines et 

PcTx1 interfèrent avec le mécanisme d’activation et d’inactivation des canaux ASIC. Nous avons 

donc décidé d’étudier l’influence de la boucle extracellulaire et des domaines N/TM/C des 

canaux ASIC1a et ASIC3 sur la sensibilité aux protons en présence de ces différentes molécules. 

Pour cela nous avons développé une approche basée sur l’analyse cyclique en double mutants, 

que nous avons déclinée en deux approches : soit une analyse cyclique simple pour analyser la  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 11 : Représentation schématique des différentes chimères réalisées à partir des 
canaux ASIC1a et ASIC3 
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coopérativité entre les effets des agents pharmacologiques, soit une nouvelle analyse cyclique de 

chimères fonctionnelles pour analyser le couplage entre deux domaines. 

 

3.2 Résultats : 

 Pour étudier le couplage de la boucle extracellulaire (Loop) et des domaines 

transmembranaires et cytosoliques (N/TM/C) au cours du mécanisme d’ouverture des canaux 

ASIC1a et ASIC3 et leur modulation par des agents pharmacologiques, nous avons utilisé deux 

chimères. La première, nommée ASIC1aLoop3 possède la boucle extracellulaire de ASIC3 avec 

les domaines N/TM/C de ASIC1a. La seconde nommée ASIC3Loop1a, possède la boucle 

extracellulaire d’ASIC1a avec les domaines N/TM/C de ASIC3 (figure 11). Les changements de 

conformation de la boucle extracellulaire induits par la fixation de protons sont transmis aux 

segments transmembranaires et aux domaines cytosoliques. Inversement ces domaines sont 

capables à leur tour d’exercer un rétrocontrôle sur la boucle en fonction de leur plus ou moins 

grande stabilité. Pour comprendre la nature du couplage entre la boucle et les domaines 

(N/TM/C), nous avons mis au point une méthode d’analyse cyclique de chimères fonctionnelles 

qui est dérivée de la méthode d’analyse cyclique en double mutants. La mesure des pH de demi-

activation (pH0,5act) ou de demi-inactivation(pH0,5inact) des canaux ASIC1a, ASIC3 et de leurs deux 

chimères associées a permis de déduire une variable que nous avons appelée Zeta (Z) et qui est 

proportionnelle à la variation d’énergie libre de couplage classiquement utilisée dans l’analyse 

cyclique en double mutant pour déterminer l’interaction entre deux résidus (ΔΔGcouplage). Notre 

analyse cyclique de chimères fonctionnelles (voir schéma ci dessous) montre que Z n’est pas 

différent de 0 aussi bien pour l’activation que pour l’inactivation. 
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Lorsque Z est proche de zéro, cela indique que le couplage entre la boucle extracellulaire 

et les domaines N/TM/C est purement additif. Les mécanismes de couplage dans ASIC1a, ASIC3, 

ASIC1aLoop3 et ASIC3Loop1a sont donc similaires. Autrement-dit, ce couplage est indépendant 

de la nature de la boucle et des domaines N/TM/C. Ces résultats démontrent que la boucle 

extracellulaire et les domaines N/TM/C présentent le même comportement quel que soit le 

contexte, c'est-à-dire quelle que soit la nature de la boucle et des domaines N/TM/C. Cela permet 

de quantifier et comparer la sensibilité relative de chacun de ces domaines entre ASIC1a et 

ASIC3. Pour l’activation et l’inactivation, nous avons montré que la boucle extracellulaire d’ASIC3 

est moins sensible aux protons que la boucle extracellulaire d’ASIC1a. De la même manière, la 

sensibilité apparente aux protons des domaines N/TM/C d’ASIC1a est moins grande que celle 

des domaines N/TM/C d’ASIC3. Le fait que les domaines N/TM/C d’ASIC1a diminuent à la fois la 

sensibilité au pH de l’activation et de l’inactivation implique que ces domaines doivent induire 

une plus grande stabilité de l’état fermé comparativement à ASIC3. L’effet inverse se produit 

pour ASIC3, ce qui confirme les précédents travaux de l’équipe démontrant une instabilité 

particulière des N/TM/C de ce canal (Salinas, Lazdunski et al. 2009), lui conférant sa capacité à 

générer des courants soutenus lors de légère acidose (pH7,0). 

En présence d’amiloride ou de GMQ, les courbes d’activation et d’inactivation d’ASIC3 en 

fonction du pH sont décalées respectivement vers des pH plus alcalins et plus acides. Le 

chevauchement de ces courbes entraîne la formation d’un important courant de fenêtre. 

Néanmoins, ce courant soutenu en présence d’amiloride est moins important en raison de son 

effet pore bloqueur supérieur à celui du GMQ. Sur les canaux, l’étude de la régulation d’ASIC1a 

par les protons en présence d’amiloride n’avait jamais été effectuée. Les résultats obtenus en 

présence d’amiloride montrent, comme pour le GMQ, un décalage de la courbe d’activation vers 

des pH plus acides. L’amiloride et le GMQ induisent également un décalage de la courbe 

d’inactivation d‘ASIC3 vers des pH plus acides et on observe également cette tendance sur 

ASIC1a sans que cela soit significatif. Par conséquent, le décalage des courbes d’activation et 

d’inactivation, qui s’opère dans le même sens, ne permettra pas le chevauchement  des courbes 

nécessaire à la formation d’un courant soutenu. 

Pour étudier l’action de ces deux molécules sur le couplage de la boucle extracellulaire et 

des domaines N/TM/C, nous avons étudié leur effet sur les chimères ASIC1aLoop3 et 

ASIC3Loop1a. En présence de GMQ, la chimère ASIC3Loop1a se comporte comme ASIC1a, ce qui 

suggère que les effets du GMQ sont directement dépendants de la nature de la boucle. 

L’amiloride entraîne également un décalage des courbes d’activation et d’inactivation vers des 

pH plus acides, cependant ce décalage semble plus important que ceux observés sur ASIC1a et 

suggère une influence des segments transmembranaires, contrairement à ce qui se produit avec  
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le GMQ. Sur les chimères ASIC1aloop3, l’application d’amiloride ou de GMQ décale les courbes 

d’activation et d’inactivation de la même manière que sur ASIC3 suggérant une fois de plus que 

leurs effets dépendent principalement de la nature de la boucle extracellulaire. L’analyse globale 

de ces résultats avec notre nouvelle approche indique une valeur de Zéta différente de 0 entre la 

boucle et les domaines N/TM/C lors d’une activation par les protons en présence d’amiloride ou 

de GMQ. Pour l’inactivation, seul le GMQ génère une valeur de Zéta différent de 0. Ces résultats 

indiquent deux choses : 

 1) Ces deux molécules affectent le couplage entre la boucle et les domaines N/TM/C de 

la même manière lors de l’activation, mais différemment lors de l’inactivation. 

 2) Lorsque Zeta est différente de zéro, cela indique que le couplage entre la boucle et les 

domaines transmembranaires n’est plus indépendant de la nature de ces domaines. Il semble 

que dans le cadre d’une régulation par l’amiloride ou le GMQ, il n’est plus possible d’intervertir 

les boucles extracellulaires d’ASIC1a et d’ASIC3 sans affecter leur couplage. Autrement dit il n’y a 

plus additivité des effets dépendants de ces deux domaines contrairement à ce qui est observé 

quand seuls les protons sont impliqués.  

Afin d’explorer plus en détail les mécanismes d’action de l’amiloride et du GMQ sur les 

canaux ASIC1a et ASIC3, et comprendre leur lien fonctionnel, nous avons regardé avec une 

analyse cyclique simple si ces deux modulateurs, lorsqu’ils sont utilisés ensemble, se limitent à 

des effets purement additifs ou agissent en coopérativité. Les valeurs de Zéta, calculées pour les 

canaux ASIC1a et ASIC3 indiquent que ces deux molécules présentent un effet purement additif 

ce qui suggère que l’amiloride et le GMQ agissent par le biais de deux mécanismes indépendants , 

ce qui est en accord avec la présence d’un seul site de fixation par canal. 

Après avoir déterminé l’influence de l’amiloride et du GMQ sur les canaux ASIC, nous 

avons étudié l’influence des domaines (N/TM/C) sur la régulation du mécanisme d’ouverture 

par la mambalgine-1 et la PcTx1, deux toxines ciblant spécifiquement la boucle extracellulaire 

d’ASIC1a. En se fixant sur ASIC1a, la mambalgine-1 décale la courbe d’activation vers des pH 

plus acides traduisant une stabilisation de son état fermé, alors que PcTx1 décale la courbe 

d’inactivation du canal ASIC1a vers des pH plus alcalins ce qui indique une stabilisation de l’état 

inactivé. Afin de déterminer l’influence sur les domaines N/TM/C nous avons testé l’effet de ces 

deux toxines sur la chimère ASIC3Loop1a. Nos résultats montrent que les domaines N/TM/C ont 

un impact faible sur l’effet régulateur de la mambalgine-1 mais induisent d’importantes 

modifications de l’effet de PcTx1 qui devient stimulatrice. 

Si nous mettons de côté les puissants effets « pore bloqueurs » de l’amiloride, nous avons 

montré au cours de cette étude que sur ASIC1a, l’amiloride et le GMQ génèrent des mécanismes  
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de régulation de la pH-dépendance différents de ceux observés sur ASIC3. Au sein de chacune de 

ces isoformes (ASIC1a et ASIC3), ces deux molécules présentent des mécanismes de régulation 

similaires, néanmoins le GMQ est capable d’induire des effets sur l’inactivation plus puissants 

que ceux de l’amiloride. C’est pour cette raison que nous avons choisi le GMQ pour comparer les 

mécanismes de régulation entre les toxines et les composés à base de guanidinium. De plus, le 

GMQ présente un faible effet pore bloqueur. 

 Une simple analyse cyclique nous a permis de montrer que lorsque le GMQ et PcTx1 sont 

appliqués simultanément sur ASIC1a, ces deux molécules exercent un effet purement additif sur 

l’activation ce qui suggère deux mécanismes d’action indépendants. En revanche, on observe une 

coopérativité négative de ces deux molécules sur l’inactivation des canaux ASIC1a. Les mêmes 

observations ont été faites pour les chimères ASIC3Loop1a, ce qui suggère que les effets 

observés ne sont pas dépendants de la nature des domaines N/TM/C. Cette coopérativité 

négative indique un mécanisme commun de régulation par le pH en présence de GMQ ou de 

PcTx1 lors de l’inactivation. L’analyse cyclique faite avec la mambalgine-1 et le GMQ révèle un 

effet purement additif ce qui suggère des mécanismes indépendants de régulation. 

L’introduction des domaines N/TM/C de ASIC3 dans la chimère ASIC3Loop1a modifie 

considérablement le comportement de la mambalgine-1 et du GMQ. On observe alors 

l’apparition d’une coopérativité positive de ces deux molécules sur l’activation et une 

coopérativité négative sur l’inactivation. Bien que la nature des domaines N/TM/C ait peu 

d’influence lorsque le GMQ et la mambalgine sont utilisés séparément, leur application 

simultanée semble pouvoir révéler les effets potentialisateurs de la mambalgine (voir article 2). 

Inversement, la nature des domaines N/TM/C n’affecte pas les effets produits par l’application 

simultanée de PcTx1 et GMQ, ce qui semble cohérent avec le fait que PcTx1 stabilise l’état 

inactivé et ouvert. 

En conclusion, nous avons utilisé des agents pharmacologiques combinés à des 

approches d’analyse cyclique pour comprendre les mécanismes de régulation de l’activation et 

de l’inactivation des canaux ASIC par le pH et en particulier les mécanismes de couplage entre la 

boucle extracellulaire et les segments transmembranaires. En adaptant la méthode d’analyse 

cyclique en double mutant à des chimères fonctionnelles, il nous a été possible de déduire la 

nature du couplage entre deux domaines d’un même canal. Grâce à cette analyse de chimères 

fonctionnelles, nous avons pu mettre en évidence que les changements de conformations induits 

par les protons au niveau de la boucle extracellulaire et transmis aux domaines 

transmembranaires (N/TM/C) sont similaires entre ASIC1a et ASIC3. En d’autres termes, quelle 

que soit la nature de la boucle et des domaines transmembranaires, le mécanisme de 

transmission entre ces deux domaines va suivre les mêmes règles.  



 

 

 

Figure 12: Modèle simplifié des relations complexes entre les mécanismes d'activation et 
d'inactivation dans la boucle d’ASIC1a en présence de différents agents pharmacologiques 
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De manière intéressante, nous avons pu observer que la boucle extracellulaire d’ASIC3 

présente une moins grande sensibilité au pH comparée à la boucle d’ASIC1a. Dans ASIC3, la plus 

faible sensibilité au pH de la boucle extracellulaire semble compensée par une plus grande 

instabilité de ses domaines N/TM/C favorisant son ouverture. Nous avons montré que c’est 

l’instabilité amenée par les domaines N/TM/C d’ASIC3 qui permet l’induction d’un courant 

soutenu lors d’une acidification modérée, ce qui est caractéristique des canaux ASIC3. Bien que 

l’amiloride et le GMQ impactent fortement ce courant soutenu, nous avons montré qu’il s’agissait 

d’un mécanisme indirect via une action de ces molécules sur la boucle extracellulaire. Nos 

résultats suggèrent également que les mécanismes de régulation par l’amiloride et le GMQ 

induisent des couplages de la boucle et des domaines N/TM/C différents dans ASIC1a et ASIC3, 

les boucles ne peuvent plus être interverties sans modifier le mécanisme. En effet, en présence 

de GMQ ou d’amiloride, le mécanisme initié par la boucle extracellulaire ASIC1a n’est pas altéré 

par la présence des domaines N/TM/C d’ASIC3 contrairement au mécanisme initié par la boucle 

d’ASIC3 qui est affecté par les domaines N/TM/C d’ASIC1a. Bien que les deux molécules affectent 

le mécanisme d’activation de la même manière, leurs effets sur l’inactivation ne sont pas de la 

même intensité et nous laisse penser que, bien que ces deux molécules partagent un site de 

liaison commun, leur différence de structure moléculaire devrait modifier légèrement la manière 

dont elles interagissent avec le canal. L’analyse cyclique des chimères fonctionnelles montre que 

ces deux composés modulent l’activité des canaux ASIC différemment de la régulation par les 

protons, suggérant que les effets activateurs de ces molécules ne miment pas les effets des 

protons au niveau du senseur de pH et donc ne partagent probablement pas le même site de 

liaison que ces derniers. La mambalgine et PcTx1 se fixent tous deux dans la poche acide 

(senseur de pH). Cependant, cette étude montre que leurs effets sur la régulation du canal par 

les protons sont différemment affectés selon la nature des domaines N/TM/C. 

Enfin, nous proposons un modèle présenté figure 12, décrivant les connexions complexes 

des mécanismes d'activation et d'inactivation dans la boucle d’ASIC1a et les mécanismes 

possibles de couplage avec les domaines transmembranaires / cytosoliques. Deux régions 

(Paume/Pouce et β-Balle/Paume) sont en mesure de relayer les deux mécanismes agissant en 

parallèle sur la région du poignet. La région β-Balle/Paume, agit aussi bien pour l'activation que 

pour l'inactivation par la liaison covalente avec les domaines transmembranaires (1 / TM1 et 

12 / TM2). La région Pouce/Palm, agit sur l'activation par la liaison non covalente avec le 

premier domaine transmembranaire (pouce / TM1) (figure 7 de l’article 4). 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



Seconde partie : étude du mécanisme d’ouverture des canaux ASIC et de leur régulation par des 
toxines 

 

97 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ARTICLE 4: 

A pharmacology-based approach to analyze the pH-

dependent gating of Acid-Sensing Ion Channels 
Besson T, Lingueglia E. and Salinas M 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

  



Seconde partie : étude du mécanisme d’ouverture des canaux ASIC et de leur régulation par des 
toxines 

 

98 
 

 



 

 

 



Seconde partie : étude du mécanisme d’ouverture des canaux ASIC et de leur régulation par des 
toxines 

 

99 
 

 



 

  



Seconde partie : étude du mécanisme d’ouverture des canaux ASIC et de leur régulation par des 
toxines 

 

100 
 

 



 

 

 



Seconde partie : étude du mécanisme d’ouverture des canaux ASIC et de leur régulation par des 
toxines 

 

101 
 

 



 

 

 



Seconde partie : étude du mécanisme d’ouverture des canaux ASIC et de leur régulation par des 
toxines 

 

102 
 

 



 

 

 



Seconde partie : étude du mécanisme d’ouverture des canaux ASIC et de leur régulation par des 
toxines 

 

103 
 

 



 

 

 



Seconde partie : étude du mécanisme d’ouverture des canaux ASIC et de leur régulation par des 
toxines 

 

104 
 

 



 

 

 



Seconde partie : étude du mécanisme d’ouverture des canaux ASIC et de leur régulation par des 
toxines 

 

105 
 

 



 

 

 



Seconde partie : étude du mécanisme d’ouverture des canaux ASIC et de leur régulation par des 
toxines 

 

106 
 

 



 

 

 



Seconde partie : étude du mécanisme d’ouverture des canaux ASIC et de leur régulation par des 
toxines 

 

107 
 

 



 

 

 



Seconde partie : étude du mécanisme d’ouverture des canaux ASIC et de leur régulation par des 
toxines 

 

108 
 

 



 

 

 



Seconde partie : étude du mécanisme d’ouverture des canaux ASIC et de leur régulation par des 
toxines 

 

109 
 

 



 

 

 



Seconde partie : étude du mécanisme d’ouverture des canaux ASIC et de leur régulation par des 
toxines 

 

110 
 

 



 

 

 



Seconde partie : étude du mécanisme d’ouverture des canaux ASIC et de leur régulation par des 
toxines 

 

111 
 

 



 

 

 



Seconde partie : étude du mécanisme d’ouverture des canaux ASIC et de leur régulation par des 
toxines 

 

112 
 

 



 

 

 



Seconde partie : étude du mécanisme d’ouverture des canaux ASIC et de leur régulation par des 
toxines 

 

113 
 

 



 

 

 



Seconde partie : étude du mécanisme d’ouverture des canaux ASIC et de leur régulation par des 
toxines 

 

114 
 

 



 

 

 



Seconde partie : étude du mécanisme d’ouverture des canaux ASIC et de leur régulation par des 
toxines 

 

115 
 

 



 

 

 



 

116 
 

 

 

 
 

Conclusions 

générales et 

perspectives 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 



Conclusions générales et perspectives 

117 
 

 

Dans la première partie de mon travail de thèse, j’ai élaboré de nouvelles stratégies 

permettant la collecte de venins dans la nature et j’ai également utilisé des venins commerciaux 

afin de tenter de découvrir des nouveaux modulateurs pharmacologiques des canaux ASIC. Cela 

soulève néanmoins certaines questions : 

 Est-il nécessaire de collecter des venins dans la nature pour rechercher de 

nouvelles molécules actives ? 

Cette question peut paraître anodine mais je me suis aperçu durant certains congrès que la 

communauté scientifique semble partagée à ce sujet. Lorsque je dresse un bilan de mon travail 

de thèse, je constate que malgré mes efforts et le nombre d’heures passées à rechercher dans 

une grande diversité de venins commerciaux des molécules ciblant spécifiquement les canaux 

ASIC, je ne suis pas parvenu à en découvrir de nouvelles en trois ans. Le rendement de l’étude 

des venins peut sembler faible lorsque l’on s’intéresse à un seul canal mais si l’on teste ces 

venins sur d’autres cibles il est probable que des toxines d’intérêt soient découvertes dans ces 

venins. Parfois une toxine peut avoir certains effets sur un canal humain et des effets 

complètements différents sur son homologue présent dans un autre organisme. Collecter un 

maximum de venins que nous ne connaissons pas nous permettrait donc de multiplier nos 

chances de découvrir de nouvelles substances actives. Cela revient à augmenter la diversité des 

livres d’une bibliothèque qui nous permettra de répondre à de nombreuses questions 

structurales ou fonctionnelles dans l’étude des canaux ioniques. Rien ne garantit la découverte 

de nouvelles molécules d’intérêt. En revanche, se limiter seulement à la recherche de composés 

présents dans les venins commercialisés restreint considérablement la possibilité de faire 

avancer la recherche de nouvelles substances actives. A mon sens il est donc indispensable de 

collecter de nouveaux venins dans la nature. 

 

 Les méthodes actuelles de prélèvement des venins sont-elles adaptées ?  

Je me suis intéressé à diverses méthodes d’extraction de venin pour pouvoir exploiter les venins 

français. Néanmoins, je reste conscient que malgré les efforts fournis pour améliorer ces 

techniques de prélèvement, elles restent imparfaites. Comme mentionné dans l’introduction, 

certains animaux utilisent des venins différents en fonction de la nature de leur utilisation 

(attaque ou défense). D’autres sont fortement sensibles aux écarts de température. Il est évident 

qu’une seule méthode d’extraction ne conviendra pas à tous les types d’organismes. Il sera donc 

nécessaire d’adapter le protocole à la spécificité des animaux.  
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De plus, il est important d’apporter une notion écologique au prélèvement de venins sauvages. 

J’ai constaté que certains auteurs ont recours à des méthodes létales pour les animaux. Il me 

semble peu convenable à l’heure actuelle de prélever des venins sans se soucier de l’impact 

écologique que cela peut avoir.  

Dans la seconde partie de ma thèse je me suis servi de toxines peptidiques et de petites 

molécules synthétiques connues pour moduler l’activité des canaux ASIC afin de mieux 

comprendre leurs mécanismes d’action.  

Notre étude du site d’action de la mambalgine-2 sur les canaux ASIC1a suggère que cette toxine 

se fixe au niveau de la poche acide, appelée aussi « senseur de pH », et interagit spécifiquement 

avec le domaine T, le domaine P et le domaine β du canal. Cela nous a permis d’établir un modèle 

du mécanisme d’inhibition des canaux ASIC1a par la mambalgine. Cette toxine stabilise un état 

fermé du canal et la mutation du domaine P ou du domaine β entraîne seulement une altération 

partielle des effets inhibiteurs, en revanche la mutation des deux domaines P et β permet de 

supprimer l’inhibition et de révéler un effet potentialisateur sous-jacent. De manière 

intéressante la toxine PcTx1 se fixe également dans le senseur de pH des canaux ASIC via le 

domaine T et bien qu’elle entraîne également une inhibition, son mécanisme d’action diffère de 

celui de la mambalgine, même s’il s’agit dans les deux cas d’un mécanisme plus général que nous 

avons appelé « pH sensor trapping » (Figure7 de l’article 2). Dans le cas de PcTx1, cette toxine 

favorise un état inactivé et la mutation d’un seul des deux domaines P ou β permet dans ce cas 

une suppression totale des effets inhibiteurs et l’apparition de l’effet potentialisateur.  

Après avoir déterminé le site de liaison sur ASIC, la caractérisation de différents mutants 

de la mambalgine-1 nous a permis d’identifier les résidus clefs permettant son interaction 

spécifiquement avec le canal ASIC1a (pharmacophore). Les mutations d’acides aminés effectuées 

sur la mambalgine ont été réalisées dans le cadre d’un « alanine scan », qui a pour but 

d’entraîner des pertes d’interactions entre deux composés. Aucune de ces mutations n’a 

engendré une amélioration de l’affinité de la mambalgine et un certain nombre n’a pas eu d’effet 

significatif. Dans d’autres cas, les mutations ont entraîné une altération drastique des effets 

inhibiteurs de cette toxine. Maintenant que nous avons une idée plus précise des résidus clefs de 

la mambalgine qui interagissent avec le canal, il serait intéressant de les modifier de manière 

plus subtile pour améliorer son affinité ou modifier sa spécificité pour améliorer encore cet outil 

pharmacologique. Ces nouveaux variants de mambalgine devront être testés sur d’autres 

isoformes de canaux ASIC homomériques ou hétérométriques. Ces nouveaux outils 

pharmacologiques permettront d’améliorer les connaissances sur les mécanismes de régulation 

des canaux ASIC et sur leur rôle physiologique.  
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Enfin, la régulation pharmacologique des canaux ASIC par des petites molécules et des 

toxines peptidiques combinée à une nouvelle approche en analyse cyclique nous a permis 

d’étudier le couplage entre la boucle extracellulaire et les domaines transmembranaires des 

canaux ASIC et de proposer un modèle reflétant l’extrême complexité du mécanisme d’ouverture 

des canaux ASIC par les protons. Ce modèle pourrait être validé et amélioré par une étude plus 

détaillée sur le rôle des différents sous-domaines de la boucle extracellulaire impliqués dans les 

divers processus d’activation et d’inactivation.  

Cette approche a deux objectifs. D’une part, il est possible en se basant sur les structures 

« actives » des agents pharmacologiques, de rechercher de nouvelles molécules dans les bases de 

données. Il est également possible, de modifier les toxines sauvages pour tenter de concevoir des 

nouveaux peptides plus efficaces et/ou plus courts sans altérer leurs fonctions initiales. De la 

même manière que pour le ziconotide, qui est utilisé dans le traitement des douleurs chroniques 

intenses nécessitant une analgésie intrarachidienne, des dérivés de mambalgine pourraient être 

utilisés pour un usage thérapeutique et constituer une nouvelle gamme d’antidouleur. 

D’autre part, les mécanismes d’action de ces agents pharmacologiques et leurs 

interactions ont été utilisés pour mieux comprendre des mécanismes d’activation et 

d’inactivation des canaux ASIC par les protons. De la même manière que nous avons étudié le 

couplage entre la boucle extracellulaire et les domaines N/TM/C des canaux ASIC1a et ASIC3, il 

serait envisageable d’étudier les sous domaines de la boucle ou des segments 

transmembranaires afin de compléter notre modèle et d’affiner la compréhension des 

mécanismes qui régulent ces canaux. De plus, cette étude pourrait être envisagée pour d’autres 

composés qui interagissent avec les canaux ASIC1a et ASIC3 comme les molécules de la famille 

des RF-amides. Ces molécules sont sécrétées en masse dans les tumeurs (Xu and Xiong 2007) et 

comprendre la manière dont elles interfèrent avec les canaux ASIC pourraient nous permettre 

d’avoir une vision plus large de leur rôle dans les cancers. Enfin, la toxine APETx2, qui cible la 

boucle extracellulaire des canaux ASIC3 tout comme le GMQ ou les autres toxines ciblant ces 

canaux pourrait faire l’objet du même type d’étude. Cela pourrait nous informer sur le site et le 

mode de fixation de cette molécule mais aussi sur leur mécanisme d’action.  
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1. Méthodes chirurgicales de prélèvement 

d’ovocytes de Xenopus laevis par Ovariectomie 
 

Il n’y a pas de phrase plus dangereuse dans la recherche que « on a toujours fait comme 

ça ! ». La plupart des protocoles de prélèvement d’ovocytes de xénope que je vois dans des 

publications scientifiques sont les mêmes depuis plus de 10 ans. De plus lorsque l’on s’intéresse 

à la chirurgie et que l’on compare les protocoles utilisés par les chercheurs à ceux élaborés par 

des vétérinaires, on s’aperçoit qu’ils sont erronés ou ne comportent pas tous les détails 

techniques. Pourtant de nombreux ouvrages expliquent clairement les méthodes chirurgicales 

utilisées chez les amphibiens. J’ai donc décidé de détailler ici la méthode que j’utilise pour 

réaliser une ovariectomie chez le xénope et que j’ai élaborée à partir de différentes techniques 

utilisées par des vétérinaires. 

 

1. 1 L’anesthésie : 

Il est possible d’utiliser plusieurs anesthésiants chez les amphibiens. Pour ma part, 

j’utilise de la Tricaine aussi appelée MS-222 (Ethyl 3-aminobenzonate methanesulfonate, 

SIGMA®  CAS : 886-86-2). Lorsque l’on utilise de la Tricaine, il est impératif de tamponner la 

solution avec du phosphate de sodium dibasique (HNa2O4P, SIGMA®  CAS : 7558-79-4). Sans cela, 

le pH de la solution anesthésiante diminue considérablement (pH3,0). La solution est alors 

ionisée et ne pénètre quasiment pas dans l’animal. Lorsque l’anesthésiant est appliqué par 

immersion de l’animal, on prépare une solution de Tricaine à 1g/L pour une anesthésie profonde 

dans de l’eau filtrée (0,45µM). Cette solution est alors tamponnée avec le phosphate de sodium 

dibasique (0,5M). 400 ml suffisent pour anesthésier convenablement un animal. Il est conseillé 

de préparer cette solution à l’avance et de la stocker à 4°C. Je n’ai pas constaté de différence 

majeure dans le temps d’induction de l’anesthésie ou sa profondeur, entre une solution à 

température ambiante (25°C) ou une solution froide (4°C). En revanche l’effet vasoconstricteur 

du froid permet de limiter l’hémorragie lors des incisions dans les différents tissus et de gérer 

l’hémostase plus facilement au cours de l’opération. Avec ces concentrations, le temps 

d’induction est de 5 min environ et on obtient une anesthésie profonde au bout de 20 à 30 min 

selon la taille de l’animal. 

 



 

 

  



Annexes 
 

122 
 

1.2 Chirurgie : 
 

Apres vérification de la profondeur de l’anesthésie (réflexe de retrait de la patte), l’animal 

est positionné en décubitus dorsal dans un récipient en plastique à fond plat (environ 3 cm) 

contenant 1cm de solution anesthésiante. Effectuer une première incision (environ 1cm) de la 

peau dans le quart inferieur gauche ou droit de l’abdomen.  

Plus on s’éloigne du centre, moins grande est l’hémorragie. Il est important de stopper 

l’hémorragie en comprimant la plaie avec une compresse stérile avant de poursuivre l’opération. 

Effectuer la même chose au niveau du muscle. L’ovaire gauche ou droit est directement visible 

après cette étape. On peut l’extraire délicatement à l’aide de deux pinces fines puis, si l’on ne 

prélève pas la totalité, il n’est pas nécessaire d’effectuer de ligature des vaisseaux sanguins. Si la 

totalité est prélevée, il faut ligaturer les vaisseaux sanguins environnants qui irriguent l’ovaire. 

Lorsque cette étape est effectuée, il faut suturer l’animal plant par plant.  
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J’utilise une aiguille (11mm, 3/8c) sertie sur un monofil en propylène non résorbable 6/0 de 75 

cm (ETHICON) pour la suture du muscle puis de la peau. L’utilisation d’un porte aiguille est 

impérative et après de nombreux tests, les points simples sont les plus adaptés aussi bien pour 

les sutures musculaires que dermiques.  

 

1.3Réveil : 

 Pour la phase de réveil, placer l’animal la tête hors de l’eau dans une boite plastique 

inclinée pour éviter qu’il se noie. La phase de réveil complète peut durer jusqu'à une heure et il 

faut isoler l’animal dans un aquarium personnel durant au moins quatre jours. On observe une 

cicatrisation complète des tissus au bout de 15 jours. 

 

2. Préparation et conservation des ovocytes de 

Xenopus laevis : 

Une fois l’ovaire prélevé, il faut le placer dans une boite de Petri (D :100mm) contenant 

du milieu ND96 (96mM NaCl, 2nM KCl, 1.8nM CaCl2, 2nM MgCl2, 5 mM HEPES, ) à pH 7.4 

(tamponné avec du NaOH). Il faut ensuite déchirer la poche d’ovocyte puis découper des 

morceaux d’environ 5 mm3 et les placer dans un Falcon® de 50 ml contenant 20 ml de ND96 pH 

7,4. Ajouter 1 ml d’un mix de collagénase type IA (SIGMA® CAS : 9001-12-1) préparé à partir de 

collagénase 1mg/ml et d’inhibiteur de trypsine 0.2mg/ml (SIGMA® CAS : 9035-81-8). Placer 

dans un agitateur à faible vitesse pendant une durée de 2 heures à 4 heures selon la pureté de la 

collagénase. 

Une fois digérés, les ovocytes sont rincés plusieurs fois jusqu'à ce que le milieu soit 

propre et translucide avec du ND96 pH7.4 additionné d’antibiotique (Penicilline/Streptomycine 

Lonza® 10ml/l).  Enfin ils sont stockés à 4°C en changeant le milieu tous les deux jours pour la 

conservation puis à 19°C après injection avec de l’ADN ou de l’ARN. 
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 Etude de la re gulation 
pharmacologique des canaux ioniques 

ASIC par des toxines animales 
 

Les ASIC ou « Acid Sensing Ion Channel » sont des canaux cationiques activés par 

une acidification extracellulaire et sont largement exprimés dans le système nerveux central 

et périphérique. Ils sont impliqués dans un nombre croissant de fonctions physiologiques ou 

pathologiques, telles que la transmission synaptique, la plasticité synaptique, 

l'apprentissage, la mémoire, la peur, la dépression, l’épilepsie et la dégénérescence 

neuronale, ainsi que la nociception et la mécanosensibilité. Ces canaux représentent donc 

des cibles thérapeutiques d’intérêt dans le traitement de la douleur ou de troubles 

neurologiques.  

On dénombre actuellement six sous-unités ASIC différentes s’associant en homo- ou 

en hétéro-trimères pour former un canal, néanmoins la fonction physiologique et la 

pharmacologie de chacune des isoformes ne sont pas encore toutes connues. 

Les toxines animales ont la capacité de perturber le fonctionnement normal des canaux 

ioniques et sont utilisées depuis de nombreuses années pour étudier aussi bien leurs 

fonctions biologiques que leurs structures ou encore leurs mécanismes de régulation. De 

plus, certains médicaments ont été élaborés à partir de toxines issues de venins et sont 

utilisés dans le traitement de pathologies aussi diverses que le diabète, la douleur chronique 

ou l’hypertension. 

Plusieurs toxines provenant de venins de serpents mais également d’araignées ou 

d’anémones de mer ont montré leur efficacité dans l’inhibition ou l’activation de ces canaux. 

Une toxine de venin de mamba noir, la mambalgine, découverte au laboratoire en 2012 

possède la capacité d’inhiber spécifiquement les canaux contenant l’iso-forme ASIC1a. 

Cependant, son site de liaison et son mécanisme d’action restaient encore inconnus. 

Mon travail de thèse s’est donc orienté vers deux axes. D’une part, la mise en place 

de nouvelles stratégies de collectes de venin provenant de différents organismes afin de 

pouvoir identifier de nouvelles molécules spécifiques des canaux ASIC. Pour cela, j’ai conçu 

un extracteur de venin électronique qui pourra nous permettre de collecter des venins qui 

ne sont pas commercialisés. D’autre part, je me suis intéressé à l’identification du site de 

liaison de la mambalgine sur ASIC1a et à la description de son mécanisme d’action. Mon 

travail a permis l’identification des résidus clefs de la mambalgine nécessaires à sa liaison, 

ce qui a permis d’affiner notre modèle d’interaction de la toxine sur ASIC1a. En se basant 

sur une nouvelle approche pharmacologique tirant partie des mécanismes d’action des 

toxines et des petites molécules nous avons pu établir un modèle plus global du mécanisme 

de régulation du canal par les protons. 

Ce travail ouvre des perspectives pour le développement de formes optimisées de la 

mambalgine et apporte de nouvelles informations sur les mécanismes d’activation et 

d’inactivation des canaux ASIC par les protons. 

Mots clefs : Acid-Sensing Ion Channel (ASIC), canaux ioniques, structure/fonction, 

venins, toxines, mambalgine, pharmacologie, électrophysiologie. 


