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Cet exposé ne constitue pas une revue des recherches publiées sur les en-
zymes el les toxines des venins de serpents, Une telle f.*nirt‘pl'if-l' t|é]:-zlr‘~:-'-vr;1il les
limites d'un brel entretien en raison du nombre considérable des publications
parues sur ce sujet (1,2). Notre but est de vous présenter les résultats dex-
périences récentes enlreprises dans le dessein d’établir une relation de causalité
entre les antigeénes décelés dans un venin par les méthodes dimmuno-diffusion
et d'immuno-électrophorése et les facteurs enzymatiques et toxiques de ce meé-
e venin.

Disposant de quantités relativement importantes de venin de Naja nigricol-
lis. un ELAPIDAE africain. nos recherches on été orientées vers l'élude de ce
poisomn.

D'une maniére générale, on conslale que les propriétés nocives des ve-
nins d° ELAPIDAE et celles des venins de VIPERIDAE ou de CROTALIDAE diffe-
rent. L'expérience nous enseigne, par exemple que la plupart des venins neu-
rotoxiques des ELAPIDAE d Afrique contiennent peu ou ne contiennent pas den-
zymes protéolytiques, alors que ceux des CROTALIDAE américains, objet de re-
cherches approfondies de la part des expérimentaleurs brésiliens, dégradent les
proteines,

Notre choix étant dicté par les seules raisons matérielles, nous avons proce-
dé de la maniére que voici.

METHODES

Dans des expériences préliminaires, le venin de Naja nigricollis est filtré
a travers un gel de dextrane, le “Sephadex G,o, fine” choisi en raison de ses
propriétés d’exclusion. Six fractions sont obtenues par ce procédé. Elles sont
Ivophilisées et conservées a basse temperature,

La derniére fraction ou “fraction VI contient un facteur d'une grande no-
civité, que nous appelons “toxine a” (3) et des protéines de masses moléculaires
voisines, Pour purifier cette toxine e, la fraction VI a été de nouveau f[iltrée
i travers un gel de “Sephadex™ plus sélectif, le “Sephadex G;, fine”. Les
techniques de ces filtrations sont décrites “in extenso” dans une précédente pu-
bElication (4).
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Chaque fraction est soumise a une analyse immunologique suivant les meé-
thodes d'immunc-diffusion double en milien gélifié (5) et dimmuno-électropho-
rese (0). Par ce dernier procédé on obtient la séparation des antigenes contenus
dans des échantillons de 5 a 10 pg des produits examinés, Un courant de
L5 v/em est maintenu pendant 2 heures et le tampon utilisé est la solution
veuelle de véronal sodique/HCl 0,025 M (pH 8.2). Dans les deux séries d'ex-
périences on précipite les antigénes par immuno-sérum 984 qui provient dun
cheval hyperimmunisé par des injections répétées de venin de Naja nigricollis.

RESULTATS

Il — Le tracé de la figure 1, illustre le résultat de la filtration de 500 mg
de venin de Naja migricollis a travers le “Sephadex G,,, fine”. 11 est défini
par une mesure absorptiométrique de la teneur en protéines de chaque échantil-

o
lon de filtrat recueilli (A = 2.800 A). Ces échantillons sont répartis en 6 lols
correspondant aux [ractions I a VI.
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Le tracé de la figure 2 correspond a la filtration de la fraction VI a tra-
vers le “Sephadex G, fine”. Les sous-fractions Va et Vla ainsi obtenues sont
définies par le second pic de ce graphique. Soumis a une filtration de contréle
sur “Sephadex G;, fine”, le produit terminal semble homogene.

2 — La figure 3 représente une préparation dans laquelle 25 pg de venin
de Naja nigricollis ont élé analvsés par immuno-électrophorése et a titre com-
paratif, la représentation schématique des antigénes dissociées par le méme procédé,

Chaque antigéne précipité élant désigné par un symbole, on constate que
Fantigéne correspondant au premier arc a se déplace vers 'anode. Il apparait
seulement dans les préparations les plus riches en venin. Un second antigéne
que nous designons par la lettre A est =ensiblement iso-électrique a pH 8.2.
Plusieurs arcs constituent ensuite le groupe des antigénes B. Peu distinets dans
le. immuno-électrophoreses du venin total, ils ont été l'objet d'une analyse ap-
rrofondie dont les 1esultats sont exposés dans les paragraphes réservés aux frac-
tions 1 et I1L.
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Serum anti-naja nigricollis 0,2 ml

Flg. 3

Un antigéne mal défini. b est observé dans les préparations qui contiennent
une forte quantité de venin,

I.’are de precipite G correspond a un antigene basique. Cet arc est caracté-
ris¢ par son amplitude et son aplatissement.  Enfin, trois antigénes cathodiques
précipitent selon les ares D, D. et D;. Onze parmi les treize antigénes dé-
nombrés sont répartis dans les fractions I, 111 et VI,

La fraction | est essenticllement composée de 4 antigénes du groupe B el
la fraction Il contient antigéne A el 3 antigénes du méme groupe B.

Les expériences d immuno-diffusion selon [hll'hl!'l'lﬂl‘l}' démontrent que parmi
ces anligenes un seul est commun aux fractions | et III. Cette observation est
confirmé par l'expérience que voici.  Lorsqu'on fait réagir suivant la méme techni-
que la fraction IIl sur un échantillon de sérum 984 épuisé par la fraction | ou
la fraction | sur un échantillon du méme sérum épuisé par la fraction III. trois
lienes de précipité se forment dans chaque préparation. Au contraire le sérum
084 tel quel fait apparaitre quatre lignes de précipité dans les préparations teé-
oins,  Celte observation nous a conduit a adopter la nomenclature suivante
pour définir les antigénes du groupe B.

1B,
1B.
1B.
1B,
1B, = 3B, = B,

Fraction |

P
Fot
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E
=

[Fraction 111 1B,
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Les antigenes 1B. et 3B, étant identiques, nous les désignons par le sym.
hole B..

La fraction VI comprend les antigenes fortement basiques C, D,, D. et D..
Quant aux fractions II, IV et V, elles se comportent comme des mélanges des
fractions voisines. Dans la fraction IV, cependanl. sont associés aux antigenes
A et C les deux antigéenes a et b dont la proportion semble faible dans le venin
tel qllu*l.

La fraction a. oblenue par deux filtrations successives de la fraction VI a
travers le “Sephadex G;,” précipite suivant un arc correspondant a D, lorsqu’on
la soumet, a la dose de 25 a 50 p a 'immuno-électrophorése. Dans les mémes
conditions, cependant, des doses plus fortes de cette fraction soit 100 a 500 pe.
non seulement font apparaitre l'arc de précipitation D, mais encore des arcs
correspondant a D.. D, et C dont la position au voisinage de laxe de la pré-
paration indique que ces antigenes sont en faible proportion.

Une étude de l'action dénaturante de la chaleur sur les antigénes qui vien-
nent détre énumérés compléte ces observations. A cet effet, on chauffe a 96°
dans un bain-marie (2) une s=olution contenant 10 mg de venin par em?® deau
pure * et on preleve, a intervalles réguliers, des échantillons de cette solution
qui sont aussitol soumis a I'épreuve de I'immuno-électrophorése,

Dans ces conditions en moins d'un minute antigéne 1B, est privé de sa
propriété de précipiter en présence de anticorps spécifique.

A Texception de lantigéne B,. les autres antigenes du groupe B ne préci-
pitent plus aprés 5 minutes. Les délais de la perte de leur pouvoir de précipiter
sont de 20 minutes pour lantigéne A, de 30 minutes pour lantigéne D.. de 45
minutes pour lantigene C. de 55 minutes pour l'antigéne B, et de 60 minutes
pour antigéne D..

Parallelement a ces recherches, nous avons entrepris de déflinir les proprié-
lés enzymaliques et toxiques du venin de Naja nigricollis et a titre comparalil.
celles des fractions obtenues a partir de ce venin,

Les techniques utilisées dans ces essais sont rapportées dans une publication
separée (4).

Si on admel que la dissociation des protéines par la méthode de filtration
sur les “Sephadex™ est fondée sur leur exclusion dans lordre décroissant de
leurs masses moléculaires, on est conduit a penser que la fraction 1 est consli-
tuée par les protéines du venin dont la masse moléculaire est plus élevée,

Cette fraction | brise les liaisons carboxy-ester de lacetylcholine mais elle
est sans effet sur les acides aminés estérifiés. Une correlation a été établie par
Hamberg et Rocha e Silva (7) entre aptitude que possede le venin de Bothrops
jararaca a hydrolyser le B.AEE et sa proprieté de libérer de la bradykinine
dans lorganisme animal.

Dans cet ordre de fait, ni le venin de Naja nigricollis ni aucune fraction
examinée n'ont une action sur le B.ALEE, le BAME, le T AME et 'AT.EE.

La méme fraction I hydrolyse la liaison peptidique de la gelyeyl-leucine, et
une des deux liaisons de la glyeyl-glyeyl-glycine et de la glyeyl-leucyl-tyrosine
mais elle est sans effet sur 'hémoglobine et la caséine,

_— e ——

* Eau desionisée.
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Au contraire, elle rompt trés aizément les liaisons phﬂsplm-wtvr du ||11n:-'-|lh:.1-
te de paranitrophenol, de 'AMP. du bi-phosphate de paranitrophenol, de I'ADP
et de 'ATP.

Son action dépolymérisante a I'égard de l'acide hyaluronique est faible,

Elle posséde. enfin. la propriété de provoquer in vitro la coagulation du sang.

La fraction Ill contient non seulement la phospholipase A productrice de
lysocithine aux dépens de la lécithine mais encore un facteur lytique direct.
Elle détruit le complément du sérum de cobaye, diminue la vitesse de la sédi-
mentation globulaire. dépolymérise acide hyaluronique et inhibe le phénomeéne
de la coagulation. Enfin, cette fraction Il est légérement toxique, sa Ld,, pour
la souris de 18-20 g. éprouvée par la voie veineuse est de 16.31 pg alors que
dans les mémes conditions celle du venin est de 12,30 pg.

La fraction VI exerce une action anticholinestérasique sur acétyl-cholines.
térase des globules rouges du cheval mais elle est sans effet sur la cholinestérase
que nous avons décelée dans la fraction I.

D’autre part, cette fraction VI est loxique et provoque des paralysies chez
la souris et le lapin.

Le produit le plus pur que nous avons obtenu apres deux [iltrations de
cette fraction a travers un gel de “Sephadex G;,”. exerce encore une action
anticholinestérasique mais sa Ld;, pour la souris esl faible. Elle est de 2 pg
dans les conditions qui viennent d’étre délinies. Nous lavons désignée sous le
nom de toxine . el nous aveas conclu d'une étude préliminaire (4) que cette
toxine est une protéine de faible poids moléculaire. Elle franchit, en effet. les
membranes d’acétate de celluloze et =on coefficient de sédimentation exprimé en
unités Svedberg est 084 (centrifugeuse Spinco: cellule standard de 12 m/m.
angle 2°: concentration du produit 10 mg/em?®: vilesse de rotation 59.780 t/m:
lemps de centrifugation 96 min: lempérature ambiante 20° =+ 0,1°).

Une premiére analyse de ses acides aminés revele quelle contient de fortes
proportions d’arginine, de glycine, de lysine, dacide aspartique, d’acide gluta.
mique ¢t de threonine (3).

Une collaboration a été établie avec J. Porath, E. Karlsson et D. Eaker de
I'Université d'Uppsala qui ont bien voulu consacrer une partie de leur activité
a I'étude de la toxine « et entreprendre une analyse de la structure de ce poly-
peptide.

Ces résultats acquis, il importait d’établir une relation entre les antigénes
définis par les méthodes immunologiques fondées sur la précipitation mutuelle
des antigénes et des anticorps dans un gel et les diverses propriétés qui viennent
d’¢tre énumérées,

Des globules de cheval additionnés de lécithine puis versés a la surface d'une
preparation de la fraction 1 ou du venin tel quel. soumis au préalable a une
immuno-électrophorese, sont lysés entre les ares de précipité de lantigéne A qui
peut ainsi étre considéré comme étant la phospholipase. En l'absence de léci-
thine et de la solution tamponnée dont le phosphate se comporte comme un agent
inhibiteur, on observe une hémolyse entre les ares de lantigéne précipité 3B..
homologue vraisemblablement du facteur lytique direct décrit par Habermann el
Neumann (8) a propos d'autres venins.

L'emploi de la technique d'Uriel (9) adaptée a I'hydrolyse des dérivés phos-
phorés du nitrophenol permet de suivre laction des six fractions sur les liaisons
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phospho-ester.  L’hydrolyse du biphosphate de paranitrophénol se développe entre
les ares de précipité de antigene 1B,.

Les expériences sur la thermo-sensibilite des divers antigénes qui viennent
d’étre dénombrés nous enseignent qu'a la température de 96° Pantigéne 1B, perd
en quelques secondes son aplitude & former un précipité au contact de lanticorps
spécifique.  Or dans les mémes conditions la fraction | perd également sa pro-
priété de coaguler le sang. Cette observation incite a identilier 'antigéne ther-
molabile 1B, facteur accélérateur de la coagulation sanguine. Privée de ce fac-
teur, la méme [raction [ exerce. au contraire. une action anticoagulante. On
est conduit a conclure. d'une part. que dans les conditions habituelles d'expéri-
Il'll’llt;.ltiun I!" fﬂ['l["”l- {"[nglllillll lll" IEI. [ril['til]]l I exerce une {ll'ti{.'lll [iﬂlﬂi]’li“]ll'. el.
d’autre part, que les proprietés anticoagulantes communes des fractions | et 11l
sonl vraisemblablement sous la dépendance d'un méme facteur. Les [ractions |
et Il contenant un antigéne commun B.. on est aulorisé a penser que cel an-
ticéne est un facteur anticoagulant. A TPappui de cette hypothese, expérience
démontre que le facteur anticoagulant des fractions 1 et 111 et Pantigéne B. ont
la. méme sensibilité thermique.

On constate, enflin, que la neurotoxine e thermorésistante est représentee
par Pantigene D, Clest a cet antigéne que correspond le polypeptide récemment
isolé dans un élat voisin de la pureté par Karlsson, Eaker et Porath (10). Le
tablean I résume ces observations,

TABLEAU I — ANTIGENES DU VENIN
DE NAJA NIGRICOLLIS

Code Fonction presumdée
a 1y
A Phospholipase
1B, Ester hydrolase
3B, s
B, Facteur anticoagulant
1B, i
3B, Facteur hémolvtigue direct
1B, Facteur coagulant
b 4
C Anti enzyme?
Dl 7
D, 7
D, Toxine a

On peut considérer, pour conclure, que Iantigéne A iso-électrique a pH 8.2
et lantigene fortement basique D, représentent les protéines responsables, la pre-
mi¢re, de laction hydrolysante du venin sur les lecithines et la seconde de son
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action neurotoxique. On est conduit a admettre. d’autre parl, qu'un cerlain
nombre d’arguments plaident en faveur des relations de causalité que nous avons
tenté d’etablir entre divers antigénes et certaines activités enzymatiques exercées.
[l apparait cependant, que les propriétés physiologiques et biochimiques de plu-
sieurs antigenes demeurent indéterminées et que le nombre des antigénes révéles
par le phénomeéne immunologique de la précipitation est inférieur au nombre des
activites  actuellement connues du venin de Naja nigricollis. L’expérience nous
enseignera dans quelle mesure une protéine est capable d'exercer plusieurs acti-
vités, dans un venin.

La question se pose également de savoir quelles relations peuvent étre éta-
blies enire les antigénes caractérisés dans le venin de Naja nigricollis et les an-
ligénes des autres venins de serpents. Des recherches immunologiques en voie
de développement montrent que les venins de deux ELAPIDAE, Naja haje el
Naja naja et celui d’'un VIPERIDAE, FEchis carinatus contiennent des proléines
nocives dont la constitution est vraisemblablement voisine de celle de la toxine a.
Dans cet ordre de faits, I'étude de la structure de cette “toxine” entreprise a
Uppsala par Karlsson, Eaker et Porath, apportera I'élément essentiel d'une solu-
tion a ce probléme,
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DiscussioN

C. 7. Lre{::_ “Is there any cardiotoxic component in the venom of Naja nigri-
collis? What is the molecular size of your neurotoxin?”

P. Boquet: “La présence de cardiotoxine n'a pas été recherchée. En ce qui
concerne le poids moléculaire de la toxine, nous avons donné seulement le coeffi-
cient de sédimentation en unités Svedberg. Le Professeur Porath vous donnera
de plus amples informations sur ce point.”
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S. Minton: *“In which fraction of Naja nigricollis venom is the antigen shared
with the venom of FEchis carinatus?"”

P. Bogquet: "Une communante antigénique a été mise en évidence entre le
venin de Naja nigricollis et I'échantillon de venin d'Echis carinatus qui nous a été
adressé d'Ethiopie. Parmi les antigénes communs au venin de Naja nigricollis et
au venin d'Echis carinatus étudiés, il convient de citer un antigéne basique cor-
respondant a4 l'antigéne neurotoxique.”

F. Kornalik: “"How have you tested the procoagulant and anticoagulant pro-
perties of the Naja nigricollis venom?"”

P. Bogquet: “L’action du venin de Naja nigricollis sur la coagulation du sang
a été mesurée selon les techniques usuelles (détermination du temps de prothrom-
bine, ete...) au moyen du plasma humain.”



