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Abstract — The present paper describes (1) Biosynthesis of a snake neuro—
toxic protein and refolding of its polypeptide chain; (2) Identification of
the surfaces by which a neurotoxin interacts with: i) the acetylcholine
receptor, ii) specific monoclonal antibodies.

INTRODUCTION

Nombre de substances toxiques, d'origine animale, végétale ou microbienne ont pour cible
un ou plusleurs élément(s) constitutif(s) de la jonction neuromusculaire. C'est le cas
des neurotoxines des venins des serpents marins (Hydrophidae) ou terrestres (Elapidae)
(Réf.1). Ces substances se lient avec sélectivité et avidité au récepteur nicotinique
de 'acéty1cho1ine, une structure protéique qui, traversant la membrane postsynaptique,
assure Ta regulation de Ta dépolarisation de Ta fibre musculaire (Réf.2). La liaison
entre une neurotoxine et le récepteur cholinergique entratne une paralysie de Ta fibre
musculaire. La mort survient a Ta suite dun arrêt respiratoire consécutif au blocage
des muscles du diaphragme.

Des Teur découverte, Tes neurotoxines de serpents sont devenues T'objet dun intérêt
considerable de Ta part des pharmacologistes et des neurobiologistes. Ceux-ci, mettant
a profit ces outils exceptionnels en raison de leur spécificité, sont parvenus a Tocaliser
Te recepteur cholinergique au sein de Ta membrane postsynaptique, puis len isoler
(Réf.2).

Voici une vingtaine d'années, les chimistes montraient que les neurotoxines sont des
petites protéines dune seule chaine polypeptidique (Réfs.3 et 4). Plus tard, en 1976,
les cristallographes précisaient Ta géoniétrie selon Taquelle cette chatne est repliée
sur eTTe-même (Réfs.5 et 6). Au cours des dix années qui viennent de s'écouler, notre
connaissance des neurotoxines a considérablement progressé. Le present article décrira
Tes deux points suivants: (1) Ta biosynthèse et Ta dynamique du ploiement de Ta chatne
polypeptidique d'une neurotoxine; (2) l'identification des surfaces par Tesquelles une
neurotoxine interagit avec, d'une part Te récepteur cholinergique, d'autre part, des
anticorps spécifiques.

QUELQUESRAPPELS SUR LES NEUROTOXINES

En 1966, a T'occasion du 7ème Congrès International de Biochimie, Eaker et Porath (Ref.3)
dune part et Tamiya et Sato (Réf.4) d'autre part, présentaient respectivement Ta sequence
complete en acides aminés de Ia toxine a du cobra terrestre Naja nigricollis et celle,
partielle, de T'érabutoxine b extraite du venin du serpent mann Laticauda semifasciata

(Fig. 1). ces deux molecules présentent de fortes homologies de sequences. Toutes
deux sont constituées dune seule chatne polypeptidique dune soixantaine de résidus
parmi lesquels on compte huit résidus demi-cystines. Depuis lors, Tes sequences en acides
aminés de quelques soixante-dix neurotoxines ont été identifiées (Ref.7). Au vu de ces
sequences, on peut classer les neurotoxines selon deux groupes. Celui des neurotoxines
"courtes" constituées dune chatne polypeptidique de 60, 61 ou 62 résidus et quatre
liaisons disulfure et celui des neurotoxines "Tongues' dont Ta chatne polypeptidique
comporte 66/74 résidus et 4/5 ponts disulfure. Malgré ces differences, toutes ces molecules
possèdent Ta propriete commune de se Tier avec affinité au récepteur nicotinique de
1 'acétyl choline.

Au cours de cet article, ii ne sera question que des toxines "courtes" et plus particu-
lierement de l'érabutoxine b et Ta toxine a, deja citées. La figure 2 représente Ta
structure dans l'espace de l'érabutoxine b.

407



408 A. MENEZ eta!.

Fig.1 : Sequence en acides aminés de lérabutoxine b de Laticauda semifasciata (Réf.3)
(gauche) et de la toxine c de Naja nigricollis (Réf.4) (droite).

Fig.2 : Structure spatiale de la chaine polypeptidique
de l'érabutoxine b (Réf.8).

Biosynthèse d'une neurotoxine

Les neurotoxines sont particulièrement abondantes dans les glandes a venin des serpents
marins (Réf.9). Nous avons choisi d'examiner la biosynthèse de lérabutoxine b du Laticauda
semifasciata dont la chaine polypeptidique comporte 62 résidus (Fig.1). Ii n'est pas
possible, aujourd'hui, d'examiner la synthèse de la toxine, directement au coeur de la
cellule. On peut, par contre, extraire de celle-ci la "machinerie" impliquée dans le
processus et reproduire les conditions de biosynthèse in vitro. Nous avons donc extrait
les ARN messagers poly (A+) contenus dans les glandes a venin du L.semifasciata et soumis
ceux-ci une traduction en presence de réticulocytes de lapin dans un milieu enrichi
en acides aminés dont un au moms est fortement radioactif. Les ARN messagers étant hété-
rogènes, les protéines synthétisées le sont également. Il convient donc de distinguer
parmi les protéines synthétisées, celles qui ont des traits communs avec l'érabutoxine b.
Des anticorps préparés contre la forme réduite et carboxyméthylée de cette dernière,
sont utilisés a cet effet. Ajoutés au mélange réactionnel, puis précipités, ils entratnent
sélectivement le materiel possédant les propriétés immunologiques de 1 'érabutoxine. Le
complexe formé est dissocié par un agent dénaturant puis soumis a une électrophorèse
en gel de polyacrylamide. La figure 3 montre le résultat de cette experience. La
fluorographie du gel (partie droite) révèle deux bandes radioactives qui migrent avec
un poids moléculaire supérieur (PM 13000) a celui de l'érabutoxine h (PM 7400,partie
gauche de la figure). Le produit ainsi détecté est reconnu spécifiquement par les anticorps
antiérabutoxine puisqu'il disparait lorsque ceux-ci sont incuhés au préalable en presence
dun excès d'érabutoxine non radioactive. Quel est donc l'élément moléculaire qui confère
au produit issu de la traduction de l'ARNm, une taille supérieure a celle de la toxine
mature? Pour le savoir, Tamiya et al. (Réf.1O), ont clone un ADN complémentaire de l'ARN
messager codant pour une toxine homologue, l'érabutoxine a. L'érabutoxine a possède aussi
62 acides aminés et diffère de l'érabutoxine b par un seul résidu localisé en position
26 (Réf.11). Les auteurs ont élucidé la sequence en nucléotides de l'AD clone et deduit
celle, en acides aminés, de la protéine correspondante. Celle-ci est représentée sur
la figure 4. Comme l'avaient démontrées les experiences de traduction, la taille de la
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protéine codée par 1'ARNm est supérieure a celle de la toxine mature. 21 acides aminés,
tous localisés dans la partie N-terminale de la sequence, précèdent la sequence de
lérabutoxine a. Ce segment additionnel de 21 résidus est, notons le, particulièrement
hydrophobe. On y trouve en particulier, 3 résidus leucine consécutifs puis un résidu
leucine suivi de trois résidus valine consécutifs. Comme l'ont suggéré Blobel et
Dobberstein (Réf.12), un peptide de cette nature est sans doute indispensable pour que
la chaine polypeptidique néosynthétisée puisse pénétrer puis traverser la membrane du
reticulum endoplasmique oti se trouve localisée la synthèse. La toxine est ensuite excrétée
de la cellule et, cest dans la lumière de la glande que nous la retrouverons. Elle aura
entre temps subi deux transformations. (1) Le peptide signal de 21 résidus a disparu.
Le clivage de liaison Thr21-Arg22 résulte probablement dune action enzymatique associée
a la membrane du reticulum (Réf.12); (2) la chane polypeptidique sest structurée,
adoptant la configuration représentée sur la figure 2. Nous pensons que cette structuration
se produit après que le clivage évoqué ait eu lieu. En effet, nous avons vu, ci-dessus,
que le précurseur de la toxine, tel qu'issu de la traduction de l'ARNm reconnalt des
anticorps antiérabutoxine b réduite et carboxyméthylée. En fait, il ne reconnalt gy
les anticorps dirigés contre la forme dénaturée de la toxine (résultats non publiés).
La presence du peptide signal de 21 résidus constituerait donc une gene au reploiement
de la chaine de la toxine.

Dynamiquedu ploiement de Ia chalne d'une neurotoxine

Cest i!! vitro que nous avons examine le processus de ploiement de la chaine polypeptidique
dune neurotoxine (Réfs. 13 et 14).

Les quatre liaisons disulfure dune neurotoxine (Fig.2), sont, nous l'avons dit, indispen-
sables au maintien de sa structure. Leur reduction selective par un réactif tel que le
glutathion réduit, entrane outre une désorganisation architecturale totale, (Réf.13),
une perte de la toxicité, et des propriétés immunologiques initiales de la molecule.
Plaçons maintenant la molecule ainsi reduite et presentant donc 8 groupes sulfhydrile
libres, dans un milieu oxydo-reducteur approprie, par exemple contenant un melange de
glutathions oxyde (1 mM) et reduit (1 mM), a pH neutre ou legerement alcalin. Il s'ensuit
une reoxydation des groupes sulfhydriles accompagnes dun recouvrement de la structure
native et des proprietes biologiques natives de la molecule (ref.13). Spontanement, la
toxine réduite a suivi un chemin de reploiement qui la conduite vers sa forme native
dans laquelle les 4 liaisons disulfure sont a nouveau formees. Comment se deroule un
tel processus? Pour le savoir, nous avons cherche a isoler les diverses espèces
moleculaires apparaissant au cours de la renaturation et qui possèdent 1,2,3 ou 4 liaisons
disulfure. Pour cela nous avons ajoute,a differents temps de renaturation un excès d'acide
iodoacetique. Ce reactif presente deux avantages. Premièrement, il bloque selectivement
les groupes SH libres, prevenant ainsi tout nouvel appariement et donc, toute possibilite
d'evolution du processus. Deuxièmement, il introduit un groupe carboxylique qui contribue
'a l'abaissement du point isoelectrique (p1) de la molecule. Par exemple, le p1 de
lerabutoxine b native est egal 'a 9,1 et celui de lerabutoxine b réduite et ayant
incorpore 8 groupes carboxylique est egal 'a 3,8. Par consequent 'a des degres de
carboxymethylation decroissants correspondent des pI croissants. Nous avons separe par
isoelectrophorese les diverses populations piegees par l'acide iodoacetique au cours
du processus de reploiement de l'erabutoxine b. Le resultat de cette experience est
represente sur la figure 5. Dans son etat totalement reduit, la toxine possède, nous
l'avons dit, 8 groupes SH qui, au cours de la renaturation, vont s'associer deux 'a deux.
En theorie donc, 28 populations differentes possèdant chacune 1 pont disulfure peuvent
se former. Dans le cas de lerabutoxine b, ce nombre est eal 'a 10, comme lont montre
des experiences mettant en oeuvre de l'acide iodoacetique 14C (Ref.13). Ii sagit des
10 espèces regroupees sous le chiffre I (Figure 5). Cette valeur elevee, illustre laspect
aleatoire du processus de reploiement, tout au moms tel que nous pouvons lobserver
in vitro. Autre remarque interessante, toutes les populations ayant un pont disulfure
ont, bien sOr, la même charge globale. Malgre cela, les points isoelectriques de ces
populations sont differents, comme en temoigne la bonne resolution des espèces detectees.
De telles differences sont probablement le reflet de caracteristiques conformationnelles

particulières propres 'a chaque espèce moleculaire. Rapidement, les populations 'a 1 pont
disulfure disparaissent au profit d'autres possedant 2 ponts disulfure (groupe II)
lesquelles 'a leur tour font place aux populations 'a trois ponts (groupe III). En 30 mm
environ, la population IV*, 'a quatre liaisons disulfure devient majoritaire. Elle se
caracterise par une migration differente de celle de la toxine native, designee par T
(axe des temps). Ii faudra attendre 24 heures environ pour que IV se transforme en NEb,
population ultime qui, elle, migre comme la toxine native. C'est cette dernière etape
qui est limitante.

En conclusion, le processus de reploiement dune neurotoxine tel qu'on l'observe in vitro,
est lent et complexe. Il met en jeu diverses formes moleculaires 'a 1, 2, 3 et 4 ponts
disulfure dont certains doivent être reduits au cours de la reaction puisque, finalement,
ce processus conduit 'a une forme moleculaire homogène ayant un p1 identique 'a celui de
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a toxine native et possédant toutes les propriétés structurales et biologiques de la
substance parentale.

IDENTIFICATION DE LA SURFACE PAR LAQUELLE UNE NEUROTOXINE

INTERAGIT AVEC LE RECEPTEUR CHOLINERGIQUE

Les neurotoxines, nous lavons dit, s'associent au récepteur nicotinique de l'acétylcholine
avec une grande sélectivité et une haute affinit (KD 1011M) (Réf.2). Ceci suggère
que cette interaction résulte dune mutip1icité dinteractions ponctuelles de types
hydrophobe, électrostatique, etc. Ii se pose alors la question d'identifier parmi les
acides aminés constitutifs dune neurotoxine ceux qui sont directement impliqués dans
l'association évoquée. Plusieurs informations fondées notamment sur : i) lobservation
des sequences de neurotoxines homologues, ii) l'examen des consequences de modifications
chimiques sélectives sur l'activité toxique dune toxine, nous permettent aujourd'hui
de préciser la nature de ce que nous appelerons par la suite le site "toxique" d'une
neurotoxi ne.

Examen des sequences en acides aminés des neurotoxines homologues

Si on examine les soixante-dix sequences de neurotoxines actuellement connues (Réf.7),
on se rend compte que 25 positions sont occupées par des résidus invariants. Par exemple,
la position 25 est toujours occupee par un résidu tyrosine, la position 29 par un résidu
tryptophane, etc. Parmi ces 25 résidus conserves, certains ont, a l'évidence un role
essentiellement structural. Cest le cas, nous l'avons vu, des 8 résidus demi-cystine,
appariés en 4 liaisons disulfure. Comment distinguer les résidus dont le rOle est attaché
au maintien de la structure de ceux qui sont plus directement fonctionnels? Une réponse
a cette question nous est fournie (Ref.15) par la comparaison des sequences des
neurotoxines avec celles des cardiotoxines, petites protéines des venins de cobras
terrestres, dont la structure est similaire a celle des neurotoxines (Ref.16) mais dont
la fonction est différente. On constate que parmi les 25 résidus conserves chez les
neurotoxines, 13 le sont également chez les cardiotoxines. Ii s'agit des 8 résidus demi-
cystine déjà évoqués auxquels s'ajoutent les résidus 25, 40, 44, 50 et 57. Le rOle
structural de ces 13 acides aminés est donc probable. Par difference, les 12 résidus
conserves seulement chez les neurotoxines joueront probablement un rOle fonctionnel.
Ces résidus sont représentés sur la figure 6. On le voit, le repliement de la chaine
rapproche ces douze résidus les uns des autres, de telle sorte qu'ensemble, ils constituent
une surface compacte. Nous avons remarqué, en outre, que les cinq résidus invariants,
Lys-27, Trp-29, Asp-31, Arg-33 et Glu-38 associés au résidu Ile-36 s'organisent selon
une géométrie qui mime celle du curare (Ref.17).

Il importe maintenant de démontrer que la surface qui vient d'être définie (Fig.6)
correspond effectivement au site "toxique" d'une neurotoxine.

H/st 32

33

Figs : Les acides amines qui constituent le site "toxique" dune neuro-
toxine. Douze acides aminés (en italique) sont invariants. Cinq
d'entre eux (27,29,31,33 et 38) associés au résidu Ile 36
s'organisent selon une géométrie qui mime le curare.
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Modifications chimiques d'une neurotoxine

Si l'hypothèse avancée ci-dessus est correcte, on peut prévoir que a modification
selective dun résidu appartenant au site présumé 'toxique" entratnera une reduction
daffinité de la toxine pour le récepteur tandis queue restera sans effet si le résidu
est en dehors de ce site.

Nous présenterons ici deux modifications particulièrement révèlatrices 'a cet égard. Ii sagit
des modifications des résidus tryptophane et lysine. Examinons tout d'abord la modification
selective du seul tryptophane de la toxine cx de Naja nigricollis. Celui-ci est localisé

en position 29. Lorsque ion soumet la toxine en milieu acide, a un excès de chiorure
de nitro-2-phénylsulfényle, ii sensuit une incorporation selective en position C2 de
lindole 29, dun groupe nitrophénylsulfényle, via une liaison thioéther (Ref.18).
Débarrassé du réactif en excès, le derive est ensuite purifié par chromatographie liquide
a haute pression. Ce derive presente des caracteristiques structurales identiques a celle
du produit de depart (Ref. 19). Cependant, son affinite pour le recepteur nicotinique
de l'acetylcholine, telle qu'elle est mesuree par des experiences de competition mettant
en oeuvre la toxine tritiee et des fragments de membrane riches en recepteur cholinergique,
s'avère être sensiblement inferieure a celle de la toxine non modifiee. Les valeurs des
constantes de dissociation a l'equilibre sont egales a 59.1011M et 2.1O11M, respec-
tivement (Ref. 19).

Examinons maintenant la modification des residus lysine. La toxine a de Naja nigricollis
possède 7 fonctions aminees distribuees sur 6 residus lysine (positions 15, 26, 27, 47,
51 et 59) et un groupe NH3 terminal (Fig.1). L'anhydride acetique, on le sait, reagit
avec les fonctions aminees et conduit a la formation dune liaison amide accompagnee
de la suppression de la charge initiale. Comment acetyler individuellement chaque fonction
aminee de la toxine a? Pour y parvenir nous avons procede a une acetyation douce, ou
la toxine est en excès par rapport au reactif. De la sorte, nous favorisons lacetylation
dune seule fonction aminee par molecule de toxine. Compte tenu du grand nombre de
fonctions aminees presentes au sein de la toxine, le produit reactionnel est, bien entendu,
heterogene et il convient de separer les uns des autres les derives monomodifies ainsi
prepares. Ceci est realise par chromatographie sur resine echangeuse d'ions et
chromatographie liquide a haute pression (Ref.18). De la sorte, nous obtenons 5 derives
monoacetyles purs. Pour chaque derive, la fonction aminee modifiee doit ensuite être
identifiee. Ceci est realise sur la base dune hydrolyse trypsique comparee entre, dune
part, la toxine non modifiee, et dautre part, chaque derive monoacetyle (Ref.19). Cette
analyse montre que les 5 derives obtenus sont monoacetyles au niveau du NH3,+terminal,
des residus lysine 15, 27, 47 et 51. En revanche, les residus lysine 26 et 59 se sont
averes inaccessibles au reactif. De nombreuses analyses spectroscopiques ont montre que
tous ces derives sont structuralement similaires a la toxine parentale. Nous avons examine
les affinites de tous ces derives vis-à-vis du recepteur cholinergique. Les constantes
de dissociation a l'equilibre des derivesmonoacetylessur les groupes NH3, 15 et 51 sont
de valeurs egales a 3.1O1M,9.1o11IMet 9.1011M, respectivement, valeurs proches de
celle trouvee pour la toxine parentale (KD4.1O'1M). Par contre les derives acetyles
sur les residus lysine 27 et 47 se caracterisent par des constantes d'affinite dont les
valeurs sont sensiblement plus elevees, soit 29.1OUM et 52.1011M, respectivement.

En conclusion, nous venons de presenter les modifications selectives de six residus de
la toxine de Naja nigricollis. Trois d'entre elles sont sans effet notable sur laffinite
de la toxine pour le recepteur cholinergique. Il sagit des modifications des groupes
amines en position 1, 15 et 51 qui, tous trois, sont donc exclus du site "toxique" de
la toxine. Les trois autres modifications par contre altèrent sensiblement l'affinite
de la toxine. Ce sont les modifications des residus 27, 29 et 47. Ces trois acides amines
sont donc impliques dans le site "toxique" de la toxine cx. Le resultat de ces experiences
valide totalement l'hypothèse selon laquelle le site "toxique" dune neurotoxine est
constitue par les residus representes sur la figure 6.

Identification des surfaces par lesquelles les neurotoxines interagissent
avec les anticorps spécifiques

Voici dix ans, KOhler et Milstein (Ref.2o), decrivaient le procede qui permet de preparer
des anticorps monoclonaux. Specifique dun site antigenique precis, c'est-à-dire dune
surface definie comportant 5-6 acides amines, l'anticorps monoclonal apparait comme une
sonde immunologique exceptionnelle. Nous avons prepare divers anticorps monoclonaux diriges
contre la toxine cx du venin de Naja nigricollis. Nous decrirons ici brièvement l'identifi-
cation des sites antigeniques specifiques de deux d'entre eux denommes M&—l (Ref.21) et
M...3 (Ref.22). Ces anticorps se caracterisent par des affinites elevees, les valeurs
des KD respectifs sont egales a O,4.1O9M et 108M. L'identification des acides amines
de la toxine impliques dans les interactions avec ces anticorps repose sur des experiences
de competitions, mettant en oeuvre la toxine tritiee, les anticorps monoclonaux, les
derives de la toxine selectivement modifiee sur un acide amine (cf. ci-dessus) et quelques
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Tableau 1

Affinités de la toxine a native et de ses dérivés monoacétylés en positions

NH2 terminale, Lys-15, Lys-29, Lys-47 et Lys-51 et monosulfénylé en position
29, vis-a-vis des deux anticorps M et Mj2...3. Les valeurs dews constantes din-
hibition K1 sont calculées a partir de la formule K1=1C50/1 ikJ. oti L* et
K' indiquent la concentration totale en toxine radioactive etDla constante
de dissociation a l'équilibre de cette toxine. IC50 est la concentration en
toxine non radioactive qui provoque une diminution de 50% de la quantité de
toxine radioactive liée a l'anticorps.

Positions modifiées Aucune NH3-terminal 15 27 29 47 51

Affinités

(K1.1O9M)

des toxines

pour Mal
0,4 4,5 11,5 0,4 0,3 0,5 0,5

Affinités des toxines

(Kj.109Ff) pour 2-3 40 40 50 140 520 240 30

toxines homologues. Les affinités de ces dernières sont estimées a partir des
concentrations auxquelles elles inhibent 50% de la liaison 3H-toxine-anticorps. Quelques
constantes d'inhibition (K1) déduites des valeurs obtenues sont indiquéessur le tableau
I. On le voit, les modifications des positions 27, 29, 47 etSl n'altèrent pas l'affinitéde
la toxine vis-à-vis de Mji . Ces quatre rsidus sont donc extérieurs au site antigénique
par lequel la toxine a se lie a cet anticorps. En revanche, les modifications de la lysine
15 et du groupe NH3 terminal réduisent l'affinité de la toxine, pour lanticorps. Nous
concluons que ces deux résidus sont des elements constitutifs de l'épitope spécifique
de M . Un raisonnement analogue nous conduit a conclure que M...3se lie, a la surface
de la toxine a, en un site antigénique incluant les résidus Lys-27, Trp-29 et Lys-47,
mais non le groupe NH3-terminal ni les résidus Lys-15 et Lys-51. Des experiences de
competition complémentaires effectuées notamment avec des toxines naturelles homologues
nous ont permis de préciser davantage la composition en acides aminés des deux sites
antigéniques. L'ensemble des résultats est présenté sur la figure 7. On le voit, les
deux anticorps se lient sur deux sites antigéniques topographiquement différents. En
outre l'un spécifique de M1 est topographiquement different du site "toxique" tandis que
l'autre le recouvre. Malgre cette distinction topographique, les deux anticorps sont

Fig.7 : Surfaces antigéniques par lesquelles la toxine a de Naja nigricollis interagit
avec les anticorps monoclonaux M1 (gauche) et rç23 [dte).

neutralisants in vitro et in vivo (Réfs. 21 et 22). Comment expliquer ces neutralisations?

2-3 qui recouvre le site "toxique" agit probablement selon une competition stricte:
1 anticorps et le récepteur ne peuvent se her simultanément a la toxine. Par contre,
on ne peut exphiquer aussi simplement he caractère neutrahisant de Mj1 . Diverses experiences
suggèrent que ha liaison de 1'anticorps induit un changement de conformation du site
"toxique" (Refs.22, 23 et 24). L'experience la plus convaincante a cet egard est celle
qui montre que est capable de destabiliser he comphexe toxine-r4cepteur. Une observation
qui imphique ha formation dun complexe ternaire anticorps-toxine-recepteur (Réf.24).
A h'évidence, un tel anticorps serait particuhièrement adapte pour développer une
sérothérapie efficace.
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CONCLUSION

Comme en témoigne cet article, les neurotoxines de serpents de ruer et de terre sont bien
connues sur le plan moléculaire. Le processus de biosynthèse, les structures chiniique
et spatiale, la surface responsable de leur toxicit et quelques determinants antigéniques
sont désormais identifies. Les connaissances acquises ouvrent des perspectives nouvelles
dans divers domaines, notamment dans celui dune thérapie spécifique élaborée a partir
d'antigènes de synthèse. Dans un futur que nous espérons proche, nous envisageons de
synthétiser des peptides qui mimeront les épitopes présentement localisés. Ces épitopes,
nous lavons vu, lient, et donc probablement induisent la production (Réfs. 25 et 26),
d'anticorps neutralisants. Quatre acides aminés appartenant 'a chaque épitope sont
actuellement identifies. Or, on le sait, un site antigénique comporte davantage de résidus.
Il convient donc, avant d'entreprendre les syntheses évoquées, didentifier tous les
éléments constitutifs de deux épitopes. Dans cet objectif, de nouveaux outils sont
nécessaires. En particulier, dautres toxines sélectivement modifiées au niveau dun
seul résidu. A cet égard, la voie de mutagénèse dirigée parait tout 'a fait prometteuse,
dautant que l'élément décisif de cette technique, 'a savoir l'ADNc est aujourd'hui clone
(cf. debut de cet article).
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