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RESUME

Les récepteurs cholinergiques ont un role physiologi-
que essentiel dans le sysieme nerveux central et au
niveau de la jonction neuromusculaire, vues leurs
implications dans de nombreuses fonctions céré-
brales et dautres fonctions impliquant le systeme
nerveux périphérique en activant les récepleurs
nicotiniques (nAChRs) au niveau de la jonction
neuromusculaire ou au niveau des terminaisons
des fibres parasympathiques via les récepteurs mus-
cariniques (mAChRs). En effet, les récepteurs choli-
nergiques pourraient élre reconnus par des toxines
animales isolées a partir des venins de serpents ou
des alcaloides d'origine animale ou végélale. Dans
ce conlexte, nous envisageons lidentification de
molécules similaires dans la fraction non toxique
M1, du venin du scorpion Buthus occitanus tuneta-
nus. Nous présentons une élude physiologique chez
les cellules musculaires squelettiques regroupant
des données récemment publiées par notre équipe *
el que nous venons de confirmer par dautres résul-
tats. Pour déterminer l'effet global de M1, une pre-
miere étude a été réalisée sur la jonction neuromus-
culaire en utilisant des préparations de type nerf-
muscle. Sur les myotubes en culture, une augmenta-
tion de la [Ca®*]i induite par M1 est blogquée apres
inbibition des récepteurs a la ryanodine ou ceux a
linositol 14,5-triphosphate. De plus, nous avons
observé que lapplication de M1 sur les myotubes,
induit une dépolarisation membranaire compara-
ble a celle induite par lacétylcholine. Le traitement
des cellules avec l'a-bungarotoxine, bloque une
grande partie de lamplitude de cette dépolarisa-
tion. Ces résultals confirment la présence dau
moins une composante de MI active sur les
nAChRs.

Mots clés : Homéostasie calcique, récepteurs choli-
nergiques, récepteurs muscariniques, envenima-
tion du muscle squelettique et cardiaque.

ABSTRACT

Cholinergic recepiors have an essential physiological
role in the central nervous system because of their
implicationinbigher functionsintheneuromuscular
Jjunction within the brain and also in the peripheral
nervous system by activating nicotinic (nAChRs) or
muscarinic (mAChRs) receptors.

Moreover, cholinergic receplors could be recognized
by animal loxins isolated from snake venoms or
alkaloids having animal or vegetal origin. In this
context, we aim to find such molecules in a non
loxic venom fraction of Buthus occitanus tunetanus
scorpion, M1, which could therefore constitute
promising medical tool. We present bere a
physiological study in skeletal muscle cells that
regroups data that have been recently published
and some new resulls reinforcing the last ones.

The global effect of M1, was firstly studied on isolated
nerve-muscle preparation. In cultured myotubes,
we have found that the intracellular calcium
increase, induced by MI' was blocked when
ryanodine or inositol 14,5 - triphosphate receptors
are inbibited. Moreover, we have shown that MI
application on myotubes, induced a membrane
depolarization as seen with acetylcholine. The
treatment of myotubes with a-bungarotoxin blocked
in most parts the depolarization amplitude. Thus,
these results confirm the presence of at least one
component in MI active in nAChRs.

Key words: Calcium homeostasis, cholinergic
receptors, muscarinic receptors, skeletal and car-
diac muscle envenomation.
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INTRODUCTION

La fonction contractile du muscle squelettique et/ou
cardiaque est tributaire du maintien de 'homéosta-
sie calcique dans la cellule. De nombreuses toxines
de scorpion sont capables de modifier cette fonc-
tion. Ainsi, Silveira et collaborateurs, ont montré que
le venin de Tityus serrulatus, appliqué sur le coeur
de cobaye, modifie la force et la fréquence de la
contraction en stimulant le relargage de l'acétylcho-
line et des catécholamines 2.

La toxine a-like, BmK1, extraite du venin de Buthus
martensi Karsch modifie l'activité électrique et
mécanique du cceur isolé de rat adulte en agissant
par une autre voie impliquant les canaux sodium
dépendants du potentiel 3. D'autres toxines, comme
les impératoxines (Iptx) du venin de scorpion
Pandinus imperalor, présentent respectivement un
effet activateur et inhibiteur de la fixation de la rya-
nodine sur son récepteur au niveau du cardiomyo-
cyte et sur les récepteurs squelettiques et cardiaques
exprimés dans des vésicules bilipidiques * 5.
Dautres peptides proches des impératoxines ont
été identifiés dans les venins de Scorpio maurus
(maurocalcine) &7 et de Buthotus judaicus, (BjTx-1
et 2) 8 et sont responsables de la stimulation de la
libération du calcium du réticulum sarcoplasmique
en favorisant grice a leur fixation, I'état ouvert des
récepteurs a la ryanodine, RyR. Rares sont les molé-
cules naturelles capables d’activer les récepteurs
cholinergiques.

Dans le venin de Buthus occitanus tunetanus, la
fraction toxique la plus étudiée, BotG50, renferme
des toxines actives sur les canaux Na* et K*. La
fraction BotM1 est la premiere fraction éluée par
filtration du venin de Bot sur une colonne sephadex
G-50. Elle renferme majoritairement des protéines
de haut poids moléculaire et ne présente pas de
toxicité apres injection intracérébroventriculaire aux
souris 8. Elle possede la particularit¢ d’activer la
lipolyse hormono-sensible grice a son interaction
avec les récepteurs B-adrénergiques des adipocytes
de rats * via deux protéines, lipolysis activating
venom protein (LVP1 et 2) ©.

Sachant que M1 a été étudiée sur le cceur isolé de rat
adulte et sur les cardiomyocytes en culture !, le
présent travail étudie de 'effet de M1 sur la contrac-
tion musculaire. Nous avons utilisé deux modeles, la
préparation nerf-muscle de grenouille pour le mode-
le jonction neuromusculaire et les myotubes de rats
nouveau-nés en culture pour le modele cellulaire.

MATERIEL ET METHODES

Matériel biologique

Les animaux sont manipulés en respectant les ins-
tructions du Comité de Réflexion d’Ethique en
Expérimentation Animale en France (Decret
2005-264).

* Préparation nerf-muscle

Les expérimentations ont été réalisées sur des pré-
parations nerf sciatique-muscle gastrocnémien iso-
lées de grenouilles, Rana esculenta. Lensemble nerf-
muscle est prélevé en sectionnant I'os péronéo-tibial
et déposé dans la cuve. Cette opération est effectuée
délicatement afin de préserver la jonction neuro-
musculaire en bon état; de plus du Ringer a 4°C est
constamment ajouté permettant ainsi d’humidifier
la préparation, (Ringer (mM): NaCl 10, Na2HPO4 16,
NaHCO3 25, KCl 7.75, KH2PO4 1.18, D-Glucose 10,
Saccharose 67, HEPES 10, pH 7.4 (NaOH)).

Pour lenregistrement de lactivité contractile, le
muscle est relié a un capteur (transducteur de force)
par lintermédiaire d'un crochet, connect¢ a un
amplificateur (Powerlab 4/20) lui-méme reli¢ 2 un
ordinateur via une interface (Powerlab 8/30).

Ce capteur sensible a la tension, détecte les varia-
tions de l'activité mécanique isométrique du muscle
squelettique et permet l'enregistrement de cette
tension en fonction du temps. Ce signal est enregis-
tré informatiquement grace au logiciel Chart.

* Culture primaire de myotubes de rats

nouveau-nés
Nous procédons selon le protocole suivant dans la
culture primaire des myotubes de rats nouveau-nés.
Dans un premier temps, les muscles des membres
postérieures sont coupés en plusieurs morceaus,
puis sont rincés par du milieu de type spinner (116
mM NaCl, 5.3 mM KCI, 8 mM Na2HPO4, H20, 22.6
mM NaHCO3, GlucoseD 1g/l, 3 mM HEPES, rouge
de phénol 10 mg/l). Ensuite, les cellules myogéni-
ques sont obtenues apres digestion enzymatique
dans un milieu spinner renfermant de la trypsine
(Seromed) sous agitation continue a 37° C. Les sur-
nageants sont récupérés dans un milieu de prolifé-
ration (Hams' F12; Cambrex, Verviers, Belgique et
10% sérum de cheval; Invitrogen, Cergy Pantoise,
France, 10% sérum de veau foetal; Biowest, Nouille,
France; 1% antibiotiques, 100 U/ml pénicilline G et
50 U/ml streptomycine ; Cambrex), puis sont centri-
fugés a 400 g, a 4°C, pendant 15 min. Les culots
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contenant les précurseurs myogéniques sont sus-
pendus dans du milieu de prolifération puis filtrés
sur une membrane stérile (pore: & = 25 um). Un
comptage sur cellule de Malassez et une dilution
dans du milieu de prolifération permettent d'aboutir
a une concentration de 8.105 cellules/ml.

Les cellules sont pré-ensemencées 1h 15 dans des
boites de Pétri et placées dans un incubateur (35,5°C,
air a 5 % CO2 saturé en vapeur d'eau) permettant
l'adhésion préférentielle d’'une majorité de fibroblas-
tes au fond des boites. Les cellules myogéniques en
suspension sont récupérées, ensemencées dans des
boites de Pétri stériles (& = 35 mm) contenant une
lamelle de verre de 0.17 mm d'épaisseur et replacées
dans l'incubateur.

Les cellules se multiplient jusqu’a atteindre un état
de confluence ou elles s'alignent et forment un tapis
cellulaire. Dans nos conditions, cette étape de proli-
fération dure entre 2 et 3 jours. Linitiation expéri-
mentale de la fusion permet aux cellules mononu-
cléées de fusionner en myotubes polynucléés. A ce
stade, le milieu de prolifération est remplacé par un
milieu de fusion de type Dulbecco’s modified Eagle
(DMEM, Cambrex), 5% sérum de cheval (Invitrogen)
et 1% dantibiotique de type pénicilline et strepto-
mycine (Cambrex)..

METHODES

MICROSCOPIE CONFOCALE

Lhoméostasie calcique dans les cellules est suivie
par un microscope inversé (Olympus IX 70, Japon):
Les cellules sont visualisées a travers un objectif 1.3
NA (Olympus) a immersion d'eau 60X grice a un
microscope confocal (Bio-rad MRC 1024) équipé de
gaz laser Ar/Kr, 15 mW. Les cellules sont chargées
avec de la Fluo4-AM, (5.4 uM) (Sigma) qui sera dées-
térifiée dans le cytoplasme. Dans le cas de la cellule
musculaire squelettique le milieu extracellulaire est
composé par (en mM: 130 NaCl, 5.4 KCl, 25 CaCl2,
0.8 MgCl2, 10 HEPES, 5.6 glucose, 300 mOsm, pH
74) et dans le cas des cardiomyocytes, c'est du
Tyrode.

PATCH-CLAMP

Mesure du potentiel membranaire de

la cellule musculaire squelettique

Les enregistrements sont réalisés en mode courant
imposé et en configuration cellule-entiere a tempé-
rature ambiante (22-25°C), selon la technique de
patch-clamp ™. Les pipettes sont étirées a partir du

verre en borosilicate dont la résistance est comprise
entre 25 et 35 MQ. Le milieu intrapipette est com-
posé par (en mM) 130 KCI, 0.37 CaCl2, 1 MgCI2, 5
EGTA, 5 ATP-Mg, 5 HEPES, (7.20 pH) et 280 mOsm.
Le milieu extracellulaire est le méme que celui utili-
s¢ en microscopie confocale. Les pipettes de patch
sont connectées a un amplificateur patch clamp
(Axopatch 200B, Axon Instruments). La configura-
tion cellule entiere est obtenue apres rupture de la
membrane. Lenregistrement du potentiel membra-
naire, 'acquisition et I'analyse des données sont
effectués grace a un logiciel pClamp (version 8, Axon
Instruments).

RESULTATS

Effet de BotM1 sur la contraction

du muscle squelettique

Le calcium est le déclencheur de I'activité contractile
aussi bien dans le muscle squelettique que celui
cardiaque. Une étude préliminaire a été menée sur
des préparations nerfsciatique-muscle gastrocnéniem
de la grenouille Rana esculenta. Le muscle toujours
reli¢ au nerf est fixé par ses deux extrémités
tendineuses, d’'un coté a un point fixe et de I'autre a
un capteur de force. Les variations de tension du
muscle sont alors enregistrées au cours du temps
dans les conditions isotoniques. Les substances
pharmacologiques sont déposées au niveau de la
liaison entre le nerf et le muscle. Lapplication de
l'acétylcholine (Ach; 10 M) entraine, apres 12 3 min
généralement, des contractions musculaires plus ou
moins isolées et assez breves rappelant leffet
physiologique classique de T'Ach sur la jonction
neuromusculaire. Ces premiers résultats ont été
considérés comme un témoin positif de la
fonctionnalité de la jonction (Figure 1A). Apres lavage
avec du milieu physiologique, I'application de BotM1
(20 ug/mL) provoque des réponses mécaniques
similaires, mais plus longues (de type tétanique)
(Figure 1B). Ces observations supposent que BotM1,
comme l'acétylcholine, est capable de provoquer la
contraction musculaire comme a été¢ décrit lors de
I‘étude effectuée a I'échelle cellulaire sur le modele des
myotubes de rats nouveau-nés en culture 5.

D'apres les travaux de Cheikh et al. 1, la perfusion du
ceeur isolé de rat adulte par 10 ug/mL de BotM1, en
utilisant la technique classique du Langendorff,
diminue d’'une maniere assez rapide 'amplitude de la
tension. La diminution de la fréquence est progressive
et ['état d'équilibre est atteint apres environ 5 mint.
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Figure 1. Effet de la fraction non toxique du venin de Buthus occitanus tunetanus, BotMI, sur la tension du muscle de la
préparation nerf-muscle de grenouille Rana esculenta. (A) L'Ach (10 uM) provoque des contractions musculaires isolées de
50 a 200 mN. (B) Un effet similaire (de l'ordre de 100 mN), mais plus durable, sur la tension est observé aprés application

de BotMI (20 g/mL).

Etude de leffet de BotM1 sur la [Ca*[i

La mesure du calcium intracellulaire dans les myotu-
bes a ¢été réalisée par microscopie confocale.
Différentes concentrations de BotM1, allant de 2 a
30 wg/ml ont été appliquées sur des myotubes de
rats nouveau-nés en culture. Une variation de la
fluorescence correspond aux changements de la

concentration du calcium intracellulaire ([Ca?*]i)
dans des régions sélectionnées dans les cellules
(Roi) ou hors de ces dernieres (Bg). Lapplication de
BotM1 a ces différentes concentrations, provoque
une augmentation de lintensit¢ de fluorescence
dans les myotubes au repos (Figure 2) suggérant un
effet indépendant de la concentration.
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Figure 2. Etude du mode d'action de BotM1 sur le niveau du calcium intracellulaire dans les myotubes (A) Visualisation
de l'effet de M1 (30 ug/ml) par microscopie confocale sur le calcium dans les myotubes chargés par la sonde Fluo-4 (6 uM).
La fréquence d'acquisition est de 1 image toutes les 300 ms. (B) Représentation de tracés correspondants a l'amplitude
moyenne de la fluorescence, en unité arbitraire (UA.), calculée a partir de pixels appartenant aux régions (Roil et Roi2)
choisies dans les myotubes en présence de BotM1 a 30 ug/ml).
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Laugmentation du calcium dans le cytosol peut
sexpliquer soit par une entrée d’ions du milieu
extracellulaire a travers les canaux calciques de type
L, soit par son relargage a partir des sites de stocka-
ge intracellulaires essentiellement du réticulum sar-
coplasmique, a travers les récepteurs a la ryanodine
(RyR) ou ceux a l'nositol 1, 4, 5 triphosphateinositi-
de (RIP3). Dapres la figure 3A, la seule application
de BotM1 (10 ug/ml, T= 50 s) stimule une augmen-
tation transitoire de la [Ca2*|i Lincubation des cel-
lules en présence de la ryanodine 5 uM, bloqueur
des RyR a I'état ouvert, est responsable de 'augmen-
tation du niveau de calcium de base. Cependant,
une deuxieme application de BotM1 a la méme
concentration en présence de ce bloqueur (T= 2000
s) n'induit pas leffet transitoire enregistré au départ
(T= 50 s). D'apres la figure 3B, lincubation des
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cellules en présence du 2-aminoethoxydiphenyl
borate (2-APB), bloqueur des RIP3 induit des vagues
calciques (voir a T= 250 s). La variation du niveau de
calcium de base n'est pas significative. Cependant,
une seconde application de la BotM1 seule (T=
2200 S) apres blocage des RIP3 est sans effet. D’apres
ces résultats, le blocage respectif des RyR et des RIP3
inhibe l'effet stimulateur de BotM1, indiquant une
provenance sarcoplasmique de I'augmentation de la
[Cat]i enregistrée en présence de M1.

Sachant que, lors du mécanisme de couplage excita-
tion-contraction, les canaux calcium dépendants du
potentiel sont responsables du déclenchement du
relargage du calcium 2 partir des sites de stockage
intracellulaire, les résultats obtenus indiquent que
BotM1 pourrait affecter Iafflux de calcium a travers
ces canaux.
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Figure 3. Implication des sites de stockage intracellulaires dans I'augmentation de la [Ca2+]i induite par BotM1
dans les myotubes. Dans (A) et (B), M1 a été brievement appliquée sur les myotubes. (A) Les cellules sont ensuite incubées
en présence de Ryanodine (durant 30 min a 5 uM) ou (B) avec du 2-APB (durant 30 min a 50 uM). En présence de l'un
ou de l'autre de ces bloqueurs, I'effet stimulateur de BotM1 sur le calcium est inbibé. Roi: région d'intérét sélectionnée

dans la cellule. Bg: Région témoin sélectionnée hors de la cellule.

Détermination de la protéine membranaire
cible de BotM1 dans les myotubes

Les récepteurs nicotiniques, protéines clefs de
lactivité contractile au niveau de la jonction
neuromusculaire, sont fortement inhibés par I'o-
bungarotoxine (o.-BgTx) 2. Toujours en microscopie
confocale, nous avons pu montrer que I'incubation
des myotubes en présence de o--Bglx (5 uM)
inhibe l'effet stimulateur de BotM13. Par conséquent,
nous avons conclu a un effet activateur de BotM1 sur
le calcium intracellulaire via une activation des
récepteurs nicotiniques.

Dautre part, dans la cellule musculaire squelettique,
l'activation des nAChR affecte le potentiel membra-
naire en induisant une variation locale de ce dernier.
Cette variation, a un certain seuil, est a l'origine de

I'émission de potentiel d’action membranaire res-
ponsable a son tour de la contraction.

Afin de confirmer les résultats précédents et de
savoir si les nAChR sont impliqués dans I'augmen-
tation de la concentration de calcium intracellulaire,
nous avons étudié l'effet de BotM1 sur le potentiel
membranaire de la cellule. Le potentiel membranai-
re des myotubes correspondant au potentiel de
repos est maintenu dans les conditions physiologi-
ques grace a la répartition inégale des ions K+ de
part et d’autre de la membrane essentiellement par
deux mécanismes, les canaux sélectifs au potassium
et la pompe ATPasique Na*/K+. Dans ce travail, le
potentiel membranaire est mesuré par la technique
de patch-clamp en mode courant imposé et configu-
ration cellule entiere.
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BotM1 induit un déplacement du potentiel de mem-
brane de -60mV a environ -12 mV. Apres lavage, le
potentiel membranaire revient a sa valeur initiale
(-60 mV) et les cellules sont de nouveau capables de
répondre 2 une deuxieme stimulation par BotMl
(Figure 4) (n= 4). Ces résultats confirment le role
dépolarisant de la fraction M1 (Figure 4).
Lincubation des cellules en présence d’abunga-
rotoxine bloque 90% de la dépolarisation provoquée
par BotM1 et le lavage permet une récupération de
70% environ de leffet dépolarisant enregistré au
départ.
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Figure 4. Effet de BotMI sur le potentiel membranaire.
Tracé traduisant la variation du potentiel membranaire
d'un myotube en fonction du temps, enregisiré par la
technique de patch clamp en configuration cellule entie-
re. Lapplication de BotM1 dépolarise la membrane d'en-
viron 45 mV. En présence de a-Bungarotoxine (10 puM),
une grande partie de l'effet dépolarisant de BotMI est
bloqué. Le lavage permet la restauration de 70% de l'effet
dépolarisant de BotMI enregisiré au départ.

DISCUSSION

Cette étude a montré que la fraction non toxique du
venin de Buthus occitanus tunetanus, BotM1, induit
la contraction du muscle gastrocnémien chez la
grenouille via l'activation des nAChR. Des travaux
antérieurs ont montré que cette méme fraction
diminue I'amplitude et la fréquence des battements
cardiaques chez le rat adulte par modulation du
calcium via les mAChR.

A Téchelle cellulaire, BotM1 appliquée sur des
myotubes en culture a 10 ug/mL, induit I'émission
de vagues calciques. Sachant que I'augmentation de
la [Ca**|i pourrait étre aussi bien d'origine
extracellulaire quintracellulaire, nous avons recouru
grace a lutilisation d'inhibiteurs agissant d'une
maniere sélective sur les protéines impliquées dans
le mécanisme de couplage excitation contraction

(CEC). Le blocage des récepteurs a la ryanodine
(RyR) par la ryanodine (5uM) inhibe leffet de
BotM1. Laugmentation progressive du niveau de
calcium de base est expliquée par le fait, qua cette
concentration, la ryanodine bloque les RyR dans une
conformation ouverte * d'ou la désensibilisation des
récepteurs nicotiniques. D'autres expérimentations
ont ét¢ réalises en présence du 2-aminoe-
thoxydiphenyl borate (2-APB), un antagoniste des
récepteurs a linositol 14,5 triphosphateinositide
(RIP3) . Une fois appliquée sur les myotubes, le
2-APB est capable de générer des vagues calciques
durant approximativement 2 min, ensuite les cellules
récuperent leur état de repos. Cependant,
l'application de BotM1 apres la perfusion de 2-APB
n'a aucun effet sur le calcium. Lensemble de ces
résultats est en faveur d’un blocage de l'effet de
BotM1 en présence du 2-APB ou de la ryanodine,
suggérant ainsi une origine sarcoplasmique de
l'augmentation de la [Ca?*]i.

Dans les cellules musculaires squelettiques, le cal-
cium agit comme un messager intracellulaire essen-
tiellement impliqué dans le mécanisme de CEC.
Cest la stimulation des récepteurs nicotiniques
(nAChR) qui est a l'origine de l'excitation de la cel-
lule. Le nAChR est considéré comme étant la pro-
téine clef transductrice de signal dans la jonction
neuromusculaire, responsable de la génération de
dépolarisations membranaires localisées. Nos résul-
tats ont montré que l'induction de la dépolarisation
du potentiel membranaire par BotM1 est bloquée en
présence d'a-bungarotoxine, suggérant ainsi, la
présence d’au moins un composé dans cette fraction
qui interagit avec les nAChR et induit une dépolari-
sation membranaire.

Ces résultats sont prometteurs d’autant plus que
dans le domaine thérapeutique, des efforts non
négligeables ont été réalisés afin d'identifier et de
caractériser de nouveaux ligands nAChR-spécifiques.
En effet, la caractérisation d’agonistes agissant d'une
maniere sélective sur les nAChR neuronaux pourrait
étre d'une grande utilité thérapeutique dans le trai-
tement de certaines maladies neurologiques, comme
I'épilepsie 6. 77, Jusqu'a présent, il a été rapporté un
effet positif de certains venins sur le niveau du cal-
cium myoplasmique, telle que la trachynilysine, une
protéine toxique extraite du venin de poisson
Synanceja trachynis qui agit via la libération massive
l'acétylcholine (Ach) des terminaisons nerveuses
au niveau des préparations neuromusculaires
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isolées 18120, Spande et al. 2 ont isolé un alcaloide
a partir de la peau de grenouille Epipedobates trico-
lor, appelé épibatidine, capable d'induire la libéra-
tion de 'Ach 2220, Jusqu'a présent, aucune molécule
issue de venins de scorpions ne sest révélée active
sur les nAChR dans le muscle squelettique. Les tra-
vaux effectués par Nirthanan et al. 2 ont montré la
présence d'un agoniste cholinergique dans le venin
du scorpion Heterometrus spinnifer qui s'est avéré
n'étre autre que 'Ach.

Létude ayant porté sur les cardiomyocytes a permis
dattribuer les effets chronotropes et inotropes néga-
tifs de cette fraction, au moins en partie a l'inhibition
du courant calcique de type-L dans la cellule ventricu-
laire de rat adulte *. Sachant que, I'Ach a un effet ino-
trope négatif sur les myocytes ventriculaires de rat 2.
Actuellement, il est bien démontré que la régulation
de l'activité électrique des canaux ioniques via l'acti-
vation des mAChR en empruntant la voie directe des
protéines G ou indirecte, apres modulation (inhibi-
tion ou facilitation) des réponses dépendantes de
'AMPc dépend aussi bien du type de myocyte ainsi
que des conditions expérimentales 2 2. En effet,
concernant une possible implication de I'oxyde nitri-
que (NO) et du GMPc dans l'inhibition muscarinique
du ICalL, d'autres expérimentations seront envisa-
gées, afin de déterminer si cette voie est empruntée
par BotM1. Cependant, bien que ce mécanisme de
signalisation soit suggéré dans les myocytes ventri-
culaires et a été bien €lucidé dans les cellules noda-
les et atrioventriculaires ", le fait que leffet des
mAChR sur ICaL a été observé chez la souris NOS-
KO .28 écarte cette hypothese.

Dans ce travail, les résultats obtenus sur le muscle
squelettique et ceux déja obtenus avec le muscle
cardiaque démontrent la présence d’au moins, une
molécule dans la fraction non toxique du venin du
scorpion jaune Buthus occitanus tunetanus, intera-
gissant avec les AChR. Lidentification et la caractéri-
sation de cette molécule devraient étre d'un grand
intérét, étant donnée que les agonistes des AChR
sont considérés comme des analgésiques potentiels
et des outils thérapeutiques dans le traitement de
certaines maladies neurologiques et des désordres
mentaux relatifs 2 une diminution de I'activité¢ choli-
nergique 2.

De ce fait, les expérimentations sont en cours pour
isoleret caractériser laou les protéine(s) responsable(s)
de la modulation du courant ICa(L) dans le cardio-
myocyte et du calcium intracellulaire dans les myo-

tubes, afin de mieux étudier laffinité¢ pour leur
récepteur et de les exploiter éventuellement dans le
domaine thérapeutique.
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