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Résumé

Des anticorps monoclonaux dirigés contre diverses sous-unités de 1'hémocyamine du scorpion Buthide
paléotropical Androctonus australis ont été préparés. Leurs réactivités croisées ont ¢té testées avec
les hémocyanines d'une dizaine d'especes de scorplons appartenant & divers genres de Buthdés
paléotropicanx ou néotropicaux

Ces anticorps reconnaissent des sous-unités appartenant & un nombre limité d'hémocyamimes d‘origines
differentes. Ils constituent des groupes phylogénétigues qui n'availent pas eté détectés par les
a¢thodes biochimiques et immunochimiques précédemment utilisées. Ils valident des hypothéses qui
reposaient exclusivement sur des caractéres norphologiques externes des animaux. Ce travail clarifie
ainsy la systématique de |'importante famille des Buthidés.

hdstract:

¥onoclonal antibodies were prepared against various hemocyanin subunits of the paleotropical scorpion
Androctonns australis (Buthidae). Their cross-reactivities were tested with the hewocyanins of ten
species of scorpions belonging to several genus of paleotropical or neotropical Buthidae.

These antibodies are capable of binding to subunits belonging to a limited number of hemocyanins frow
various origins. They make up evolutionary groups which could not be put 1nto evidence by the
biochenical and immunological methods previously used. They embody hypothesis which were exclusively
predicated upon external morphological characters of animals. Consequently this study clarifies the
systematics of the large famly of Buthidae.

Les Scorpions forment un ordre trés homogéne, constitue
d'un nombre d'espéces relativement restreint (environ
un millier) réparties en sept familles: les Buthides.,
les Scorpionidés, 1les Chactidés, les Bothriuridés, les
Chaerilidés, les Diplocentridés, les Vaejovidés. La
famille des Buthidés est la plus importante numérique-—
ment. Elle compte prés de la moitié des espéces et ses
caractéristiques 1'opposent aux autres familles au
point que certains auteurs distinguent deux sous-
ordres, l'un comprenant exclusivement les Buthaides,
l'autre les six familles restantes.

Les ¢tudes chimiotaxonomiques concernent essentielle-
ment les Buthidés. Elles reposent sur |'analyse des
propriétés électrophoretiques et immunologiques de
1'hémocyanine, cuproprotéine circulante de 1'hémolymphe
de scorpion, capable de fixer réversiblement 1'oxXygene
(Goyffon et Lamy, 1973). Des anticorps monoclonaux
diriges contre 1'hémocyanine du Buthide Androctonus
australis garzonii ont été produits récemment. Ce sont
des sondes spécifiques d'un motif structural unique de




la molécule plus ou moins bien préservé au cours de
1'évolution. L'étude des réactivités croisées des anti-
corps monoclonaux avec les hémocyanines de diverses
espéces de Buthidés permet de préciser les reésultats
fragmentaires précédemment acquis au niveau de 1'ordre,
du genre ou de 1'espéce.

MATERIELS ET METHODES
1- SCORPIONS:

Tous les animaux sont des Buthidés, leurs origines sont
rapportées dans le tableau 1.

Tableaw J: Origines et caractéristiques des scorpions Buthidés selectionnés pour cette étude.

Genre Espece Sous-espéce Origine
Androctonus australis garzonii Tunisie
Androctonus anoreuxs Aigérie
Androctonus aeneas Tunisie
Androctonus crassicauds Arabie Saoudite
Leiurus quinquestriatus ) Arabie Saoudite
Buthus occitanus tunetatus Tunisie
Orthochirus innesi Arabie Saoudite
Buthotus franzwerneri gentili Maroc
Parabuthus lipsoaa Arabie Saoudite
Centruroides gracilis Colombie

2~ HEMOCYANINES:

L'hémocyanine du scorpion Androctonus australis
garzonii est une macroprotéine constituée de 24 sous—
unités monomériques d'environ 75 kDa. Ces sous—unités
appartiennent & 8 types de chalnes polypeptidiques
dénommées Aa 2, 3A, 3B, 3C, 4, S5A. 5B et 6 en fonction
de leur mobilité électrophorétique croissante. Les
sous—unités Aa 3C et Aa 5B sont associées en un
hétérodimere appellé sous—unité Aa 1. L'agencement des
sous—unités dans la molécule entiére et sa structure
quaternaire sont parfaitement connus (Lamy et al.,
1985).

Le préleévement des hémolymphes des diverses espéces de
scorpion et la préparation des hémocyanines ont prea-—
lablement été décrits (Billiald et al., 1989).

3— ANTICORPS MONOCLONAUX:

Tous les anticorps monoclonaux ont été produits apreés
immunisation de souris avec des produits de
1'hémolymphe d'Androctonus australis (hémolymphe Dbrute




ou sous—unités d‘'hémocyanine purifiées). Le protocole
détaillé de leur préparation et leurs . caractéristiques
ont été rapportés par Billiald et al., 1988 et Lamy et
al., 1990. Les sept anticorps désignés 6032, L4, L26.
1100, L101, L102, L104 ont été utilises.

4- IMMUNOTRANSFERTS:

Les hémocyanines de scorpion ont été soumises & une
électophoreése en gel de polyacrylamide & 7.5 p. cent.
Cette ¢électrophorése autorise la séparation des pro-
duits de dissociation des hémocyanines. Aprés transfert
sur une membrane d'Immobkilon PVDF (Millipore Laborator-—
ies) 1les protéines ont été incubées avec chacun des
anticorps monoclonaux etudiés. Les immuncomplexes ont
éte révélés par une réaction immuno-enzymatique utili-
sant des anticorps anti immunoglobulines de souris
marqués par une peroxydase (DAKO code P161). Le proto-
cole complet a précédemment été décrit (Billiald et
al., 1989).

RESULTATS

Les résultats obtenus avec l'anticorps L101 ont eté
rapportés par Billiald et al., 1989. Ils démontrent que
l*activité d'un anticorps monoclonal dirigé contre une
sous—unité d'hémocyanine d'Androctonus australis n'est
retrouvée qu'avec un nombre limité d'hémocyanines
d'espéces différentes (tableau 2). Ce travail prélimin-—
aire nous a amenés a évaluer les réactivités croisées
de six autyres anticorps dirigés contre les sous-—unités
Aa 2, Aa 3B ou Aa 6 avec 1l'intention de mettre a jour
des différences de spécificité d'espéces entre les
clones. Comme précedemment les diverses hémocyanines
ont été soumises a une électrophorése en gel de
polyacrylamide qui conduit & la séparation des sous-—
"unités libres. Un immunotransfert avec chacun des
anticorps a ensuite été pratiqué. A titre d'exemple la
figure 1 montre 1'électrophorégramme des hémocyanines
dissociées de sept espéces de Buthidés apreées coloration
des protéines au bleu de Coomassie ou immunotransfert
avec l'anticorps L102. .

On note sur cette figure une trés grande sélectivité de
1'anticorps L102 qui ne produit une coloration positive
qu‘avec la sous-unité 6 de 1'espeéce Androctonus
autralis. Avec les autres anticorps monoclonaux, les
resultats sont rassemblés sous forme schématique dans
le tableau 2. On y constate une grande sélectivité de
la réponse variable avec l'anticorps. Ainsi, les immu-
noglobulines 14 et L2Z6 dont la spécificité de sous-
unité diffeére reconnaissent des épitopes communs . aux
hémocyanines de tous les scorpions étudiés.
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Figure 1: Electrophorése en gel de polyacrylamide des hémocyanines dissociees de sept scorplons

buthidés aprés coloration au bleu de Coomassie (A) ou immunotranstert avec 1'anticorps L102 (b)
1) et 8) Androctonus australis 2) Parabuthus }iososa 3} Buthus ocritanus

4) Leiurus quinquestriatu 5) Androctonus crassicauda  6) Androctonus asoreuxi

7} Androctonus aeneas

Antacorps L4 126 6032 L104 LI0} L10O L102

Spécificaté A 3B b 16 b b 6

Hénocyanine de:

i
i
1
1
1
1
Androctonus australis 1
Androctonus aeneas I
Androctonus asoreuxi I
Androctonus crassicauda
Leiurus quinquestriatus |
Buthus occitanus I
Orthochirus innesi 1
Buthotus franzwerneri 1
Parabuthus liosoma I
Centruroides gracilis I
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10 espéces de scorplons.

Tablean 2: Réactivités croisées en innunéblotting de 7 anticorps monoclonauy sur les hémocyanines de

A 1l'autre extrémité du tableau, l1'épitope reconnu par

1'anticorps Ll02Z est présent sur la sous—unité 6

1'espéce Androctonus australis uniquement. Entre
deux extrémes, 1'épitope 6032 de la sous—unité Aa
1'épitope L104 de la sous-—-unité Aa 6 sont détectes
tous les genres & 1'exception de Parabuthus
Centrurcides. . Le clone L10l se comporte de la

fagon que les anticorps précedents a ceci pres que

de
ces
2 et
dans
et
meme
son

épitope est absent de |'espéce marocaine . Buthotus
franzwerneri. Enfin, outre son activité sur la sous-—
unite Aa 6, l'anticorps L100 réagit avec des eépitopes
localisés sur une sous—unitée des hémocyanines
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d'Orthochirus innesi et de Leiurus guinquestriatus sans

reconnaitre aucune des sous—unités des autres heémocyan-
ines du genre Androctonus.

DISCUSSION

Jusqu'ad présent, les études chimiotaxonomiques des
scorpions reposaient sur 1'examen des proprieteées elec-
trophorétiques et immunoélectrophorétiques de leurs
hémocyanines. Goyffon et Kovoor (1978) ont montré que
l'électrophoreése en gel de polyacrylamide revét un
intéret au niveau familial parce qu'elle reveéle
1'existence d'une bande de faible mobilité spécifique
des hémocyanines dissociées de Buthidés. Cependant, ces
travaux ne suffisent pas & établir la nature et la
correspondance des protéines homologues. Ils doivent
étre complétés par des analyses immunologigues. En
utilisant des antisérum polyclonaux., Lamy (1983) &
établi des homologies antigéniques entre des sous-—
unités d'hémocyanines de diverses espeéces qul différent
par leur mobilité électrophorétique. Ces travaux per-—
mettent une diagnose au niveau du subphylum, mais 1ils
sont trop fragmentaires pour avoir une valeur précise
au niveau de l'ordre, de la famille ou du genre. Une
raison a cela est un manque de spécificitée des antisé-
rums utilisés qui , par définition, sont constitués
d‘une population hétérogéne d'anticorps. En préparant
des anticorps monoclonaux, nous avons isolé au sein de
cette population hétérogéne d'anticorps des sondes
spécifiques d'un motif structural unique, capables de
détecter la présence d'un épitope prédéterminé sur des
antigeénes différents. Ces sondes sont treés sélectives,
Toutes reconnaissent des épitopes communs & un nombre
limité d'hémocyanines d'espéces différentes. Elles
constituent des groupes évolutifs.

Ainsi, la réponse aux anticorps anti-sous—unités Ra 2
(6032) et anti-sous—unité BAa 6 (L104) contfirme
1'intérét de caractéres morphologiques difficiles a
établir, comme la disposition des trichobotries dorsa-
les des bras des Buthidés. Parabuthus et Centruroides
sont les seuls Buthidés étudiés dont les trichobotries
dorsales des bras sont dans une orientation o selon les
observations de Vachon. Cette corrélation des caractée-
res immunochimiques et morphologiques autorise la
distinction de deux sous—ensembles au sein de la
tfamille des Buthidés qui pourraient étre élevés au rang
de sous-famille (Goyffon et al., en préparation).
L'utilisation d'anticorps monoclonaux souléve également
de nouvelles questions. L'anticorps L100 gui reconnait
un épitope commun aux hémocyanines d'Androctonus
australis, de Leiurus guinquestriatus et d'Orthochirus
innesi ne réagit avec aucune autre hémocyanine du genre
Androctonus. Cette apparente parenté de 1 ‘'hémocyanine
- d'Androctonus australis plus proche des genres Leiurus




et Orthochirus que des autres scorpions du genre
Androctonus illustre la difficulté du choix des crite-
res morphologiques dans la définition du genre.

Ces résultats encore préliminaires devraient conduire
les systématiciens & compléter les examens morphologi-
ques par des études chimiotaxonomiques pour la notion
de genre. La préparation d'un plus grand nombre
d'anticorps monoclonaux dirigés contre 1'hémocyanine
d'Androctonus australis, mais aussi contre d'autres
espéces de Buthidés devrait y contribuer. Enfin,
1'étude des séquences nucléotidiques des génes codant
pour }‘hémocyanine pourrait, & l‘avenir, revétir un
grand interét, comme cela a préalablement été demontré
chez les Vertébrés (O'Brien et al., 1985). Elle complée~-
terait les données immunoclogiques qul ne prennent une
ré¢éelle signification que lorsqu'elles trouvent d'autres
éléments qui corroborent les conclusions auxquelles
elles conduisent. '
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