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Avant-propos

Avant-propos

La prolifération massive de phytoplanctortoxique en milieu marin, saumatre ou
dulcaquicole est un phénomene naturel dont la gmendescription remonte a I’Antiquité
(Hallegraeff, 1993).

Dans certaines conditions environnementales (tesmtyr€y, salinité, richesse en nutriments,
stabilité de la colonne d’eau, luminosité, etc.selon un processus biologique naturel, des
microorganismes photosynthétiques ont, pour cestdan capacité de se développer en tres
grand nombre, jusqu’a plusieurs millions de ceupar litre d’eau (Hallegraeff, 1993). En
milieu marin, ce sont des microalgues appartenamt casses des dinoflagellés et des
diatomées qui forment des efflorescences alorsnge& douce, ce sont les cyanobacteries,
microorganismes procaryotes.

Ces dernieres décennies, les phénomenes d’efftaress algales ont augmenté en intensite,
en fréquence et en distribution géographique (Argoz et al., 2009 ; Anderson, 2009).
Quatre hypothéses sont avancées pour expliquaccatissement : (i) une augmentation des
pressions anthropiques dans les zones cotieres l@@ygaculture), (i) les changements
climatiqgues (Moore et al., 2008), (iii) le transpdu phytoplancton toxique sous forme de
cystes dans les ballasts des bateaux ou assodiematert de stocks de coquillages d’un lieu
a un autre (Hallegraeff et Bolch, 1991) et de fagoncomitante, (iv) une attention accrue de
la part des scientifiques.

Il est actuellement reconnu que la cause de cderadftences est souvent dorigine
anthropique (e.g. rejets massifs de phosphateslgsaindustries, ce qui conduit a une
eutrophisation des milieux) ou encore liée a des\gbments de facteurs environnementaux
(e.g. lumiére, température, salinité, richessewtnments) (Heisler et al., 2008).

Cette biomasse présente un risque pour la fauretigge et pour I'hnomme a plusieurs titres.
D’une part, la quantité abondante de phytoplangbent occasionner la raréfaction de
'oxygéne dissous ou obstruer les branchies desspos, provoguant la mort massive de
poissons et d’invertébrés aquatiques (Fernandeak,e2003). D’autre part, certaines especes
ont la capacité de synthétiser des toxines. Lesqibyines produites en milieu marin par les
dinoflagellés et les diatomées sont connues degghussd’une quarantaine d’années tandis que
les cyanotoxines produites en eau douce par lewbgatéries ont été mises en évidence plus

! Le terme « phytoplancton » utilisé dans ce matituserrapporte aux cyanobactéries, aux dinoflageéa
certaines diatomées. Le terme de microalgues gecréssentiellement aux especes de phytoplanctoigide
marine.
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récemment. Les phyco- et les cyanotoxines ont emam de présenter plusieurs familles de
toxines comptant chacune de nombreux analogueg, atains restent encore inconnus.
Elles représentent un risque pour ’'homme du faitedir possible bioaccumulation dans les
coquillages en milieu marin, dans les poissonsandouce. Les cyanotoxines représentent
un risque direct pour 'homme via la consommatitead contaminée.

En marge des épisodes de toxicité attribués auggibyines connues, ces derniéres années
montrent une expansion mondiale d’épisodes toxigoesexpliqgués (Van Dolah, 2000). Ces
derniers sont dus a des toxines émergentes ouaa@iés par une toxicité chez I'animal sans
gue l'agent toxique responsable ait pu étre miéwdence par des analyses chimiques. Face
a une alerte sanitaire liée a I'apparition d’unevelle toxicité, détectée par une réponse sur
souris (i.p%) au travers des contrdles officiels des toxinkssi trés difficile d’extrapoler la
toxicité observée chez I'animal au risque pour imoe. Dans ce contexte, de nouvelles
approches sont nécessaires. L'une d’elles s’appuie le développement de modeles
expérimentaux sensibles a différents types de itéxén vue de les utiliser comme outils de
criblage en situation d’alerte toxique inconnueiiesi améliorer notre capacité a évaluer un
potentiel toxique pour I'hnomme.

C’est dans ce contexte que s’inscrit le travaititise présenté dans ce manuscrit. L’objectif
est de contribuer a I'évaluation du risque pouoritme lié a des neurotoxines émergentes.
Pour cela, des modeles cellulaires expérimentatigtérsélectionnés et leurs réponses suite a
'exposition a des neurotoxines ont été caractésisé

Le manuscrit s’organise en plusieurs chapitres. kéwveie bibliographique, centrée sur les
neurotoxines phytoplanctoniques, présente la digechimique et la diversité des cibles
biologiques (de I'échelle cellulaire a I'organismelis les impacts sanitaires et les aspects
réglementaires. Suite a ce contexte bibliographitpseobjectifs et les questions scientifiques
abordées lors ce travail de these sont précisésdegxieme, troisieme et quatrieme chapitres
portent sur les trois familles de neurotoxines iéesl: les saxitoxines, les palytoxines et les
spirolides. Le choix des saxitoxines et palytoxig@ppuie sur la connaissance de leurs cibles
cellulaires et sur l'utilisation d’'une seule lignéellulaire pour les détecter. Les effets a
'échelle cellulaire sur cette méme lignée des ddigies, neurotoxines émergentes, sont
ensuite présentés. Enfin, la discussion généralecEs aux perspectives a pour objectif de

replacer I'ensemble des données acquises au ceurette thése dans un contexte plus

2i.p. : injection par voie intrapéritonéale
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général de l'utilisation de modeéles cellulaires poantribuer a une meilleure connaissance

des épisodes de toxicité.

Ce travail de thése est basé sur les résultataubi@u cours des trois années passées d’une
part, dans I'équipe "Cyanobactéries, CyanotoxinésEmvironnement" dirigée par le
Professeur Cécile Bernard et appartenant a la FREB TNRS/MNHN "Molécules de
Communication et Adaptation des Microorganismes"C@AWM) du Muséum National
d’Histoire Naturelle de Paris et d’autre part, déé@guipe "Toxines Naturelles" appartenant a
I'unité "Caractérisation des Toxines" dirigée paDr Sophie Krys au Laboratoire d'Etudes et
de Recherches sur la Qualité des Aliments et deséBés agro-alimentaires (LERQAP) de
'AFSSA de Maisons-Alfort. Cette double appartereanc’a permis d’aborder des questions
scientifiques dans un contexte d’évaluation deguAs pour 'homme liés aux toxines

phytoplanctoniques.
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Chapitre 1 — Etat des connaissances

I. Généralités

Les exigences fortes des consommateurs en matigliemehtation portent sur la qualité
nutritionnelle des produits et sur I'absence degugspour leur santé. Or il arrive que les
aliments soient contaminés au cours de leur pramuciu de leur transformation par des
substances potentiellement dangereuses pour k&, sastiltant des activités anthropiques (e.g.
pesticides, métaux lourds). Si les consommateurg gobalement sensibilisés a cette
problématique, il n’en va pas toujours de méme pesicontaminants d’origine naturelle. En
effet, de nombreux micro-organismes, mais égalemmenaines plantes supérieures, peuvent
produire des substances qui représentent un daotgrtiel pour le consommateur. Ainsi, les
mycotoxines et les toxines bactériennes, tout comesiphycotoxines et les cyanotoxines font
partie de ces substances naturelles pouvant camtates aliments. Il faut toutefois noter que
de nombreuses molécules d’origine naturelle et meamn particulier font I'objet de
recherches afin de tester leur pouvoir bénéfiquer e santé humaine (Mayer et Hamann,
2005).

Ces toxines contaminant les aliments ont plusipoists communs : (i) elles présentent une
grande diversité du point de vue de leur structimenique et de leurs effets et (ii) elles ont
une incidence économique importante puisque dudiaitaractére non preédictible de leur
présence, elles doivent faire I'objet d'une sutaeite systématique dans les aliments

concernés.

[I. Diversité des principales toxines phytoplanctonique

La diversité des toxines phytoplanctoniguisera ici abordée en fonction de leurs structures,
de leurs voies de biosynthése et de leurs ciblefodiques mais sans distinguer les

organismes producteurs, cyanobactéries, dinofiagell diatomées.

II.1. Diversité chimique des toxines phytoplanctoniques

Les cyanotoxines et les phycotoxines présentenisttastures chimiques trés diversesii
peuvent étre des :

- alcaloides hydrosolubles (saxitoxines et anatain

® Les toxines qui ne sont pas mentionnées dangég@mhe 11.3 sont présentées sous forme de tabau
Annexe 1.
* Les structures chimiques des toxines sont illestd&ans le paragraphe I1.3.



Chapitre 1 — Etat des connaissances

- peptides cycliques (microcystines et nodularines)

- analogues d’acides aminés (acide domoique),

- imines cycliques (e.g. spirolides, gymnodimin@asrocentrolides),

- molécules polyhydroxylées complexes (palytoxinarelogues),

- polyéthers liposolubles (acide okadaique et digejstoxines, azaspiracides,

brévétoxines, ciguatoxines, pecténotoxines).
Bien que moins nombreuses que les métabolites daites de bactéries, les toxines de
dinoflagellés n’ont pas d’équivalent en terme denplexité structurale (Rein et Borrone,
1999). Ainsi, les seules molécules d'origine ndterpossédant entre cing et neuf cycles
contigus sont les bréveétoxines et les ciguatoxpresdluites respectivement pidarenia spp.

et Gambierdiscuspp.

II.2. Voies de biosynthese des toxines phytoplanctoniques

La diversitée des structures chimiques des phyco<yeinotoxines résulte de voies de
biosynthese complexes. Pour certaines toxines,ptésurseurs chimiques et les genes
impliqués dans la biosynthése ont été recherchéagm approfondie (e.g. Méjean et al.
(2009a) pour lanatoxine-a et I'homoanatoxine-a gllkann et al. (2008) pour les
saxitoxines). La connaissance des genes impliqa@és l&s voies de biosynthése des toxines
rend possible le développement de sondes moléesilgpécifiques qui peuvent étre utilisées
pour détecter les organismes toxiques dans I'enmgment (Pearson et Neilan, 2008). Mais
le fait que certaines cultures de microalgues rigsspat pas étre axénisées, qu’'elles puissent
avoir des taux de croissance relativement faibledien que la production de toxines soit
limitée en quantité, ont largement contribué ankeiles avancées dans ce domaine.
Toutefois, des expériences d’ajout de précurseamgportant des isotopes radioactifs stables
au milieu de culture des microalgues, couplées s almlyses en résonance magnétique
nucléaire et en spectrométrie de masse, ont pedi@lsicider les précurseurs de la
biosynthese de certaines toxines (e.g. Rein et&n®d06). Par ailleurs, les apports récents
des techniques de biologie moléculaire ont conéridudentifier certains composés impliqués
dans la voie de biosynthése des toxines.
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[1.2.1. Voies de biosynthese des polykétides marins

La majorité des toxines de dinoflagellés sont delykgtides, c'est-a-dire des métabolites

secondaires résultant de la condensation itér@tiwrdensation de Claisen) de sous-unités
acétyle et malonyle catalysées par des enzymegbpées : les polykétides synthases (PKS)

(Rein et Snyder, 2006 ; Kalaitzis et al., 2009)s BKS sont des complexes enzymatiques de
grande taille arrangés en modules. Chagque moduRK&econtient plusieurs domaines ayant

chacun des fonctions définies de démarrage, d’é@ogou de terminaison.

La diversité structurale des polykétides de dirgdlees s’explique notamment par le fait que

les PKS utilisent un grand nombre de substratemifits (acétate, malonate, propionate,
butyrate, etc.) et que des modifications peuventssur apres élongation du squelette carboné
(Rein et Borrone, 1999).

A I'heure actuelle, les genes codant pour les PKBtreté que peu caractérisés en raison

notamment de I'extréme complexité du génome dedfldigellés (Kalaitzis et al., 2009).

[1.2.2. Voies de biosynthese non ribosomale des cyanotaxine

L’essentiel des métabolites secondaires toxiquedypts par les cyanobactéries trouve son
origine dans des voies de synthése non-ribosonf@letker et von Dohren, 2006). lls sont
produits a travers I'activité biochimique de conxgle multi-enzymatiques de grande taille
arrangés en structures modulaires et composés @S Npeptide synthétase non ribosomale)
ou NRPS/PKS (Welker et von Do6hren, 2006). Chaguapectde la biosynthese requiert
I'activité d’'un module du complexe. Chaque modut¢ @mposé de plusieurs domaines et
contient au minimum (i) un domaine d’adénylatiompbactivation des acides aminés, (ii) un
domaine de thiolation pour le transfert des forimésrmédiaires du peptide formé et (iii) un
domaine de condensation. Une diversité d’'autresailteas a €galement été décrite (pour
revue : Moffit et Neilan (2000)\Welker et von D6hren (2006)). Les peptides prodeatst de
petite taille et peuvent présenter des groupenamte, glycosyle, méthyle (Moffit et Neilan,
2000). Les peptides issus de ce mode de synthaseergeprésenter des acides aminés
atypiques absents des protéines conventionnelles. p@rticularités sont a l'origine de la
diversité des molécules produites par ces voidsatynthese.

Récemment, le cluster de genes impliqués dansrthése des saxitoxines a été mis en
évidence chez la cyanobactétiglindrospermopsis raciborskiroductrice de saxitoxines. Ce
cluster compte environ 35000 paires de bases & podr 26 protéines impliquées dans la

biosynthese des saxitoxines (Kellmann et al., 20@8ustafa et al., 2009).
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11.3. Diversité des cibles biologiques et des effets dexines

A la diversité des structures chimiques s’ajoutdil@rsité des cibles biologiques et des effets
des toxines a différentes échelles, depuis I'éehedlllulaire jusqu’aux effets toxiques chez
’homme. Une attention particuliere sera portée affets des toxines sur les modeles

cellulaires.
[1.3.1. Toxines aux cibles biologiques connues

[1.3.1.1. Toxines agissant sur des récepteurs membranaires

De facon globale, les toxines phytoplanctoniqueassagt sur des récepteurs membranaires
produisent des symptdomes majeurs de type neuratexidoutefois, il faut considérer

'exception des ciguatoxines, a l'origine de lauatgra plus communément connue sous le
nom de « maladie de la gratte » qui regroupe dep®ymes de type neurologiques, cutanés

et gastro-intestinaux.

11.3.1.1.1.Récepteurs nicotiniques de I'acétylcholine

Deux familles de neurotoxines agissent sur lesptéces nicotiniques de l'acétylcholine : les
anatoxines et les gymnodimines. Une autre fani@iespirolides, est également supposée agir

sur ces récepteurs.

» Lesanatoxines(anatoxine-a et homoanatoxine-a ; Figure 1) seatalcaloides produits
en eau douce par plusieurs genres de cyanobactélsegueAnabaena Aphanizomenon
Oscillatoria etPhormidium

0
CH
NH; 2 NH; CHLCH,
anatoxn-a homoanatoxn-a

Figure 1: Structure chimique de I'anatoxine-a et de I'h@matoxine-a

Ces toxines sont distribuées sur toute la surfacglabe (Osswald et al., 2007, Thomazeau et

Bernard, soumis). Méjean et al. (2009b) ont réceminmais en évidence la présence

10
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d’homoanatoxine-a chez la cyanobactérie benthigwine Hydrocoleum lyngbyaceum
récoltée en Nouvelle-Calédonie.
Les anatoxines sont tres solubles dans I'eau, céeguend difficiles a extraire des milieux

agueux (Osswald et al., 2007).

Mode d’action des anatoxines

Au niveau des jonctions neuromusculaires, l'anate»a et 'homoanatoxine-a se lient au
récepteur nicotinique de '’ACh mais ne sont pasratilges par I'acétylcholinestérase. Cela
entraine une sur-stimulation du récepteur nicotiaigui reste de facon prolongée a I'état
ouvert et perturbe la transmission de l'influx reary, provoquant ainsi la mort par arrét
respiratoire (Figure 2) (Aronstam et Wiktop, 1984as et al., 1996).

A B
AXON TERMINAL AXON TERMINAL
,xS Ach ANATOXIN-A @
o AChE
4 Dégradation O Pas de
o = N dégradation
o % . . - .
a K K - K
v : v : v
Na"‘ E @ Na+ ' Na +
Contract? ot 1 Muscle aurepos Sur-stimulation du muscle
musculaire !

Figure 2: Mode d’action de I'anatoxine-a au niveau d’unegjiton neuromusculaire. A : état normal. B : en
présence d’anatoxine-a. (d’aprés Carmichael, 1994).
Rao et al. (2002) ont mis en évidence des effdtstaxiques (libération de la LDH, perte des
fonctions mitochondriales) et apoptotiques (e.givaton de la caspase 3) de I'anatoxine-a
sur une lignée cellulaire de thymocytes de ratestakllules Vero. Ces auteurs suggerent que
les effets apoptotiques de I'anatoxine-a sont #8% espéces réactives de I'oxygéene et a
I'activation des caspases. Toutefois, les conctotra d’anatoxine-a appliquées aux cellules

dans cette étude sont élevées, comprises entr&Qlyed/mL.

11
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Aspects toxicologiques chez I'animal

Les signes cliniques observés chez différentescesp@nimales (souris, rat, oiseau, chien et
veau) comprennent une diminution des mouvements,respiration abdominale exagéree,
une cyanose, des convulsions suivies par la mas. animaux intoxiqués ne présentent
aucune lésion interne (James et al., 2007).

Les DLso chez la souris par voie intrapéritonéale de l'axiaie-a et 'homoanatoxine-a sont
de l'ordre de 200 a 250 pg par kig poids corporel, le temps de survie des animaux
n’excédant pas 30 minutes (Osswald et al., 2007).

L’administration par voie orale sur 28 jours deasublétales d’anatoxine-a a des souris ne

provoque aucune toxicité observée cliniquement @Hast al., 1999).

Effets toxiques chez 'hnomme

Aucune intoxication humaine liée a la présenceat@ine-a n'a été rapportée a ce jour.

» Les gymnodimines ont été mises en évidence en 1993 en Nouvelleadélalans le
cadre du plan de surveillance des coquillages.sEdgpartiennent au groupe des imines
cycliques. Ce sont des dérivés pentacycliques aaaplcomportant un motif imine cyclique
(Figure 3), caractéristique de la famille des tesia action rapide. Trois analogues (GYM-A,
GYM-B et GYM-C) sont produits en milieu marin pa tinoflagelléKarenia selliformis
(Miles et al., 2000 ; 2003).

Figure 3: Structure chimique de la gymnodimine-A

Mode d’action des gymnodimines
Kharrat et al. (2008) ont récemment mis en évidaqeoe la GYM se liait aux récepteurs

nicotiniques de I'’ACh avec une forte affinité, ad gxplique sa neurotoxicité par voie i.p.
Aspects toxicologiques chez I'animal
Des études toxicologiques menées chez la sourimmontré que la Dig par voir orale de la

GYM est de 755 pg.kgtandis que la toxicité par voie intrapéritonéademus élevée (Do

12
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de 96 ug.kd) (Munday et al., 2004). Les symptdmes des animajectés par voie i.p.
incluent une hyperactivité, des sauts, une paealyss pattes arriere, une dyspnée sévere. La
mort survient rapidement, entre 6 et 15 minutegspiinjection, suggérant une atteinte

neurologique.

Effets toxiques chez 'hnomme
Les gymnodimines ont été mises en évidence dangalesrdes en Tunisie (Biré et al., 2002)
et sur les cotes européennes et nord-américainefggMet al., 2007) sans qu’aucun cas

d’intoxication humaine n’ait été rapportée suitérgestion de coquillages (Toyofuku, 2006).
» Les spirolides ont été identifiés réecemment comme le troisiemzuge de toxines a
action rapide agissant au niveau des récepteutdimgues a I’ACh. Les spirolides font

I'objet d’une revue bibliographique détaillée dém€hapitre 4.

11.3.1.1.2.Canal sodium voltage-dépendant

Trois familles de toxines phytoplanctoniques agissel niveau de la sous-uniiédu canal
sodium voltage-dépendant ;. les saxitoxines (STXe} brévétoxines (PbTXs) et les

ciguatoxines (CTXs).

= La famille des saxitoxines (STXsgomprend 27 analogues (Llewellyn, 2006) dont la
structure de base est constituée de trois cyggamidine (A), imidazol (B) et pyrrole (C)
(Figure 4).
La position de cing substituants sur les différemesitions variables de la molécule permet
de classer les saxitoxines en quatre grands grpapdsnction de leur structure chimique :
- les saxitoxines non sulfatées (STX et NeoSTX),
- les gonyautoxines (GTXs) sulfatées une fois en R2 6u R4,
- les toxines C, molécules sulfatées deux fois ehR2 et R4,
- les lyngbyatoxines (LWTXs) isolées de la cyanolaetéyngbya wolleiaux
Etats-Unis. Les LWTX 1, 2, 3, 5 et 6 sont toutes daxitoxines désaminées en
R4. La LWTX 4 est une décarbamoyl-déoxy-saxitoXi@aodera et al., 1997).
Pour certains analogues, des dérivés décarbam@d&3 X et dcGTXs) ont également été
décrits (Llewellyn, 2006).

® Le terme saxitoxines (STXs) utilisé dans le mémaomprend la saxitoxine et 'ensemble des motcul
dérivées.

13
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En 2002, Molica et al. ont mis en évidence par ymeaHPLC-FD I'existence d’'un nouvel

analogue de saxitoxine isolé d’une souche brésiiate la cyanobactér@ylindrospermopsis

raciborskii.
NH,
15
Toxicité . ,
Analogue R2 R3 spécifique Pouvoir rglatlf par
(US . umole) rapport a STX
STX H H H CONH OH 2483 1
NeoSTX | OH H H CONH OH 2295 0,9
GTX1 OH H 0osqQ CONH, OH 2468 1
GTX2 H H osQg CONH, OH 892 0,4
GTX3 H osG H CONH, OH 1584 0,6
GTX4 OH | OSQ H CONH, OH 1803 0,7
GTX5 H H H CONHS@ |OH 160 0,1
GTX6 OH H H CONHS@ |OH nd -
C1 H H osQg CONHSQ | OH 15 0
C2 H oSG H CONHSQ@ | OH 239 0,1
C3 OH H 0osqQ CONHSQ | OH 33 0,01
C4 OH | OSQ H CONHSQ@ | OH 143 0,1
LWTX1 H H osQg COCH; H <10 0
LWTX2 H H osQ COCH OH 178 0,07
LWTX3 H oSG H COCH; OH 52 0,02
LWTX4 H H H H H <10 0
LWTX5 H H H COCH OH 346 0,1
LWTX6 H H H COCH H <10 0
dcSTX H H H OH OH 1274 0,5
dcNeoSTX| OH H H OH OH nd -
dcGTX1 | OH H osqQ OH OH nd -
dcGTX2 H H osQg OH OH 382 0,2
dcGTX3 H oSG H OH OH 935 0,4
dcGTX4 | OH | OSQ H OH OH nd -
GC1 H H OSQ | hydroxybenzoateOH nd -
GC2 H osQy H hydroxybenzoateOH nd -
GC3 H H H hydroxybenzoateOH nd -

Figure 4: Structure chimique des analogues de saxitox@h&sxicité chez la souris par voie i.p. (d’aprés
Oshima, 1995 ; Onodera et al., 1997). nd : nonrohde.

® HPLC - FD : chromatographie liquide haute perfarogacouplée & une détection par fluorescence.
" Une unité souris (US) correspond a la quantitéogime qui tue une souris de 20 g en 15 minutes.
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En milieu marin, Negri et al. (2003) rapportent iavisolé du dinoflagelléGymnodinium
catenatuntrois nouveaux analogues de saxitoxines : GC3lguve de la dcSTX et contient
un groupement hydroxybenzoate tandis que GC1 et $8@Pdes dérivés sulfatés de la GC3
(Figure 4).

A ce jour, une dizaine d’espéces de dinoflagellésims et onze especes de cyanobactéries

dulgaquicoles ont été rapportés comme producteu&Tks (Annexe 2).

Propriétés chimiques des saxitoxines

Les saxitoxines sont des molécules de nature notgéique de faible poids moléculaire (de
258 a 491 Da). Elles sont solubles dans I'eau,igi@ment solubles dans I'éthanol, le
méthanol et I'acide acétique glacial mais insolabdians les solvants organiques (Ledoux,
1991).

Les STXs sont instables et facilement oxydablesialgalin. A l'inverse, elles sont stables
en milieu légerement acide, mais a des degrés sdiar effet, Alfonso et al. (1994) ont
montré que la saxitoxine est plus stable en saolwicide que la néosaxitoxine et peut donc
étre conservée plus longtemps sans étre dégradégdralyse acide (Figure 5) est un
phénomene dont il faut tenir compte (Ledoux, 19&i)elle induit des conversions chimiques
qui peuvent modifier le profil toxinique et de catfinfluer sur la toxicité des extraits de
coquillages en augmentant leur potentiel toxique pldis, ce phénomene peut intervenir lors

des procédures d’extraction (Vale et al., 2008).

"0,5—NH

H

HCI RyN R HCI
NH; —_— 5 >:NH?' —_
Hy 100°C ¥ N 100°C ¢
== OH
/ OH
RY “Rs

RL  R2 R3 R1 R2 R3 RL R2 RS
-H -H H - sTX H -H ‘H - deSTX -H -H  -H
-OH  -H ‘H - NEO -OH  -H ‘H - deNEO -OH -H  -H
-H -0sQ7 -H - GTX2 H -0sQ  -H
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Figure 5: Transformation chimique des toxines paralysapgeshydrolyse acide (d’aprés Ledoux, 1991).
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Chapitre 1 — Etat des connaissances

En milieu naturel, les STXs peuvent persister da@ douce pendant trois mois (Negri et
al., 1997). De plus, certains analogues de cette lmap@uvent faire I'objet de transformations
chimiques telles que la conversion dans le miliaturel des toxines C en analogues plus
toxiques comme les dcGTXs (Jones et Negri, 1997).

Difféerents procédés thermiques testés afin d’étudigésistance des STXs a la température
ont mis en évidence que ces toxines sont relatiaetmermorésistantes (e.g. Nagashima et
al., 1991 ; Vieites et al., 1999).

Mode d’action des saxitoxines

Les STXs agissent au niveau du canal sodium veoliggendant (Encart 1).

Encart 1 - Le canal sodium voltage-dépendant

Il est présent a la surface des cellules excitabliegagit d’'une protéine transmembranaire comaatriune sous unité
et deux sous unités auxiliairBs etp2 (Catterall, 2000). Cette protéine transmembrarjaine un réle important dans le
fonctionnement cellulaire puisque c'est par sorermédiaire que transitent les ions sodium impliqdéss de
nombreux processus physiologiques dont la genesepadintiels d’action. La sous-uni#€forme un pore dans la
membrane plasmlque permettant I'entrée des ionssodans la cellule.
Cette entrée génere un potentiel d’action qui spage le long des
Domaine |  axones et des terminaisons nerveuses. Cette irnpuisrveuse crée un
courant C& entrant, au niveau de la terminaison nerveuse
présynaptique, ce qui a pour conséquence la libératde
I'acétylcholine. La libération de ce neurotransmettau niveau de la
jonction musculaire permet de générer et d’entieterphénoméne de
contraction musculaire au niveau de la plaque emwtrEntre deux
cellules nerveuses, la libération de [l'acétylchmlirpermet Ila
propagation de l'influx nerveux le long des axones.
Domaine II La sous-unité o du canal sodium comprend quatre domaines
homologues (I a IV) (Figure A), chacun comportai® segments
transmembranaires (S1 a S6) reliés entre eux mabdecles intra et

Figure A: Structure de la sous-unitédu  extra cellulaires (Cestéle et Catterall, 2000).
canal sodium

Boucle P

Domaine Il

% 120,:; ;mdu 5 |.J<-l_'.f e

UUUU%GU\

Figure B: Localisation des sites récepteurs aux neurotgxine
sur la sous-unité du canal sodium (Cestéle et Catterall, 2000)

Les boucles extracellulaires (boucles Site 1 (TTX, STX)
reliant les segments S5 et S6 forment le [
du canal (Figure B). La nature des acit
aminés de ces boucles joueraient un |
important au niveau de la conductance
ions et de la sélectivité du canal (Terlau et

1991; Catterall, 2000).

Site 1 (p-conotoxin)
Site 2
Site 3
Site 4

NEERECME

Site 5§
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Chapitre 1 — Etat des connaissances

Les saxitoxines provoquent une paralysie du systegneomusculaire. En se fixant au site 1
des canaux sodium voltage-dépendants, elles inhib@mgmentation de la perméabilité
membranaire aux ions sodium (Catterall, 1980). 15€loiseux-Dao et al. (2001), les STXs se
fixent de maniére réversible avec une affinité 'dedte du nanomolaire au site 1 du canal
sodium. L’inhibition du courant sodium résulte d’blmcage « tout ou rien », les canaux non
touchés par les toxines s’ouvrent et se fermemhatament.

La STX forme des interactions faibles (de type sbais hydrogene et interactions
électrostatiques) avec des acides aminés de ldebBuentre les segments S5 et S6 (Catterall
et al., 2007). Le groupe 7, 8, 9-guanidium et kegxdhydroxyles en C12 sur la toxine seraient
les principaux sites impliqués dans la formationcdmplexe toxine/récepteur (Lippkind et
Fozzard, 1994 ; Llewellyn, 2006) (Figure 6).

Groupements impliqués dans la
liagison toxine-récepteur

Figure 6: Principaux sites impliqués dans la formatiorcdmplexe toxine / récepteur

Le site récepteur est constitué de deux anneawidé's aminés localisés dans le segment ré-
entrant entre les segments S5 et 86Kigure B de I'Encart 1), sur la partie N-termmalu
segment transmembranaire S6, dans chacun des doatenes de la sous-unii§Cestele et
Catterall, 2000). Le premier anneau ayant un rékesda liaison de la toxine sur le récepteur
comprend les résidus d’acides aminés Glu387 dadsrtaine |, Glu945 dans le domaine Il,
Aspl426 dans le domaine Il et Aspl1717 dans le doenld&/. Le second anneau est formé par
les résidus Asp384 et Glu942 dans les domaineH,Igr le résidu basique Lys1422 et par le
résidu neutre Alal714 dans le domaine IV.

Les effets neurotoxiques vivo et in vitro des STXs sont principalement attribués a leur

action sur les canaux sodiques. Mais il a été rdaqie les STXs pourraient agir :

17



Chapitre 1 — Etat des connaissances

- au niveau des canaux calciques et potassiques poar des concentrations de I'ordre du
micromolaire, soit mille fois plus élevées que ptas canaux sodiques (Wang et al., 2003 ;
Su et al., 2004).

- en se liant avec une forte affinité a la saxipbil protéine soluble de la famille des

transferrines présente dans les fluides de nombrextébrés (Llewellyn et Doyle, 2001).

Aspects toxicologiques chez I'animal

C’est par la voie intraveineuse que la STX estils poxique chez la souris avec unespile

3,4 ng.kg" (Wiberg et Stephenson, 1960). Chez le lapin ochk, pour des doses de 4 & 5
ng.kg', les animaux injectés présentent une grave détrespiratoire conduisant a la mort si
aucune assistance n’est prodiguée. Pour des ddgssfgibles, la respiration redevient
normale spontanément. Selon Mons et al. (199&stilgénéralement considéré que la STX
n'a pas d’effet direct sur le systeme cardiovaswild&n revanche, des doses faibles (1 a 2
1g.kgh) chez le lapin ou le chat provoquent un affailelieent rapide et des contractions

musculaires.

Chez la souris, la Df pour la STX administrée par voie orale est dedferde 260 pg.ky

Les DLsp pour d’'autres especes animales sont présentéssedaableau I.

Tableau |: DLsp par voie orale de la STX chez différentes espec@sales (d'aprés Van
Egmond et al., 1993)

Espéeces animales BY(1g.kg)

Singe 277-800
Souris 260-263
Chat 254-280
Rat 192-212
Lapin 180-200
Chien 180-200
Cochon d’Inde 128-135
Pigeon 91-100

Il est a noter que la sensibilité inter-espécegrtesdes variations assez faibles.
A ce jour, aucune étude ne permet de compareoiéstes des différents analogues par voie

orale chez la souris.
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Chapitre 1 — Etat des connaissances

La DLso de la STX chez la souris par voie intrapéritonéalede I'ordre de 10 pg.Rgce qui

fait de la STX une des plus puissantes phycotoxcfesnnexe 3). Sur la base de cette valeur
de 10 pg.kd, une unité souris (US) correspond & 0,2 pg STX.

Vale et al. (2008) ont déterminé la toxicité relatde plusieurs standards certifiés disponibles
commercialement. Sur la base de ces travaux ettddes antérieures basées sur |'utilisation
de standards certifiés, des facteurs de toxica&gives (TEF : Toxicity Equivalent Factor)
ont récemment été proposées pour les STXs (Takbllequi équivalent a ceux déterminés par
Oshima (1995).

Tableau lI: Facteurs de toxicité relative (TEF : Toxicityuieplency Factor) sur la souris des
standards certifiés de saxitoxines (d’aprés Oshird@5 et EFSA, 2009a).

Facteur de Facteur de
Analogue toxicité relative toxicité relative
(Oshima, 1995) (EFSA, 2009a)
STX 1 1
NEO 0,9 1
GTX1 1 1
GTX2 0,4 0,4
GTX3 0,6 0,6
GTX4 0,7 0,7
GTX5 0,1 0,1
GTX6 - 0,1
C2 0,1 0,1
C4 0,1 0,1
dcSTX 0,5 1
dcNEO - 0,4
dcGTX2 0,2 0,2
dcGTX3 0,4 0,4
11-hydroxy-STX - 0,3

Seule la toxicité de dcSTX semble avoir été sotisaés dans I'étude d’Oshima.

Effets toxiques chez 'hnomme

La consommation de fruits de mer contaminés paBTEss est a I'origine de I'Intoxication
Paralysante par Fruits de Mer (IPFM). Ce type dXitation par les coquillages est considéré
comme la plus anciennement connue (Marcaillou-LatRa al., 2001). Depuis les années
1940, des cas d'intoxications ont été rapportés diferents pays (e.g. Canada, Chili, Etats-
Unis, Japon, Norvege, etc.).

La consommation de coquillages marins contenantak@ses paralysantes provoque, entre 5

et 30 minutes aprés l'ingestion, I'apparition dengyomes variables selon la sensibilité
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individuelle et la dose ingérée. On distingue troegrés d’intoxication en fonction de la
gravité des symptémes observés (Ledoux, 1991, €rédQ98) :
- bénin : paresthésie buccale pouvant s’étendrésage et au cou, puis aux extrémités
des doigts et des orteils ; céphalées, nauséesressements parfois observés ;
- severe : paresthésie s’étendant aux bras etaukes, incohérence de la parole,
sensation de flotter dans les airs, difficultépiadoires et sensations d’étouffement ;
- extréme : sensation de choc, paralysie motricesgiratoire pouvant conduire a la
mort sans assistance respiratoire.
Le premier cas d’'IPFM aurait eu lieu en 1689 emé&ea(Halstead, 1965) ; néanmoins, selon
Tréguer (1993), les symptdmes observés a I'épogusont pas totalement en accord avec le
tableau clinique caractéristique des toxines pasaties.
Les données épidémiologiques concernant les IPFM &oconsidérer avec une grande
prudence puisqu’elles dépendent largement de lae#lance sanitaire et des rapports
effectués par des médecins confrontés a des matsniffrant d’'une IPFM. De plus, un
certain nombre de biais sont introduits dans lemdes épidémiologiques. Par exemple, des
personnes souffrant d’une intoxication modérée aygparteront pas nécessairement leur
intoxication aux autorités sanitaires et donc napjfiront pas dans les statistiques.
Les doses toxiques peuvent étre exprimées en ptasimités : (US:§ pg.g* ou pg.mrLh.
Le Tableau Il ci-apres résume les informationscemnant les doses toxiques minimales et
les doses létales minimum chez ’lhomme mais elepermettent pas de conclure de facon
définitive. Une synthese complete des données obsenapres plusieurs cas d’intoxications
est disponible (EFSA, 2009a).

Tableau lll: Doses toxigues (en ug) de toxines paralysadtapres Gessner, 2000)

Alaska GuatemalaAngleterre Canada

Nombre de cas recensés n=>54 n=>5 n=71 n=37
Dose toxique minimum 13 558 160
Dose létale minimum 5863 2046

Dose non létale maximum 123457 5580 8272
Dose maximum

asymptomatique 36580 5580 3000

Une voie possible de métabolisation des STXs clexnime a été mise en évidence par
Garcia et al. (2004 et 2009). Les STXs seraienabwdisées par une glucuronosyl transférase

(enzyme de la phase |l de la voie de détoxificatemvue d’étre éliminées par voie rénale.

20



Chapitre 1 — Etat des connaissances

= Les brévétoxines (PbTXs), produites en milieu marin par le dino#8d§ sans theque
Karenia brevis,sont des composés polycycliqgues comportant unpgroent lactone au
niveau du cycle A et plusieurs cycles éthers ogggmien une chaine hydrocarbonée (Figure

7).

Brévétoxines de type 1 (ou A)

Brévétoxines de type 2 (ou B)

Brévétoxine B3

R= C"b(CHz)lzco X Cl‘b(CHz)JACO

Brévétoxines de type 1 R (cycle J) Autre
PbTx-1 (Brévétoxine A, GB-1) CHC(=CH,)CHO
PbTx-7 CH-C(=CH,)CH,0OH
PbTx-10 CH-C(-CH;)CH,OH
Brévétoxines de type 2 R (cycle K)
PbTx-2 (Brévétoxine B, GB-2) GHC(=CH,)CHO
PbTx-3 (GB-3) CH-C(=CH,)CH,OH
PbTx-5 (GB-5) CH-C(=CH,)CHO 37-COCH
PbTx-6 (GB-6) CH-C(=CH,)CHO 27,28-B-époxide
PbTx-8 (Brévétoxine C, GB-8) GHC(=CH,)CHO
PbTx-9 CH-CO-CHCI
PbTx-10 CH-C(-CH;)CH,0OH
BTX-B1 CH,-C(CH,)CO-NH-(CH,),-SO;Na
oo
g ol
BTX-B2 \/\i-(
OH O
;:l: NHR,
S\/Y CH
I
BTX-B4 /[/ on O

R, = CH3(CH2)12CO ) C"g(CHz);MCO

Figure 7: Structure chimique des brévétoxines
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Elles se répartissent en deux grands motifs straucku les brévétoxines de type A qui
possédent 10 cycles contigus, et les brévétoxieeymk B qui en possédent 11 (Baden et
Adams, 2000).

Leur répartition géographique inclut la FlorideQaroline du Nord, le Golfe du Mexique, le
Japon, la Nouvelle Zélande.

Les PbTXs ont été mises en évidence dans de nosgw@speces de coquillages et différents
métabolites de PbTXs ont été identifiés par spesttde de masse en tandem (e.g. Plakas et
al., 2002 ; Dechraoui Bottein et al., 2010).

Mode d’action des brévétoxines

Les PbTXs agissent au niveau du site 5 de la soitéscudu canal sodium voltage-dépendant.
Les brévétoxines activent le canal sodium. La foratles brévétoxines sur le site 5 provoque
divers effets en cascade et contribue notammentauwgrhentation de la perméabilité
membranaire aux ions Naout en produisant un déplacement de I'activationcourant
sodium vers des potentiels de membrane plus nggéBheridan et Adler, 1989).
Parallélement a cette augmentation de la perm&abikmbranaire au repos, les brévétoxines
suppriment une partie de l'inactivation du couraatlium, ce qui potentialise leurs effets
(Puiseux-Dao et al., 2001). Les brévétoxines praeat| une augmentation de I'excitabilité
membranaire, ce qui a des conséquences sur latldo@de neurotransmetteurs et donc sur le
phénomene de contraction musculaire. Les brévéexsont également responsables de
'augmentation du volume cellulaire des nceuds daviea, des fibres nerveuses myeélinisées
et des terminaisons motrices innervant le muscielstfique (Mattéi et al., 1999). Cette
augmentation de volume est due a un influx d’eansdas cellules nerveuses visant a

compenser le déséquilibre osmotique créé par éentrassive d’ions Nalans les cellules.

Aspects toxicologiques chez I'animal

Chez la souris, en fonction des analogues, lg Par voie i.p. est comprise entre 170 pg.kg
et 400 ug.kg (Plakas et Dickey, 2009), I'analogue le plus toidgétant PbTx-3. Chez le rat
ou la souris, les PbTxs sont rapidement absorhedistebuées dans tous les organes apres
ingestion (Cattet et Geraci, 1993), injection mé&iaeuse (Poli et al., 1990) ou instillation
intratrachéale (Tibetts et al., 2006). Indépendarnirde la voie d’exposition, les muscles, le
tractus gastro-intestinal et le foie sont les oegamccumulant le plus de toxines.

Des expériences menées chez des souris ont mamrdagPbTX-3, principal analogue

responsable des troubles respiratoires liés ad'skipn par voie aérienne lors de I'épisode de
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Floride, et ses métabolites pouvaient étre traméppdepuis les voies respiratoires, par voie
placentaire jusqu’au feetus (Benson et al., 20063 hea conséquences sur le développement
du foetus restent a établir.

Les brévétoxines ont également un potentiel iclokique avéré (Landsberg, 2002). Elles ont

par ailleurs causé la mort d’organismes marinsgeésdes lamantins ou des dauphins, parfois
en grand nombre (e.g. 150 lamantins morts sur ¢ésscde Floride en 1996 suite a une

efflorescence toxique d€arenia brevis Bossart et al., 1998).

Effets toxiques chez 'hnomme

Les brévétoxines sont responsables chez 'homnaede types d’intoxications, en fonction
de la voie d’exposition.

D’une part, la consommation de coquillages contésiiest a I'origine de I'Intoxication
Neurologique par Fruits de Mer (INFM, NSP : Neuwxito Shellfish Poisoning). Les
symptdbmes apparaissent entre 15 minutes et 18 shepees ingestion des coquillages
contaminés, selon la dose ingérée et la sensildé@él'individu. Il s’agit de troubles
neurologiques (picotements et engourdissementsuiaute la bouche, vertiges, malaises,
frissons, inversion des sensations chaud/froicephalées) accompagnés souvent de troubles
gastro-intestinaux (crampes abdominales, nauséashdéks et vomissements). Malgré la
sévérité des symptdémes, aucun décés n'a été rappant jour. Les patients se rétablissent
completement 24 a 48 heures apres la consommatorfruits de mer contaminés
(Marcaillou-Le Baut et al., 2001).

D’autre part, les PbTXs sont responsables de pruse respiratoires survenant apres
exposition a des aérosols contenant les toxinessce@ bordure de mer par les embruns
(Backer et al., 2003 ; 2005).

» Lesciguatoxinessont produites par le dinoflagellé benthigs@mbierdiscuspp. et sont
bioaccumuléessia la chaine trophique dans des poissons des zoopigdies (Antilles,
Oceéan Indien et Océan Pacifique). Les CTXs sonfpdégthers lipophiles dont la structure

de base differe selon I'origine géographique (Feggir.
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Figure 8: Structure des ciguatoxines
(A : isolée de poissons de I'Océan Pacifique, $lée de poissons des Caraibes)

Mode d’action des ciguatoxines

Les ciguatoxines, tout comme les brévétoxines sagtsau niveau du site 5 de la sous umité
du canal sodium voltage-dépendant (Lombet et &87)L Un grand nombre d’études a
également mis en évidence d'autres effets pharrogicples des CTXs (pour revue, voir
Dickey et Plakas, 2009).

Aspects toxicologiques chez I'animal

L’injection par voie i.p. de P-CTX1 a des sourisoypque l'apparition de symptomes
caractéristiques incluant hypothermie, piloérectityyper salivation, dyspnée. La mort
survient rapidement par arrét respiratoire. Ladour la P-CTX1 est de 0,25 pgk¢_ewis

et al., 1991).

Aprés administration par voie i.p. ou voie oraleRETX1 (0,7 pg.kd) & des souris, des
changements visibles en microscopie optique etrél@que affectent notamment le cceur, le
tissu pulmonaire, les glandes surrénales, le systeamveux autonome et le foie (Terao et al.,
1991).

Effets toxiques chez 'hnomme

Les CTXs sont a l'origine de la ciguatera, plus oumément appelée « maladie de la
gratte ». Entre 20000 et 60000 personnes sonttéffeachaque année par cette pathologie
spécifiqgue des régions concernées ou le poissofliuestles aliments de base (Lehane et
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Lewis, 2000). La ciguatera est caractérisée pansemble de symptdomes gastro-intestinaux,
neurologiques et cardiologiques (Dickey et Plak@8€9). Selon Kumar-Roine et al. (2008), le
large spectre de symptdomes provoqué par l'ingestsmmoissons ciguatériques ne peut pas

étre expliqué uniqguement par la liaison des CTXdesuanal sodium voltage-dépendant.

1.3.1.1.3.La pompe N4K*-ATPase
Historiguement, Igalytoxine (PITX) stricto sensia été découverte, isolée et purifiée pour la

premiere fois a partir d’'un ccelentéré (zoanthdiesyaien du genrealythoa, Palythoa toxica
(Moore et Scheuer, 1971). Depuis, elle a été msévalence chez de nombreuses especes de
ccelentérés marins des genkalythoa Figure 9 et Zoanthusprésents dans la ceinture
tropicale et subtropicale (Oku et al., 2004 ; Len®006).

Palythoa toxica Palythoa vestitus Palythoa tuberculosa

Figure 9: Anémones coloniales du gerralythoa

Uemura et al. (1985) sont les premiers a émetirgpbthese selon laquelle la PITX serait
produite par un des microorganismes symbiotiguesdelentérés.

C’est a la suite d'un cas d’intoxication fatale \&@nmue a Madagascar en 1994 que des
microorganismes marins ont été suspectés d’étmomnsables de la production de composés
analogues a la PITX (Onuma et al., 1999). Des apalges restes du poisson ayant provoqué
I'intoxication mortelle ont mis en évidence la mése du dinoflagellé benthiqu@streopsis
siamensis L'ostréocine-D, analogue de la PITX a par la esudté isolée @streopsis
siamensigUsami et al., 1995), ne différant de la PITX quae cinq groupementsf( Figure

10) (Louzao et al., 2008).
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Figure 10: Structure de la palytoxine isolée Elalythoa toxicadans le Pacifique (Katikou, 2007) et de
I'ostréocine-D isolée @streopsis siamens{slkena et al., 2001).
La fleche rouge indique le carbone 8. Les chromoghtdV sont mis en évidence. Une diminution de la
longueur du segment X provoque une perte d'affidiéda toxine pour son récepteur (selon Tostesah,et
1995).

Depuis, d'autres analogues de PITX ont été mis edegce dans plusieurs espéces
d’'OstreopsigO. lenticularis, O. ovataet O. mascarenensislans diverses régions tropicales
et tempérées. Considéré initialement comme un gggiphytique présent en zone tropicale et
subtropicaleQstreopsisa gagné le pourtour méditerranéenen en étanpiwabésdans les eaux
de ballast et s’est installé en Méditerranée, eraldablement en raison de 'augmentation
des températures (Lejeusne et al., 2009). SelomarShet Ross (2009), les efflorescences
d’'Ostreopsissont globalement assez éphémeéres mais dans des ezalmes, protégées des
vagues et sujettes a une stratification thermiglies peuvent perdurer.

Actuellement, une dizaine d’espéce®sfreopsissont répertoriés. Pour I'heure, 4 especes

sont connues comme productrices potentielles degxathes (Tableau V).
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Tableau IV: Espéces @streopsigproduisant des analogues de PITX et répartitiondiade

Dinoflagellé . Distribution Lo
Toxine . . Références
producteur géographique
Espagne Penna et al. (2005)
) _ o Gréce Aligizaki et Nikolaidis (2006)
O. siamensis Ostréocine-D
Japon Ukena et al. (2001)

Nouvelle-Zélande Rhodes et al. (2002)
Turquet et al. (2002)

Mascarenotoxine A

0. mascarenensis Mascarenotoxine B Océan Indien Lenoir et al. (2004)
Espagne (cote est) Penna et al. (2005)
France (Frioul) Kermarec et al. (2008)
Ciminiello et al. (2006 ; 2008
©. ovata Ovatoxine-a Italie (toutes les cotes Guerrini et al. (2(009) :
sont touchées)  Totti et al. (2009)
Gréce Aligizaki et Nikolaidis (2006)
O lenticularis Ostréo_toxine Caraibes Tindall et al. (1990)
' Ostréotoxines 1 et 3 Mercado et al. (1994)

La PITX de formule brute GdH223N30s4 isolée dePalythoa toxicadans I'Océan Pacifique est
une macromolécule complexe. Sa structure a étédéripar RMN par deux groupes (Moore
et Bartolini, 1981 ; Uemura et al., 1981). La stowe de base de la molécule consiste en un
long squelette aliphatique partiellement insatue® mlus d'une centaine de carbones,
polyéthéré, comprenant 62 centres chiraux, 40 agrd2pements hydroxyles, 54 atomes

d’oxygéne et seulement 3 atomes d’azote (Figure 10)

Mode d’action des PITXs

En 1982, Habermann et Chhatwal ont mis en évidgoneda PITX provoquait une hémolyse
retardée des érythrocytes. Des expériences comptaimes ont montré que la PITX se lie a la
pompe N3 K*-ATPase ¢f. Encart 2) avec une affinité de 20 pM (Béttingealg 1986).

Encart 2 - La pompe sodium/potassium ATPase

La pompe sodium/potassium ATPase (Na&-ATPase) appartient a la famille des P-type ATPases famille
d’enzymes qui catalyse la phosphorylation a pdeiATP d’'un résidu acide aspartique localisé dansompe
(Scheiner-Bobhis, 2002).

La pompe N§K*-ATPase est une enzyme transmembranaire constitiéeux sous unités catalytiquest de
deux sous unitéf. La sous-unité traverse la membrane plasmique une dizaine deftmimant les domaines
transmembranaires M1 a M10, les parties N- et @itales étant localisées du cété cytosolique (Anfol et
al., 1991).

La Na,K-ATPase assure trois fonctions essentielles

(i) maintenir & l'intérieur de la cellule une figilconcentration de sodium et une forte conceninatie
potassium. C'est une pompe électrogene qui créglitfideence de potentiel de part et d'autre de éanbrane
cytoplasmique.

(ii) assurer la polarisation des tissus excitaldascontractiles : la dépolarisation et la repskion
correspondent respectivement a une entrée de soeliwme sortie de potassium. La Na/K ATPase rétabli
I'équilibre antérieur.

(i) créer une énergie potentielle, liée au geadiionique de part et d'autre de la membrane ppdgpeEn
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Cette énergie est utilisée notamment pour les piats actifs secondaires, le plus souvent couplésld du
sodium.

La pompe NK*-ATPase utilise I'énergie issue de la dégradatieti TP en ADP +RPpour transporter contre
leur gradient de concentration des ions BiaK". Elle fait entrer dans la cellule 3 ions™Na fait sortir 2 ions K
(Scheiner-Bobis, 2002) en passant d’un état cordtbomnel E1 a un état E2 (Figure C).

@9
®
,'/T\. lﬁ\l '| Figure C : Fonctionnement de la pompe
| | — | | Na' K*-ATPase.
I ;' | \ | Alétape 1, la pompe en conformation E1 lie
@ 1 i é_/ d/g Na" et ATP. Elle est phosphorylée au niveau
o d'un résidu aspartate par lephosphate de

I’ATP. Cela provoque l'occlusion de trois ions

Na“ (étape 2) puis leur libération du co6té

extracellulaire (étape 3). Dans ce nouvel état
conformationnel E2-P, la pompe lie" Kétape

/]\ ® X5 4). Cela conduit a la déphosphorylation de
\ 'enzyme et a l'occlusion de deux ions' K

(&
\ | \ \
— |I ' I - | L '| (étape 5). Les ions Ksont enstite libérés dans
/ \D/ﬁ \ | le cytosol aprés qu'un ATP ait lié la pompe
5

‘f‘\_ % (étape 6). (D’aprés Scheiner-Bobis, 2002).

}9_.

o
=

En 1991, Kim et al. (cité par Wu, 2009) ont claisrhétabli I'antagonisme entre la PITX et
I'ouabaine, un glycoside cardiaque connu pour sgirla pompe Nak*-ATPase. La liaison
de I'ouabaine a la pompe NK*-ATPase est un processus lent. Ainsi, pour quedgonisme
soit effectif, il faut laisser le temps a I'ouabaite se lier & la pompe avant d’ajouter la PITX
(Wu, 2009).

La PITX transforme la pompe N&*-ATPase en un canal cationique non sélectif erasea

sa partie extracellulaire, empéchant ainsi la ¢porextracellulaire de se fermer (Hirsh et
Wu, 1995).

En présence de PITX, les deux « portes » de la pdwehK*-ATPase sont donc ouvertes en
méme temps, provoquant un désequilibre osmotiqaechute du potentiel de membrane en
résultant conduit & une perte des fonctions de tbasa cellule donc a sa mort.

Une diminution de la longueur du segment termiralla PITX (noté X sur la Figure 10)
diminue l'affinité de la molécule pour la pompe Nd-ATPase, mettant ainsi en évidence
gue cette partie terminale joue en role dans fadion entre la toxine et son récepteur
(Tosteson et al., 1995).

Les segments transmembranaires 4, 5 et 6 intemmdnegn partie dans le canal formé par
I'action de la PITX (Horisberger et al., 2004). demétre de ce canal a été estimé a environ
7,5 A & son point le plus étroit (Artigas et Gadstg04).
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De part son effet sur la pompe N&'-ATPase, la PITX provoque un flux entrant d’ions'Na
La dépolarisation ainsi provoquée engendre une antation de la concentration
intracellulaire en C& pour divers types cellulaires (e.g. cellules de o souris (Satoh et al.,
2003), cultures primaires de neurones (Vale-Goszzati@l., 2007)), ce qui aurait pour effet de
provoquer la mort cellulaire.

Sur la lignée de neuroblastomes humains BE(2)-Ma7PITX inhibe la prolifération
cellulaire, provoque un arrondissement des cellalasi que la dépolymérisation de I'actine
F. Parmi les marqueurs de I'apoptose, des condemisade PITX de I'ordre du nanomolaire
provogquent une chute du potentiel de membrane hotodriale mais pas d’activation des
caspases ni de fragmentation de 'ADN (Valverdal €2008).

Enfin, la PITX est un promoteur tumoral (Fujiki &t, 1986). A ce titre, elle est utilisée
comme un outil permettant de mieux comprendre dégssvde signalisation mises en jeu dans
la cancérogénese (Zeliadt et al., 2003).

La PITX engendre a I'échelle cellulaire une varidtéffets dont certains restent difficiles a
interpréter et qui semblent dépendre du temps d&kpn et de la dose appliquée (e.qg.
Valverde et al. (2008)). Toutefois, il est maintehacquis que la PITX agit au niveau de la
pompe N&K*-ATPase par un mécanisme qui est unique (Wu, 260§)e I'ouabaine est un

antagoniste de la PITX.

Aspects toxicologiques chez I'animal

L’injection par voie intrapéritonéale de PITX (14§.kg") provoque la mort des souris entre 3
et 5 heures aprés injection (lto et al., 1996). Bgwnptomes tels qu’étirement des pattes
arriere, spasmes musculaires, détresse respiratdiyspnée et paralysie musculaire
progressive apparaissent trés rapidement aprgsckion (Riobo et al., 2008). Les animaux
injectés avec 1 pg.Kg(dose définie par Ito et al. comme la dose maxémal causant pas la
mort) présentent des diarrhées faibles. Les aninsamxivent mais présentent une perte de
poids significative. A I'autopsie, les organes amdtaux adhérent les uns aux autres. Une
perte de poids est observée pour le foie, le thyetua rate. Dans ces deux derniers organes
lymphoides, des nécroses des lymphocytes sontesqjio et al., 1996).

En comparaison, I'injection par voie i.p. de 5 [gstréocine-D (OSD) par kg, I'analogue de
la PITX produit paiOstreospsis siamensisause la mort des souris en quelques heurest(Ito
Yasumoto, 2009). L’'OSD est donc moins toxique paiev.p. que la PITX. La Ddg de la
PITX par voie i.p. chez la souris serait de 29%gd(Riobo et al., 2008).
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Les effets de la PITX et de 'OSD sur le systenspiratoire de la souris ont été étudiés par
administration intratrachéale (Ito et Yasumoto, 20®our des doses de PITX supérieures a 2
1g.kg", les souris meurent en moins de deux heures a@paralysie importante. L’autopsie
révele des saignements importants au niveau delats pulmonaires, des cedemes des
poumons ainsi qu’une érosion du tractus gastrostigeDes symptomes identiques sont

observés avec des doses d'ostréocine-D de I'oelfeldug.kd.

L’administration par voie orale de 200 pg de PITiXde 300 pg d’OSD par kg ne provoque
pas la mort des animaux, ni de dommages macrosepigux organes (Ito et Yasumoto,
2009). La Dlgp chez la souris est de 767 pug PITX par kg, soi pke 1000 fois plus que la
DLsp par voie i.p (Sosa et al., 2009). Le faible poutaxique par voie orale de la PITX serait
dd en partie & son caractere hydrophile qui nepéumet pas d’étre absorbée au travers des
epithéliums. Néanmoins les symptomes observés lehsauris (sauts, paralysie des pattes
arriere et détresse respiratoire) suggerent quenlescles squelettiqgues sont les premiéres
cibles de la PITX. Ces observations sont en acemec les symptdmes observés chez
’lhomme (myalgie et concentrations €levées dedioesakinases).

Afin de se rapprocher au mieux des conditions @sgtign des denrées contaminées par les
PITXs chez 'homme, Ito et Yasumoto (2009) ont adsiié la PITX et 'OSD a des souris
par voie sublinguale, ce qui permet aux toxinestre’@&n contact avec la bouche et
'cesophage. Les deux toxines provoquent des donmsrege organes (estomac, poumons et
reins) 24 heures apres lI'administration de 200 g dgoaine par kg. L’administration répétée
de cette méme dose deux ou trois fois est létalezalise de la mort semblant étre un

dysfonctionnement cardiaque.

Effets toxiques chez 'hnomme
L’homme peut étre exposé aux PITXs de trois fagdijgpar consommation de produits de la
mer, (i) par inhalation d’aérosols contenant tedries et enfin (iii) de fagon plus anecdotique

par contact cutané avec des zoanthaires produate?$l Xs (Deeds et Schwartz, 2009).

Au cours des 20 dernieres anneées, seule une dirkétedes scientifiques a montré la
présence de PITXs dans des poissons et des cagpactis reliée a des cas d'intoxications
humaines séveérg§Tableau V). Le tableau clinique varie en fonctim I'organisme marin

8 Le clupéotoxisme est une forme d’empoisonnemems@cutive & I'ingestion de sardines, de harengs ou
d’anchois, appartenant respectivement aux faniiesClupeidae et des Engraulidae (e.g. Randal§)200
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contaminé ingéré. Les premiers symptomes sontaibhke$se musculaire et des malaises avec
une hypotension artérielle, des crampes abdomietldss nausées.

Tableau V: Occurrences de palytoxines dans des organismasn Les cas avérés
d’intoxications humaines apparaissent en gras.

Source Zone géographique Références
Melichthys vidua Micronésie Fukui et al. (1987)
Ypsiscarus ovifrons Japon Okano et al. (1998)
Sphoeroides spengleri Caraibes Mebs (1998)
Poissons Herklotsichthys quadrimaculatus Madagascar Ongma et al. (1999
Tetraodonsp. Bangladesh Taniyama et al. (2001)
Epinephelussp. Japon Taniyama et al. (2002)
Scarus ovifrons Japon Taniyama et al. (2003)
Lactoria diaphana Japon Shintazo et al. (2008
Crabes Demania reynaudii Philippines Alcala et al. (1988)
Lophozozymus pictor Singapour Lau et al. (1995)
, Mytilus galloprovincialis, Venus . o
Bivalves v)(/arrucgsa, IE)/Io diolus barbatus Grece Aligizaki et al. (2008)

Plusieurs cas rapportés font également part d'uh getallique dans la bouche faisant suite a
l'ingestion de poissons contaminés. Dans un setemgs, des vomissements, des diarrhées
séveres, des paresthésies des extrémités sonvé@bsaEnsi que des spasmes musculaires
importants et des difficultés respiratoires (e.gklt et al., 1987 ; Yasumoto et al., 1986 ;
Alcala et al., 1988). Dans les cas les plus grades, complications systémiques peuvent
apparaitre, telle que une rhabdomyolyse (Deedslev&tz, 2009). Les analyses sanguines
de deux cas décrits par Okano et al. (1998) ett&toret al. (2008) mettent en évidence des
taux élevés de plusieurs enzymes (CK, ASAT, ALAT LEH) en relation avec des
dommages tissulaires. Il n’a pas d’antidote posrimgoxications aux PITXs, le traitement est
avant tout symptomatique.g lavage gastrique, administration de soluté phggique, de

mannitol).

Des effets sanitaires ont été enregistrés sur let@mar méditerranéen depuis 2002 et la
premiere description précise retrouvée dans larditire concerne les épisodes de Bari, en
Italie du sud, mi-ao(t 2003 et début septembre ZG@dlitelli et al., 2005).

Comme le montre le tableau VI, les symptdomes oléserencernent essentiellement la sphere
ORL et consistent en des phénomeénes irritatifscéessles plus graves ayant présenté des
difficultés respiratoires.

Sur I'ensemble des incidents décrits dans le tabMh les concentrations @'streopsis
mesurées dans I'eau varient entre quelques milaets million de cellules par litre. Par

ailleurs, aucune donnée n’est disponible quantréldion existant entre les concentrations en
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Ostreopsiset les quantités de toxines présentes dans lesuamtDans ces conditions, il est

difficile de préconiser un seuil de déclenchemémt dysteme de surveillance.

Tableau VI: Symptomes relevés dans la littérature chezdesopnes exposeées par inhalation

a Ostreopsis ovatéKermarec et al., 2008)

Sud baie Bari Barcelone Génes nggiial_a Frioul
Adriatique (Italie) (Espagne) (Italie) (ItF;Iie) (France)
(Italie) 2002 | 2003-2004 2004 2005 2006 2006
Population touchée Nageurs Promeneurs Riverains mdteurs - Plongeurs
Nombrede - 28 200 209 19 4
personnes touchées
Hospitalisations - 0 21%
Rhinorrhée 100% 74% 21% 26%
Toux 43% 60% 40% 74%
Irritation peau X 5%
Irritation yeux 11% 41% 16% 5%
IIrrltatlon levres et 100%
angue
Irritation nez 66%
Irritation gorge 63% 50% 37% 25%
Expectoration 52%
Difficultes 259% 39% 37%
respiratoires
Céphalées 40% 32% 10% 100%
Fiévre X 14% 64% 32% 25%
Nausées 24% 16%
Diarrhées 25%
. Lo Maso repris
Références ng(;;)gget)at al. C;?“('tze(;l(')g)t pea;ralfe(rzrg%gc Durando et al. (2007) Kaelrn(];(;gg)et

- : information manquante

X : pas de donnéegrébi

Il n'est pas possible de savoir si les effets si$ observés sont attribuables aux toxines
d’O. ovataou a d’autres molécules présentes lors des effterees. Selon de Haro (2007),
les symptémes décrits résulteraient plutoét d’unnphéene aspécifique lié a la présence de
grandes quantités de protéines au niveau respadtos d’'inhalations d’embruns contaminés.
Cela provoquerait un syndrome pseudo-grippal qus@&m®it pas en soi une conséquence
directe de la toxicité des palytoxines. Durandalef2007) ont d’ailleurs montré dans le sang
des personnes intoxiquées dans le golfe de Génm®dance de neutrophiles et leucocytes

qui semblent témoigner en faveur d’'une réactiolamfmatoire, donc aspécifique.

Certains coraux mous peuvent provoquer des effiets gu moins graves lorsqu’ils sont
manipulés sans protection par des aquariophilifiesx personnes ont ainsi été intoxiquées

apres avoir manipulé des coraux mous. Une sensa¢iggout métallique dans la bouche, un
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état de faiblesse, des myalgies et des frissonnsnaenompagnés d’'un cedeme des mains et
des érythémes prurigineux ont été décrits (Hoffmetral., 2008 ; Nordt et al., 2009).

11.3.1.1.4.Les récepteurs glutamatergigues

A ce jour, une seule famille de toxines algalestéa répertoriée comme agissant sur les

récepteurs glutamatergiques : I'acide domoique (&¥es analogues.

L'acide domoique structurellement apparenté a l'acide kainiquegitle glutamique et
'acide aspartique (Figure 11) est le représentaayoritaire des toxines amnésiantes. L’AD
est un acide aminé cyclique comportant trois grongrgs carboxyliques qui lui conferent son
hydrosolubilité. Une dizaine d'isoméres de I'AD @t mis en évidence (Amazil et al., 2001).
Les phycotoxines amnésiantes sont produites eeumifiarin par des Diatomées appartenant
essentiellement au genRseudo-nitzschiat également par plusieurs genres d’algues rouges

macroscopiques (pour revue, voir Lefebvre et Rgbert2009).

CH,
HiC—g
(j\\ COOH
N
H COOH
Domoic Acid Kainic Acid
J:\ COOH /[COOH
HaN COOH H,N COOH
Glutamic Acid Aspartic Acid

Figure 11: Structure chimique de I'acide domoique et dédescaminés apparentés

Mode d’action de I'acide domoique

L’AD active des récepteurs glutamatergiques au aniveu systeme nerveux central. Les
différents types de récepteurs ionotropiques a&tpa¥ le glutamate (GLU) ont été nommeés
d’apres leur agoniste le plus sélectif. lls compe les récepteurs AMPAu-amino-3-
hydroxy-5-méthylisoazol-4-propionate), kainate étIA (N-méthyle-D-aspartate). L'AD
est un agoniste des récepteurs ionotropiques ghieagiques. Sur des cellules en culture de
la couche granuleuse du cervelet de rat, 'AD twahe le GLU provoque une cytotoxicité
mise en évidence par la libération de la lactaghydrogénase. La cytotoxicité induite par
I'AD est réduite d’environ 70% lorsque les cellulesnt prétraitées avec des antagonistes

compétitifs et non compétitifs des récepteurs NM@QRarm et al., 1997).
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Le mécanisme d’action de I'AD est présenté suridpie 12. La dépolarisation de la cellule

présynaptique active la libération de?C@ndogéne, ce qui a pour effet d’entrainer les
vésicules contenant le GLU vers la surface dellaleeLe GLU est alors libéré dans I'espace

synaptique ou il peut interagir avec les différertsepteurs. L’AD exogéne peut également
agir avec les différents récepteurs glutamatergique

Neurone pré-synaptiqne

~ Neurone post-synaptique

Figure 12: Mécanisme par lequel I'acide domoique induit nearotoxicité sur des cellules nerveuses (d'aprés
Lefebvre et Robertson, 2009).

L’activation des récepteurs kainate et AMPA prowaqin flux d’ions C#, tandis que
I'activation des récepteurs AMPA et NMDA entraine influx de N&d et de C& dans la
cellule post-synaptique. A la différence du GLWAD prolonge I'activation des récepteurs,
entrainant un influx d’ions constant qui provoquefi@al un dysfonctionnement cellulaire et

la lyse cellulaire.

Aspects toxicologiques chez I'animal

L’administration d’AD par voie orale a été réalisear plusieurs especes animales dont la
souris, le rat, le singe et le saumon. Des suduigts différentes ont ainsi été mises en
évidence (Tableau VII).

Bien que des différences de susceptibilité enseckpéeces aient été mises en évidence, des
études histopathologiques de cerveaux d’animautésraralement avec de '’AD ont montré
gue la région la plus spécifiquement touchée bgigocampe. Pour une revue plus détaillée
des effets histopathologiques, se reporter a P{#a08).
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Tableau VII: Symptébmes observés apres exposition a 'AD pae wrale de différentes
especes

Dose orale administrée

Organisme (mg AD/kg poids corporel) Symptémes observeés Références
Singes Macaca 0.75 aucun Truelove et al. (1997)
fascicularig 1 vomissements
5-10 salivation, vomissements, nausées  Tryphorals €990)
28 aucun
Souris 35 ’convulsmns, grattement d‘?? Iverson et al. (1989)
épaules avec les pattes arriere
71-83 mort
Rats 60 aucun Iverson et al. (1989)
80 convulsions
Saumons 10-12 aucun Lefebvre et al. (2007)

L’injection par voie intrapéritonéale d’AD a la s provoque selon la dose injectée

'apparition de symptdmes spécifiques tels que rttgment des épaules avec les pattes
arriere, suivi de convulsions et de la mort. Lasghour la toxine pure est comprise entre 3,6
et 4 mg AD par kg de poids corporel (Peng et Raihsi#96).

Les effets a long terme d’expositions répétées/per orale a de faibles doses d’AD sont peu
renseignés : une étude chez le siNgeaca fascicularigTruelove et al., 1997) et une chez le
rat (Truelove et al., 1996). Dans cette dernieradé&t les animaux ont été gavés
guotidiennement pendant 64 jours avec 0,1 ou 5 B ghar kg de poids corporel. Aucun

effet clinique ou histopathologique (microscopidiggpe) n'a été observeé. Toutefois, bien que
la dose 5 mg AD/kg ne provoque pas d’effets cliemjuneurologiques, des changements
morphologiques au niveau de I'hippocampe (vacuidiea des neurones et des astrocytes,
dommages aux cellules pyramidales) ont été obseménicroscopie électronique chez les

animaux traités (Pulido, 2008).

Effets toxiques chez 'homme

L’ingestion de coquillages ayant bioaccumulé deDI'Arovoque I'Intoxication Amnésiante
par Fruits de Mer (IAFM ou ASP pour Amnesic ShshfiPoisoning). En 1989, Wright et al.
ont identifié ’AD comme agent toxique responsalilene centaine d’intoxications dont 4 cas
fatals sur I'lle du Prince Edouard (Canada). Lesies cliniques sont essentiellement
neurologiques pour les patients les plus agés (smnf, pertes d’équilibre et de mémaoire,
coma pour les cas les plus graves), tandis qualusgeunes ont présenté des troubles gastro-
intestinaux. Les symptdmes sont apparus entre bbites et 38 heures apres l'ingestion de

moules contaminées.

35



Chapitre 1 — Etat des connaissances

Il a été estimé que la dose toxique consommeeepgrdrsonnes ayant été intoxiquées se situe
dans une fourchette allant de 0,9 a 4,2 mg d’ADkgagle poids corporel, soit entre 60 et 290
mg d’AD ingérés.

Des séquelles neurologiques (troubles de la mérpaigeou moins graves) ont été observees
chez les patients les plus atteints 6 mois apigsdent (Teitelbaum et al., 1990).

Chez les patients décédés, des lésions dans keaceaw niveau de I'hippocampe et du noyau
amygdaloide ont été mises en évidence (Teitelbdwah, 4990).

[1.3.2. Toxines dont la cible moléculaire n’est pas connue

Les azaspiracides, les pecténotoxines et les yegses ont été mises en évidence il y a
moins d’'une quinzaine d’années. Bien qu’ayant[falijet d'un nombre d’études important,
leur cible moléculaire n’a pas encore été clairenmantifiee. L'apparition d’effets toxiques
chez ’lhomme ou bien une réponse atypique du babess souris ont souvent permis de

mettre en évidence ces nouvelles familles de tsxine

[1.3.2.1. Les azaspiracides

Les azaspiracides(AZAs) sont des polyéthers (Figure 13) produitsneiieu marin par le
dinoflagelléAzadinium spinosur(Tillmann et al., 2009). lls ont été mis en évideren 1995

en Irlande.

AZA1 H H CH: H
AZA2 H CH. CH: H
AZA3 H H H H
AZAM OH H H H
AZAS H H H OH

Figure 13: Structure chimique des azaspiracides

Une vingtaine d’analogues d’AZAs ont été identifidais seuls AZAl et AZA2 ont été isolés
du dinoflagellé producteur, suggérant une métastbhis importante de ces toxines par les

coquillages (Rehmann et al., 2008).
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Effets toxiques chez 'hnomme

La contamination de coquillages liée ou non a dexications humaines a été rapportée dans
différents pays dont I'Espagne, la France, I'lrlanditalie, le Maroc, la Norvege, les Pays
Bas, le Portugal et la cote est du Canada (Twinak.,e2008a). Les symptdmes chez 'homme
de I'AZP (Azaspiracid Poisoning) ressemblent a ceaxisés par I'OA et incluent des
nausées, des vomissements, des diarrhées et depesral’estomac (McMahon et Silke,
1996). Cinq incidents liés aux AZAs ont été décatsx Pays-Bas, en Irlande, en ltalie, en
France et au Royaume-Uni (Twiner et al., 2008ajtdiois, au vu de la ressemblance entre
les symptémes provoqués par 'AZP et ceux dus A lBDses analogues, il est vraisemblable

gu'’il y ait une sous-estimation du nombre d’int@tions liées aux AZAs.

Aspects toxicologiques chez I'animal

Bien gque la consommation de coquillages contanpagédes AZAs provoque chez 'lhomme
des symptdbmes de type diarrhéique, linjection pare i.p. d’extraits de coquillages
contaminés a des souris provoque I'apparition depsymes de type neurologique incluant
des difficultés respiratoires, des spasmes et angysie progressive (Twiner et al., 2008a).
La mort survient entre 20 et 90 minutes apresditipn (McMahon et Silke, 1998).

Les doses létales pour cing analogues d’AZAs soggmtées dans le tableau VIII. En raison
de la difficulté d’approvisionnement en toxinesifiées, le nombre d’animaux injectés est

faible, ces valeurs doivent étre considérées comdieatives.

Tableau VlII: Doses létales par voie i.p. chez la souris pmg analogues d’AZAs

Dose létale par voie i.p.

Analogue : : Références
chez la souris (ug.KQ
AZAl 200 Satake et al. (1998)
AZA2 110 )
AZA3 140 Ofuji et al. (1999)
AZA4 470 )
AZA5 1000 Ofuji et al. (2001)

La toxicité par voie orale n'a été étudiée que gamalogue AZA1l. La dose létale minimum
est d’environ 450 pg.kh D'aprés Ito et al. (2000), I'administration orade 300 pg.kg
provoque une érosion des microvilli de l'intestirélg et une atrophie de lamina propria
moins de 4 heures aprés I'administration. Pour dieses allant de 500 & 700 ug'kges
effets sont accentués. Le poids du foie a augmeat88% pour la dose 500 ugkdPar
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rapport aux lésions provoquees par I'OA, les lésiomuites par 'AZALl apparaissent plus
lentement et le temps de récupération est allomgénér et al., 2008a). Aucun effet toxique
n'a été mis en évidence pour 12 analogues trondé&8As obtenus au cours de la synthése
chimique d’AZA1, suggérant ainsi que l'orientatiehla longueur de la molécule sont des
facteurs impliqués dans le potentiel toxique d’AZ@tb et al., 2006).

Au cours d’'une étude a long terme, des souris @ne€X¥posées par voie orale a 1, 5, 20 ou 50
ng.kgt d’AZA1, deux fois par semaine sur une durée de jbiss (Ito et al., 2002). Les
animaux traités avec les deux plus faibles dosestmhontré aucune symptomatologie. Les
souris traitées avec les deux plus fortes dosesdewenues faibles et présentaient une perte
de poids et beaucoup de gaz au niveau de leuraesggstro-intestinaux. Des modifications
pathologiques ont été observées au niveau des pw)mdo foie, de lintestin gréle et de
'estomac. Dans quelques cas, des tumeurs au ndespoumons ont été mises en évidence
mais une étude complémentaire n'a pas permis déorten ce résultat, I'incidence de
tumeurs chez les animaux traités n’étant pas sigivement différente de celle des animaux
témoins (EFSA, 2008a).

Effets a I'échelle cellulaire

L’AZAL est cytotoxique sur différentes lignées oddires pour des concentrations de l'ordre
du nanomolaire et des temps d’exposition de 48dse(fwiner et al., 2008a). En terme de
cytotoxicité, la seule lignée cellulaire qui sembisensible a I'AZAl est la lignée Caco2
(cellules épithéliales humaines du colon), ce quiav’encontre des effets observ@svivo
chez la souris aprés administration orale. La kgB8é&co2 peut étre utilisée comme un modéle
in vitro mimant la barriere épithéliale et permet ainstwtiéer le transport de substances au
travers de la barriere intestinale. Hess et al072@nt montré sur les cellules Caco2 qu’une
concentration de 5 nM d’AZAl provoque une diminatigignificative de la résistance
électrigue transépithéliale, mettant ainsi en éwiddes effets d’AZA1 sur la fonction barriere
de ces cellules. Ces résultats sont en accordles@&@vauxn vivod'lto et al. (2000 ; 2002 et
2006).

Selon Twiner et al. (2005), la lignée cellulairekdn (lymphocytes T) serait la plus sensible
aux effets cytotoxiques de ’'AZA1. Ces cellules esg@es a 'AZA1 montrent une rétractation
de leurs pseudopodes, associée a une réorganisasoflaments d'actine F (Twiner et al.,
2005). Plusieurs études ont montré que I'AZAl ihdume cytotoxicité et peut affecter

différents processus cellulaires (Tableau 1X).
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Tableau IX: Diversité des effets a I'échelle cellulaire d’AZ en fonction des types
cellulaires (d’apres EFSA, 2008a)

Concentrations

Effets Lignées cellulaires 'AZA1 (CEs, M) Références
Augmentation de la[C§  Lymphocytes 10- 10° Roman et al. (2002)
intracellulaire Neurones en culture primaire 90 Vale et al. (2007)
Augmentation de ’AMPc ~ Lymphocytes 1010° Roman et al. (2002)
Jurkat 10 Twiner et al. (2005)
_ BE(2)-M17 5.10 Vilarino et al. (2006)
Cytotoxicite MCF-7 10° Ronzitti et al. (2007)
Culture primaire de neurones (;LO Vale et al. (2007)
Lo o BE(2)-M17 1 Roman et al. (2002)
?;irsag:?;g?el actine Fdu =3 o 10 Twiner et al. (2005)
Caco2 5.10 Vilarino et al. (2006)
Caco2 5.18 Vilarino et al. (2006)
Adhésion cellulaire MCF-7 10 Ronzitti et al. (2007)
Fibroblastes 18 Ronzitti et al. (2007)

Les effets mis en évidence a I'échelle cellulaieel&dZAl sont complexes et sont pour la
plupart difficilement reliables aux effets observasvivo. Les effetsin vivo et in vitro ne

permettent pas d’appréhender précisément le me@adtiah de cette famille de toxines.

[1.3.2.2. Les pecténotoxines

Les pecténotoxines (PTXs) sont des polyéthers lipep (Figure 14) qui s'accumulent dans

les bivalves filtreurs en milieu marin.

R 7
PTX1 CHOH R
PTX2 CH R
PTX3 CHO R
PTX4 CHO S
PTX6 COOH R

Figure 14: Structure chimique des pecténotoxines (d’apriedy12007)

Elles ont été détectées en Australie, au Japomoarvelle-Zélande et dans plusieurs pays
européens. Elles sont produites par plusieurs espaeDinophysis(e.g.D. acuminataD.
acutg D. caudata D. norvegica (Dominguez et al., 2009). Une quinzaine d’anaésyde
PTXs ont été caractérisés a ce jour (Miles, 200&)PTX2 est le précurseur métabolisé dans

les coquillages pour donner les différents analedeaisci et al., 1996Miles et al., 2004).
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Dans les moules et les coquilles Saint-Jacqud3] X2 est métabolisée et forme le PTX2-SA

PTX2 seco acid) et son épimere le 7-épi-PTX2-SA.

Effets toxiques chez 'hnomme

Aucun cas d’intoxication humaine n'a été attribué #TXs. Toutefois, cette famille de
toxines est souvent trouvée en association avelox@ses diarrhéiques (OA et analogues), il
est donc difficile de dissocier les intoxicatioesensées et les toxines responsables (PTXs ou

toxines diarrhéiques).

Aspects toxicologiques chez I'animal

Par voie intrapéritonéale, les Rlde la PTX2 et de la PTX6 sont de 219 et 500 pif.kg
respectivement (Miles et al., 2004 ; Ito et al.0&0 Les souris ayant recu des doses létales de
PTX2 deviennent |éthargiques, leur respiration nidleet le rythme respiratoire décroit
jusqu’a la mort des animaux (Miles et al., 2004gsxhangements pathologiques ont été
observés chez les souris injectées avec 500 figiegPTX6 : accumulation de sang dans le
foie, érosion de I'estomac et de lintestin gréedis que la PTX2 ne provoque pas de
saignements dans le foie (Ito et al., 2008).

Il est maintenant admis que les PTXs ne provogpestde symptédmes diarrhéiques chez
'animal aprés administration par voie orale (Miisal., 2004). La Dig de la PTX2 par voie
orale est supérieure & 5000 pg-ké\ cette dose, la PTX6 ne provoque pas de lésiess
organes de la souris (Ito et al., 2008).

La différence de toxicité observée ente la voiedatga voie orale peut s’expliquer soit par une
faible absorption de la toxine au niveau du tragastro-intestinal, soit par la conversion de

la PTX2 en un analogue moins toxique.

Effets a I'échelle cellulaire

Un potentiel cytotoxique de la PTX2 sur plusieigaées cellulaires (e.g. A549, HT29, MCF-
7) a été montré des 1995 par Jung et al.

La PTX2 induit de l'apoptose (activation de la csp 3, fragmentation de I'ADN,
augmentation du taux de protéines pro-apoptotiaed (Fladmark et al., 1998 ; Kim et al.,
2008).

Plusieurs études ont montré que les PTX1, PTX2, @EX PTX11l provoquent une
dépolymérisation de I'actine F (Ares et al., 200%es et al., 2007 ; Leira et al., 2002b). La
PTX2SA qui ne possede pas de groupement lactomeluiti pas de dépolymérisation de
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I'actine-F, ce qui suggére I'importance du groupetactone pour l'activité des PTXs sur le
cytosquelette (Ares et al., 2007).

La structure en cristallographie du complexe PTX®&ra étudiée par Allingham et al. (2007)
a montré que la PTX2 forme un complexe 1:1 avestifi@ monomeérique, empéchant ainsi la

polymérisation de I'actine.

11.3.2.3. Les yessotoxines

Les yessotoxines (YTXs) sont des polyéthers digtdfastructurellement apparentés aux
brévétoxines et ciguatoxines (Hess et Aasen, 2@0gjre 15).

Elles sont produites en milieu marin par les diagdllés Protoceratium reticulatum
Lingoludinium polyedrunet Gonyaulax spinifergPaz et al., 2008).

La yessotoxine YTX a été isolée au Japon en 198&tir de glandes digestives de coquilles
Saint-Jacque®atinopecten yessoengi§lurata et al., 1987). Une centaine d’analogues de
YTXs ont été isolés a partir d’'une soucheRitetoceratium reticulatunmais I'élucidation de

la structure n’a été réalisée que pour quelquedierdre eux (Miles et al., 2005). De plus,
comme c'est le cas pour d’autres familles de taxines YTXs sont métabolisées dans les

coquillages, ce qui contribue a augmenter le nordianealogues.
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R |n
55 l
Yessotaxine (YTX) /yﬁg/\:” 1
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OH 4
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45, 46, 47-trinor-Yessotoxine (45, 46, 47-trinorYTX) 34NH y
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B) Adriatoxine (ATX)

Figure 15: Structure chimique des yessotoxines (d’aprésikenal., 2007)

Effets toxiques chez 'hnomme
A ce jour, aucun incident connu lié a I'ingestiom abquillages contaminés par les YTXs n'a
éte répertorié, bien que les YTXs aient été misedveence dans divers coquillages parfois a

des concentrations élevées en divers endroitsahedPaz et al., 2008).

Aspects toxicologiques chez I'animal

Apres injection par voie i.p. de YTX a des soutes symptdomes observés sont de type
neurologique (dyspnée suivie d’'une mort rapidemidables a ceux décrits pour les toxines
paralysantes (STXs) (Tubaro et al., 2003). Ladjar voie i.p. pour ce composé varie selon
les auteurs entre 80 et 750 pg-k@rubaro et al., 2009). Selon Aune et al. (2008), |

variabilité observée pour la [gd.ne peut étre imputée uniquement aux differenca® des
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souches de souris utilisées. Plus vraisemblablenesndifférences observées sont liées aux
conditions de stockage de la toxine puisque Loatled. (2007) ont montré que I'YTX est
instable apres 6 mois de stockage.

Aprés injection i.p. d'YTX (1 mg.k§) ou administration de 10 mgkgle YTX par voie
orale, des lésions au niveau du myocarde ont é&éredes en microscopie (Aune et al.,
2002). Les YTXs sont moins toxiques par voie okgle par voie i.p. avec une Blpour
YTX supérieure & 54 mg.Kg(Tubaro et al., 2009). L’administration par voiele d’'YTX,
homoYTX ou 45-hydroy-homoYTX ne provoque aucun sige toxicité, ni de diarrhée.
Aprés administration orale de 1 ou 2 mg'kd d’YTX sur 7 jours, des changements ultra
structuraux des cardiomyocytes sont observés atréwarsibles en 90 jours (Tubaro et al.,
2009).

Effets a I'échelle cellulaire

De nombreuses études se sont intéressées aux&tféthelle cellulaire et moléculaire des
YTXs (pour une revue détaillée, voir Tubaro et2009). Celles-ci sont résumées dans le
Tableau X.
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Tableau X: Effets de YTX sur des lignées cellulaires (migdifapres EFSA, 2008b)

Effets Lignées cellulaires Concentration (M) Temps Références
Sﬁg\s/gﬂggig;séraseshﬁnr;gihnos(fyrﬁirones 10° secondes/minutes  Alfonso et al. (2003)
Modulation des Lymphocytes humains 10 secondes/minutes De la Rosa et al. (2001)
mouvements Cultures primaires de 10° minutes/heures Perez-Gomez et al.
calciques neurones de rat (2006)
Diminution de
'AMPc Lymphocytes humains 10 secondes/minutes Alfonso et al. (2003)
dépendante du €a
HelLa 10" jours Malaguti et al. (2002a)
BE(2)-M17 10° jours Leira et al. (2002)

Myoblastes (souris et Suarez Korsnes et al.

7 .

Apoptose et mort  rat) 10 Jours (2006 ; 2007)

cellulaire Cultures primaires de 10° OUrS Perez-Gomez et al.
neurones de rat J (2006)
S;Jé‘f:fnsyé’&r{‘eﬂrgz de 10° jours Dell'Ovo et al. (2008)
MCF-7 10° jours Ronzitti et al. (2004)
Cultures primaires de 10° ours Perez-Gomez et al.
neurones de rat J (2006)

ggr(\:[[ri]#él?:n du taux Elmg.?_?ﬂes de souris 107 jours Malagoli et al. (2006)
Myoblastes de rat L6 Suarez Korsnes et al
Myoblastes de souris 107 jours '
BC3H1 (2007)

Inhibition de la
voie de dégradation MCF-7 10° heures Pierotti et al. (2003)
de la E-cadhérine

La diversité chimique des toxines ainsi que lest&finultiples qu’elles produisent depuis
I'échelle cellulaire jusqu’a l'organisme entier omtes conséquences en terme d'impacts

environnementaux et sanitaires.
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[ll. Impacts environnementaux et sanitaires des effloresnces

phytoplanctoniques toxiques

l1l.1. Efflorescences, biodiversité et réseau trophique

[11.1.1. Efflorescences et facteurs de contrble

Les microalgues sont présentes dans tous les b®taguatiques (marins, saumatres et
dulcaquicoles). Elles jouent dans ces différentgeod un rble essentiel puisqu’elles assurent
une grande partie de la production primaire a &efwhu réseau trophique (Mur et al., 1999).
En milieu marin, sur environ 5000 espéces phytaptaniqgues marines connues, 80 a 100
especes sont potentiellement néfastes pour I'hogtrieefaune aquatique (Landsberg, 2002).
En milieu marin coétier, si les conditions sont fealdes, ces especes phytoplanctoniques
peuvent proliférer et former des efflorescences laeteurs présumés de ces proliférations
sont d’origine anthropique (e.g. apports en nutnitseliés aux pratiques agricoles,
introduction d’especes par les eaux de ballasthireatique (e.g. effets des pluies, des eaux de
ruissellement, courantologie océanique) (LassusQ3R0 Selon Anderson (2009), si
'augmentation en fréquence et en intensité dedif@mrations de dinoflagellés observée ces
trente dernieres années est une des conséquerscastid@és anthropiques, il faut ajouter a
cela I'expansion de l'aquaculture qui a contribué&rée surveillance accrue des zones de
production et donc a I'observation de phytoplandtixique jusqu’alors passeé inapercu.

En eau douce, les cyanobactéries, organismes gobearphotosynthétiques, peuvent former
des proliférations massives, colorant la colonmad’(Figure 16) ou s’accumulant en écumes
plus ou moins épaisses.

Le déterminisme de ces efflorescences fait I'olgfein grand nombre de travaux et |l
semblerait qu’un certain nombre de parametres tonde I'apparition des efflorescences, en
particulier des teneurs élevées en azote et phosplaotempérature, I'éclairement et le pH
(Mur et al., 1999).
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Figure 16: (a) Efflorescence Rlanktothrix agardhiide la Base nautique de Viry-Chétillon (Essonne)
(b) Efflorescence Rlanktothrix rubescende I'étang du Corra (Yvelines)
(Clichés : C. Bernard)

Sur plus de 2000 espéeces de cyanobactéries anteelieconnues, 50 produisent des
cyanotoxines (Sivonen et Jones, 1999 ; ThomazeBeretrd, soumis). Selon un rapport de
'OMS (1998), la frequence et l'intensité des effiscences de cyanobactéries se sont accrues
lors des derniéres décennies. Cet accroissemeptiesipalement attribué a (i) I'impact des
pressions anthropiques ayant conduit a I'eutropioisades masses d’eau et a la création de
milieux aquatiques favorables aux cyanobactérieg. (deisler et al., 2008) et, dans une
moindre mesure, (ii) aux effets du changement dlgqua favorisant le développement des
cyanobactéries et leur dispersion au sein de zgéegraphiques nouvelles (Wiedner et al.,
2007 ; Paerl et Huisman, 2008). De plus, ces phénemont recu ces dernieres années une
attention croissante de la part de la communauténtifique, comme en témoigne
laugmentation des travaux publiés dans des reduesmité de lecture (Thomazeau et

Bernard, soumis).

[11.1.2. Impacts environnementaux des efflorescences

En eau douce tout comme en milieu marin, les effloences de microalgues sont le plus
souvent mono- ou oligospécifiques et induisent dineinution de la biodiversité du milieu
(Crossetti et al., 2008). En effet, une compétitimecte pour la lumiére et / ou les nutriments
ou indirecte par des phénoménes d’'ombrage pewieatrla disparition d’habitats pour les
invertébrés et les poissons (Paerl et Huisman, )20D8 plus, les proliférations de
microalgues peuvent avoir des conséquences suttalilité des paramétres physico-
chimiques et donc des effets néfastes sur I'équilibes écosystémes. Ainsi, des anoxies,
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résultant de la décomposition des microalgues parlctéries hétérotrophes sont parfois
associées aux efflorescences, provoquant une foaealité de populations de poissons
(Hudnell, 2008).

l11.1.3. Impacts des toxines sur les écosystemes

En milieu marin, le zooplancton peut consommer dksoflagellés producteurs de
phycotoxines. Selon Kozlowsky-Suzuki et al. (20@#8s copépodes nourris avec des cultures
de dinoflagellés toxiques voient leur taux de f@btnet leur croissance diminuer sans que
'on puisse pour autant attribuer ces effets awings elles-mémes ou a d’autres composeés
inhibiteurs.

En eau douce, le développement d'efflorescencegues peut perturber le fonctionnement
des écosystemes, notamment par inhibition desitmicte croissance, d’alimentation et de
reproduction des organismes (Wiegand et Pflugma2ioés).

Les cyanotoxines en eau douce et les phycotoxmesileeu marin sont donc susceptibles de
gagner les réseaux trophiques supérieurs par adatiomudans le zooplancton phytophage

puis par transfert dans des bivalves filtreurs.

l1l.2. Risques pour la santé humaine et animale et consénces économiques

[11.2.1. Risques liés a la contamination directe

En milieu dulcaquicole, les biomasses phytoplangtoes peuvent étre importantes, avec des
concentrations en chlorophylle a supérieures aui0*. Une augmentation de la biomasse

en cyanobactéries peut provoquer une augmentaéada doncentration en toxines dans le

milieu. En milieu marin, les biomasses phytoplanijoes sont en général plus faibles, de
'ordre de 10 a 20 pg de chlorophylle par litrealle Mais, en dépit de faibles biomasses, les
concentrations en phycotoxines peuvent étre imptasa

Dans ce contexte, le risque de contamination diradervient essentiellement par ingestion

d’eau contaminée ou par contact.

Deés 1878, en Australie, Francis fut le premier hBerela présence d'efflorescences a

cyanobactéries a la mortalité d’animaux domestigeésemment, la mort de chiens dans le
Jura et dans les gorges du Tarn a été directemgmitée a la présence d’anatoxine-a,
neurotoxine produite par des cyanobactéries bamkigu genr@hormidium(Gugger et al.,

2005 ; Cadel-Six et al.,, 2007). Le cas le plus gralintoxication humaine par des
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cyanotoxines s’est produit en 1996 dans un hopitaBrésil ou cinquante personnes sont
décédées suite a une hémodialyse effectuée paintmgeineuse avec de I'eau contaminée
par des microcystines (Jochimsen et al., 1998 micaael et al., 2001).

Les cyanotoxines engendrent également des probldares les exploitations agricoles ou
dans les parcs zoologiques pour les animaux s’aantuwlans une réserve d’eau contaminée.
De plus, le probleme de la salubrité des culturasainheres a été soulevé lorsque celles-ci
sont arrosées avec de I'eau contenant des cyanesiCodd et al., 1999).

Par ailleurs, la majorité des eaux de boisson pravile réservoirs d’eau de surface et leur
contamination par des cyanobactéries potentiellenteriques représentent un souci
permanent pour les gestionnaires de traitementatistribution des eaux (Hoeger et al.,
2004 ; Orr et al., 2004). Dans les filieres detéraent d’eau potable, les proliférations de
cyanobactéries peuvent provoquer un encrassemeriiltdes, ce qui complique le processus
de traitement des eaux.

Les aires de baignade et d'activités nautiques alexc efflorescences a cyanobactéries
toxiques représentent le danger majeur pour 'hom@e risque est plus élevé pour les
enfants qui sont susceptibles d’avaler d'importaurgpeantités d’eau en nageant ou en jouant
(AFSSA, 2006). Il faut egalement tenir compte desrts nautiques tels que le ski nautique,
l'aviron, le canoé, etc. qui produisent des aémpoluvant contenir des toxines qui sont alors
inhalées et sont au contact de la muqueuse des aéigennes. Des études menées chez la
souris ont montré que les effets toxiques de l@axiae-a étaient plus importants si la toxine

était administrée par instillation nasale plutée guar absorption orale (Sivonen, 2000).

En milieu marin, Backer et al. (2003) rapporterdlément en Floride le cas d’'une centaine de
personnes qui ont présenté des atteintes des nespgatoires (géne respiratoire, toux) apres
avoir été en contact avec des aérosols contenanbrdeéetoxines. En effet, les cellules de
Karenia brevis dinoflagellé producteur de brévétoxines ne pamsedras de théque
protectrice et se lysent aisément libérant alsgd&ines sous forme d’aérosols. Lorsque les
brévétoxines sont inhalées, elles provoquent défsculiés respiratoires d’autant plus
importantes chez les personnes souffrant d’asthameexemple (Fleming et al., 2009). Des
études complémentaires ont été meneées afin d’évialakspersion de ces toxines sous I'effet
du vent a lintérieur des terres. Kirkpatrick et §009) ont détecté des quantités non
négligeables de brévétoxines jusqu’'a 4 km a l'iatérdes terres, mettant ainsi en évidence
un risque chronique lié aux brévétoxines pour i@s@nnes ne vivant pas nécessairement a

proximité de la cote et souffrant d’insuffisancepieatoire ou d’asthme.
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[11.2.2. Risques liés a la bioaccumulation des toxines

Le phytoplancton constitue la nourriture de baserdellusques bivalves filtreurs. En milieu

marin, les saxitoxines contaminent différents nisede la chaine alimentaire (Figure 17).

[ hd ammiteres marins, o sea l

| Harengs, langons, autres poissons |

1 * Looplancton
b - carnivore

y -

| Ptéropodes, cladocéres, copépodes, tintinnides, etc. |

F 3
Larves de poiszons |-¢ ------

| mMoules, pectinid éz, dams, eto. f"'* -
e Faszans
- dém erzaux

-

-
b -

I Gasztéropod ez perceurs, buccng, eto. [

Figure 17: Exemple de voies de transmission des saxitoxdaes les chaines alimentaires pélagiques (d'aprés
Bourdeau et al., 2001)
(Les fleches pleines représentent les voies caneles fleches en pointillés les voies possibles)

A ce titre, les toxines produites peuvent étre ¢xamulées dans les coquillages consommeés
par ’'homme et ainsi représenter un probléme deegaublique et de sécurité alimentaire.

En milieu marin, les efflorescences toxiques omaddes conséquences sanitaires sur des
filieres trés importantes comme les produits dpéahe et de I'aguaculture mais également

sur les activités touristiques (eaux colorées, peodn de mucilage). Outre le risque que ces

toxines naturelles représentent pour I'homme, l|épencussions économiques de ces

phénomenes ne sont pas négligeables. En effgpafdjpn d’efflorescences peut :

- modifier les caractéristiques du milieu (pH,Xalloxygéne...) et ainsi provoquer un
ralentissement de la croissance des bivalves, ymiogoquer des mortalités importantes
(Fernandez et al., 2003),

- produire des composés néfastes qui rendenbtgsliages impropres a la vente, soit
parce qu’ils prennent une couleur inhabituelle (daeexemple au ciliesodinium rubrum
ou un godt inhabituel (d0 a la présence de diaterdéegenrdrhizosolenigFernandez et al.,
2003)).

Les phycotoxines sont également responsables die paonde de nombreuses intoxications
humaines. Celles-ci sont essentiellement causédsnggstion de coquillages contaminés ou
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par la consommation de poissons rendus toxiquesipaccumulation de toxines, comme
dans le cas de la ciguatera.

D’un point de vue épidémiologique, il est tres idifé d’avancer des chiffres concernant
l'incidence des phycotoxines. En France, les spist@a s’accordent a dire qu’il y a une
extension des zones littorales touchées (Harveyaétieille, 2003). Malgré la volonté de
mettre en place des réseaux de surveillance, laesnéds épidémiologiques sont
fragmentaires du fait que les personnes intoxiqu@®sentant des troubles modérés ne
consultent pas de médecin et se rétablissent rapiae De plus, les intoxications liées aux
phycotoxines sont souvent méconnues du corps mé&giaehors des zones littorales.

Les phycotoxines sont responsables de pertes farascimportantes dans les filieres de
'aquaculture et de la conchyliculture. En mai 20i@Sbassin d’Arcachon a connu un épisode
noir sur le plan financier lorsque la commercidi@a des huitres a été suspendue pendant
plus de 5 semaines, suite a la détection de mguealtoxiques. Depuis 2005, des épisodes de
toxicité atypique ont été décrits de nouveau er7 2802008, perturbant considérablement la
commercialisation des huitres et des moules duirbasarcachon et entrainant de vives

protestations de la part des conchyliculteurs.

Si les cyanotoxines sont connues pour s’accumides des coquillages filtreurs, le risque
d’intoxication suite a une ingestion de bivalvegall douce est faible puisqu’ils ne sont
consommeés qu’exceptionnellement. Par contre, leanalyactéries vendues comme
compléments alimentaires peuvent présenter unaipgtentiel pour le consommateur ainsi
gue I'a démontré une étude récente (Rellan et2809). Les poissons d’eau douce sont
également susceptibles de bioaccumuler des cyanetoxomme I'ont montré des études
récentes (e.g. Ibelings et Chorus, 2007 ; Galvad. e2009). Le risque pour 'lhomme lié a la
consommation de poissons contaminés est pour Ehpeu pris en compte car les données

manquent pour réaliser une évaluation du risque.

IV. Réglementation européenne et/ou francaise et méthesld’analyse

La prise en compte du danger que représentenydmtoxines en eau douce est récente. De
ce fait, il n'y a, pour I'heure pas de réglememtaten vigueur. Des recommandations ont
cependant été émises par I'Organisation Mondialtadganté (OMS). Elles sont présentées

au paragraphe IV.1.
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En milieu marin, la reconnaissance du risque gpeesentent les phycotoxines a conduit a la

mise en place de plans de surveillance et de nedergestion.

IV.1. Recommandations liées aux cyanobactéries : le cas k& France

La reconnaissance a I'échelle européenne de l'itapoe qu’il faut accorder a la préservation
des eaux de surface est illustrée par la Direc@iadre sur I'Eau (DCE ; 2000/60/EC). Cette
directive propose un cadre administratif pour Iatige intégrée des bassins versants des
cours d’eau. L'objectif de la DCE est d’atteindne niveau de "bonne qualité" des masses
d'eau a travers I'Europe a I'horizon 2015. La DCHntégre pas la problématique des
cyanobactéries mais propose un cadre général pruxrgérer I'impact de I'eutrophisation
issue de l'intensification des activités humaines.

La prise en compte du risque sanitaire issu delfgraiions de cyanobactéries est quant a
elle relativement récente. L'identification et laractérisation des métabolites toxiques de
cyanobactéries remontent au milieu des années 188@is que les connaissances sur leurs
effets toxiques sur les organismes vivants ont ntajeement été produites dans la seconde
moitié des années 90. Le rapport de 1998 de I'ésgtian mondiale de la santé (OMS),
faisant suite a I'étude épidémiologique de Pilettal, (1997), est encore a I'heure actuelle le
document de référence en ce qui concerne les reaodations relatives aux cyanobactéries
(OMS, 2003).

Ces recommandations se basent sur trois typesichiedrs afin de faciliter les possibilités de
mise en ceuvre en fonction des moyens disponibl€vi§ a également recommandé depuis
1998 de ne pas dépassepnd.L™ d’équivalent microcystine-LR totale pour I'eau plole
(OMS 1998, 2004). Cette valeur correspond a la eatnation maximale, apres traitement,
considérée comme protégeant le consommateur dimeadation aigle.

Au plan national, le Conseil Supérieur d’HygiéneblRjue de France s’est basé sur les
recommandations de 'OMS pour émettre un avis (@wi€SHPF du 6 mai 2003) concernant
les activités de baignade. Cet avis a ensuite |'faltjet d’'une circulaire produite par la
Direction Générale de la Santé applicable aux za@ebaignades et d’activités nautiques
(circulaire DGS/SD7A 2003/276) 2004/364°, 2005/304°%). Ces textes réglementaires
reprennent en majeure partie les recommandatioh®MS.

En ce qui concerne I'eau de boisson, les recomntimndade 'OMS ont fait I'objet d’'un
arrété au sein du Code de Santé Publique (arré@S@udu 11 janvier 2007) qui mentionne,
aux articles R.1321-2, R.1321-3, R.1321-7 et R.1321les parametres qualitatifs de I'eau de
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boisson & respecter au regard de la présence decgstines (le seuil est fixé ag.L™

d’équivalent microcystine-LR totale pour I'eau gu&. A I'heure actuelle, malgré le risque
pour la santé publigue que représentent les nedane® de cyanobactéries, aucune
recommandation n’a été mise en place par I'OMS peartoxines. Seuls I'Australie, le Brésil
et la Nouvelle-Zélande ont proposé récemment desertrations seuils pour les saxitoxines

(3 ng.LY) et les anatoxines (de 1 & 6 pg.L

Contrairement aux phycotoxines, aucune méthodeati/aa n’est préconisée concernant la

détection des cyanotoxines.

IV.2. Réglementation et méthodes officielles d’analyse poles toxines d’origine

marine

En milieu marin, du fait des risques pour la sdmighaine liés a la présence des phycotoxines
dans les mollusques bivalves, les autorités compegent établi des plans de surveillance et
mis en place des mesures de gestion afin de gal@stnté publique.

Ces mesures s’appuient sur des données issuasv/dkiition des risques, telles que :

- Il'identité des toxines et leurs conditions de dibiau regard des processus de
cuisson ou de transformation),

- le potentiel toxique des phycotoxines considéré#apfés des études chez
I'animal ou d’aprés des données épidémiologiquesgldelles existent), de la
voie d’exposition (ingestion, contact, inhalation),

- le risque aigu,

- lidentité du microorganisme toxinogéne, sa réparti mondiale, son profil
toxinique,

- les animaux susceptibles de bioaccumuler les tex@héa distribution de celles-ci
dans les différents organes,

- les processus de transformation des toxines paniesaux,

- les habitudes alimentaires des populations humainasernées, notamment au

regard des portions consommees.

IV.2.1. Aspects réglementaires relatifs aux phycotoxines

Dans I'Union Européenne, la présence des phycadsxoans les coquillages vivants est

réglementée depuis 1991 par la Directive du Co®@4¢492/CEE qui fixe les regles sanitaires
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régissant la production et la mise sur le march&eafeorganismes marins. Cette directive
prévoit un double systeme de surveillance :

- en amont : la surveillance des espéces phytoaaigues toxiques dans les eaux de
production et de reparcage des bivalves vivants ebntréle des niveaux de phycotoxines
dans les coquillages,

- en aval : le contréle de la salubrité des céagiéls mis sur le marché (production
nationale et communautaire ainsi que produits itd@sdmpar des tests biologiques.

La directive a été reprise dans les nouveaux regisndu « Paquet hygiéne », en particulier
dans le reglement 854/2004 qui fixe les seuils d&ibsité réglementaires pour les

phycotoxines réglementées et les différents tegtéssont ensuite venus compléter cette
directive. Le reglement CE 2074/2005 précise notantnbes méthodes de détection pour
chaque famille de phycotoxines.

Les valeurs seuils pour les différents groupes Hgcqoxines ainsi que les méthodes

d’analyse préconisées sont résumées dans le Ta¥leau

Tableau XI: Valeurs seuils en vigueur en Europe et méthdtesalyse préconisées pour les
différents groupes de phycotoxines contaminantdegiillages

Groupe de OA et AZA PTX YTX STX AD
toxine analogues
Valeur seull
(par kg de 160 pg 160 ug ég. 160 ug éq. 1 mg 800 pg 20 mg AD
chair de €q.0A AZAl OA €q.YTX €(q.STX
coquillage)
. Bioessai
(';/’I:;g?;/jsee Bioessai sur souris et LC-MS/MS souris / HPELL(I:éLi\V /
HPLC-FD’

IV.2.2. Méthodes d’analyses

Pour la détection et la quantification des phycites, la difficulté réside dans le fait que

chaque famille de toxines comprend de nombreuxognak de structures moléculaires

proches mais de niveaux de toxicité tres variables.

Dans le contexte de sécurité sanitaire visant &égeo le consommateur, il est important de
pouvoir prendre en compte la toxicité correspondamt effets toxiques de tous les analogues
présents dans un échantillon pour la comparer aleuxs seuils en vigueur. Depuis de

nombreuses anneées, la sécurité sanitaire du constaminest donc assurée par une démarche

° La méthode de Lawrence (HPLC-FD) a fait I'objatr validation internationale (méthode AOAC 200%.06
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réglementaire basée sur des bioessais sur saumisl’'dn des avantages est d’estimer la
toxicité in vivo d'un échantillon. Des méthodes telles que la LCAMIS des tests
immunologiques et des tests fonctionnels baséslesunode d’action ont également été

développés.

IV.2.2.1.Le bioessai sur souris

Le bioessai sur souris est un test de toxicitééa{@4 h maximum) qui permet d’estimer une
toxicité in vivo. Il repose sur l'injection intrapéritonéale d’urLrd’extrait susceptible d’étre
toxique a un lot de trois a cing souris. L'obseivatdes symptomes et du délai de survie
permet d’identifier le type de toxicité de I'échifioh.

Famille des saxitoxines

Le bioessai sur souris est actuellement le testdatogique de référence pour la détection des
saxitoxines dans les coquillages destinés a laotomstion. Les échantillons sont obtenus
aprés une extraction spécifique (extraction a chaandprésence d’HCI 0,1 M (selon le
protocole AOAC 959.08). Les souris sont ensuiteeol@es pendant une heure afin de noter
les symptdmes et les temps de survie. La limiteé@ection de ce bioessai est de I'ordre de
370 pg €9.STX pour 1 kg de chair, ce qui correspotal moitié de la valeur réglementaire.
Le bioessai doit au préalable étre calibré avestandard de STX afin d’établir une relation
entre le temps de survie et la quantité de tox@eequi permet de définir une unité souris
(US). Le délai de survie est ensuite transforméreté souris en s’appuyant sur le tableau de
correspondance préalablement établi. Les US sanlitenconverties en quantité d’équivalent
STX en s’appuyant sur le facteur de conversionrdete a partir de I'étalonnage des temps
de survie des souris par la STX.

Des études ont mis en évidence que les coefficaigariation intra- et inter-laboratoires de
ce test sont de l'ordre de 20 % (Jellett et al92)9 Ceci est en partie lié au fait que
I'utilisation d’animaux introduit une variabilitééle a leur réponse individuelle.

Plusieurs parameétres sont maintenant reconnus cqmomneant interférer avec les résultats
fournis par le bioessai sur souris. Ainsi, une emiation élevée en sels ou un pH inapproprié
dans I'extrait injecté aux souris provoque une agiggation de la toxicité apparente (EFSA,
2009a).
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Toxines lipophiles

Concernant la détection des quatre familles denasxiipophiles (OA et analogues, AZAs,
YTXs et PTXs), le bioessai sur souris repose sumjektion par voie i.p. d’'un extrait
d’hépatopancréas ou de chair totale a un lot deuBss La mort d’au moins deux souris sur
trois dans les 24 heures est considéree commeecd la présence d’'une ou plusieurs
toxines dans des proportions supérieures aux \sasauils fixées.

Ce test présente I'avantage de pouvoir détecteowime la présence d'une toxicité nouvelle
ou émergente ou de nouveaux analogues d’une talj@econnue. Il permet d’obtenir une
réponse quantitative aux niveaux seuils et donsardkcations sur les toxines impliquées par
I'observation des symptomes de la souris.

Néanmoins, les protocoles d’extraction pour lesnes lipophiles n’ont pas fait I'objet d’'une
validation. De plus, les toxines du groupe des @wmincycliques (e.g. spirolides,
gymnodimines) peuvent étre détectées par le bineasaouris pour les toxines lipophiles,
compliquant ainsi I'interprétation des résultats.

Enfin, ces derniéres années, au vu des difficali@serprétation des résultats du bioessai sur
souris concernant le nombre croissant de famikesxines lipophiles répondant a ce test,, la
décision 2002/225/CE établit la possibilité d'silr des méthodes complémentaires pour la
détection des familles de toxines lipophiles.

L’'une des approches retenues est basée sur htitiiisde la LC-MS/MS.

IV.2.2.2.Méthodes analytiques

Elles sont basées sur un couplage entre la chrgnagtaie liquide et une détection spécifique
pour chaque famille de toxines (e.g. fluorescerme fes saxitoxines, spectrométrie de masse
en tandem pour les toxines lipophiles).

Concernant la détection des toxines lipophiles, mé¢hode multi-toxines a été développée.
Le principal probleme est I'indisponibilité des reards pour tous les analogues de toxines
lipophiles. En effet, un seul fournisseur (NatioRasearch Council, Canada) commercialise
un petit nombre de standards certifiés.

Les technigues analytigues permettent donc de teéétet quantifier les analogues pour
lesquels des standards sont disponibles. Pour dggsa la quantification est faite par
extrapolation par rapport au standard disponilpeasentatif de la famille de toxines.

Les quantités de toxines ainsi déterminées doieamsuite étre converties au moyen des

facteurs de toxicité relative (Toxicity Equivalelactor: TEF) pour obtenir une toxicité en
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eéquivalent a la toxine utilisée pour la calibratidfais, ces facteurs ne sont pas disponibles
pour tous les analogues d’'une famille, du fait notent de I'indisponibilité commerciale
d’'un grand nombre de standards.

Les techniques analytiques sont tres sensibles d@gdimites de quantification inférieures
aux valeurs réglementaires. Mais, en routine, eleepermettent pas d’identifier une nouvelle
toxine ou de nouveaux analogues d’'une toxine déj@we. Enfin, seuls un petit nombre de

méthodes ont fait I'objet d’'une procédure de vdiatainter-laboratoire.

IV.2.2.3.Méthodes immunologiques

Ces méthodes sont basées sur une reconnaissaratarate des toxines par des anticorps ; le
couplage de I'anticorps avec un chromophore pefewgtdétection. Difféerents formats sont
commercialisés actuellement. Une méthode ELISA é dificiellement validée pour la
détection de l'acide domoique (méthode AOAC 2006e@%0n utilisation est officiellement

autorisée dans I'Union européenne a des fins distdép.
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Contexte et objectifs

L’accroissement en fréquence et en intensité d#esrescences phytoplanctoniques (e.g.
Araoz et al., 2009 ; Anderson, 2009) a conduit gike en place de dispositifs de surveillance
permettant de protéger le consommateur. Dans ¢ettdbdes réglementations ont donc été
mises en place au début des années 1990 pouryestpkines contaminant les coquillages.
Concernant les cyanotoxines, la France a mis eneptes recommandations pour la
surveillance des plans d’eau a usage récréatifegbrdduction d’eau potable (d’aprés les
recommandations de I'Organisation Mondiale de lat&aFalconer et al., 1999).

En premiere approche, I'observation et lidentifioa des especes phytoplanctoniques
présentes dans le milieu sont un indicateur deacoin@ation. D’un point de vue historique et
dans un souci de protection du consommateur, lermétation du niveau de toxicité des
coquillages s’est appuyée sur une apprachévo en raison d'un manque de connaissances
de I'ensemble des analogues toxiques des familésstests sur animaux, et en particulier les
bioessais sur souris, apparaissent donc commerdelpe la plus globale et la plus rapide
pour mettre en évidence une toxicité. Cependantetprétation des résultats des téstgivo
s’est complexifiée au cours de ces derniéres arsaade nouvelles familles de toxines, pour
lesquelles les modes d’action ne sont pas conépendent a ce test peu spécifique. Pour une
meilleure compréhension des épisodes toxiquessdestifiques ont alors développé des
méthodes plus spécifiques telles que les méthoteriques en utilisant les standards
disponibles. Cela a contribué a compléter les desaaces des nouvelles familles de toxines,
a s’interroger sur les effets toxiques et les @sqgu’elles représentent pour ’lhomme (EFSA,
2007 ; 2008a ; 2008b ; 2009a ; 2009b ; 2009c €9@00

En 2010, au niveau européen, les méthoaewivo utilisées pour la surveillance des
phycotoxines sont amenées a changer au profit dibhodes spécifiqgues telles que la
chromatographie liquide couplée a la spectroméleianasse en tandem (LC-MS/MS). Ces
méthodes ont pour principe d’identifier et de qufeent individuellement les toxines
contaminant les échantillons et ainsi de fournprigfil toxinique des extraits. Néanmoins, ces
méthodes chromatographiques ne permettent pas,utacadre de vigilance, de détecter de
nouveaux analogues de toxines connues et de nesitelines.

Face a I'expansion mondiale des épisodes toxiqarsrpliqués, il est nécessaire d’adopter
une démarche globale qui vise a apporter des cesaraes complémentaires (e.g. toxidnes
vivo et in vitro, chimie des toxines, identification du phytoplamjt permettant de mieux
caractériser le danger pour 'homme lié aux toggihouvelles ou émergentes et de mieux
comprendre les épisodes toxiques. Pour les toxpi@goplanctoniques, les modeéles

cellulaires constituent une alternative en pleivetigppement.
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En effet, des 1954, Pomerat et Leake ont décriptegipaux avantages de l'utilisation des
cultures de cellules pour étudier I'activité de saices toxiques : (i) un contrdle plus précis
desconditions expérimentales, (i) du matériel biotpge uniforme permettant de multiplier
les expériences afin d’avoir des résultats stgtistinent exploitables, (ii) une relative
simplicité expérimentale. Au cours des deux deesigtécennies, les techniguesvitro ont
connu des avancées importantes pour I'étude dixieite de composés chimiques (Hartung,
2009). L'utilisation des lignées cellulaires a motaent permis d’acquérir des connaissances
sur des phénomenes biologiques jusque la accessiniguement sur des animaux de
laboratoire. Elles sont également utilisées de uendate pour rechercher les composés
d’origine marine présentant un intérét pharmaceuetigu thérapeutique potentiel (e.g. Mayer
et Hamman, 2005 ; Blunt et al., 2008). Dans le domales toxines de microalgues, les
lignées cellulaires ont été employées des la fis @enées 1980 pour étudier les cibles
biologiques et les mécanismes d’action a I'échediéulaire de différentes toxines. A I'heure
actuelle, les modeles cellulaires s’inscrivent camum outil complémentaire pour (i) I'étude
dans un cadre fondamental des effets a I'échellal@iee des toxines de microalgues et
'apport de connaissances pour caractériser desodgs toxiques inconnus, (i) la mise en
evidence de toxicités atypiques, en complémentbaEsssais sur souris, dans le cadre d’un
dispositif de vigilance (iii) et la mise au poirg chéthodes de détection complémentaires des
toxines.

Ce travail de thése a pour objet d’apporter undritution a I'évaluation du risque pour
’lhomme que représentent les toxines phytoplanqtes a effet neurotoxique, en se basant

spécifiguement sur I'analyse des réponses de nodelkilaires.

Le choix du modéle cellulaire Neuro-2a (neuroblasts de souris) s’appuie sur I'état des
connaissances bibliographiques quant a son uidisd détection des saxitoxines dans des
coquillages (e.g. Jellett et al., 1992). La démarekpérimentale a été d’utiliser ce modéle
cellulaire pour étudier les réponses face a diffi&® toxines pour lesquelles les niveaux de
connaissances sont différents, notamment au nidesaunodes d’action.
Ainsi, dans la premiére partie, nous avons commeneé la famille des saxitoxines dont le
mode d’action sur le canal sodium voltage-dépendantien connu (Kogure et al., 1988)
avec I'objectif de répondre aux questions suivantes

- La lignée cellulaire Neuro-2a répond-elle de facgmnsible et spécifique a

différents analogues de saxitoxines ?
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- Quelle est la spécificité de réponse du test suurdN@a avec des matrices
complexes d’origine phytoplanctonique ?

- Quelle est la variabilité des réponses obtenu&chdlle intra-laboratoire et inter-
laboratoires ?

- Quelles informations complémentaires le test swrbl@a permet-il d’obtenir par
rapport a d’autres méthodes d’analyse ?

- Peut-on utiliser le test Neuro-2a comme un outil gdstion du risque lié au

saxitoxines dans le cadre de la surveillance dlan g’eau a usage récréatif ?

Puis, dans une deuxiéme partie, nous avons utdisééme modele cellulaire Neuro-2a pour
investiguer une autre famille neurotoxique ayanmoue d’action différent (pompe NK*-
ATPase) : la palytoxine et ses analogues. Notreatibjest de caractériser les réponses du
modele cellulaire pour pouvoim fine, proposer une méthode basée sur I'action des PITXs
sur la pompe NaK*-ATPase qui pourrait étre intégrée a une battegidedtsin vitro. Les
guestions suivantes ont donc été abordées :

- Quelle est la sensibilité de la lignée Neuro-2aéponse a un traitement avec la
PITX standard et quel est le temps de traitemetitnap ?

- Sur la base du mode d’action de la PITX sur la poig,K*-ATPase et de I'effet
antagoniste connu de I'ouabaine, quelles sontdedittons optimales permettant
de détecter spécifiquement la PITX ?

- Peut-on détecter spécifiquement et quantifier anvétpnt PITX des analogues de
la PITX produits notamment par une efflorescenc®stfeopsisdont on sait
gu’elle contient de I'ovatoxine-a ?

- Quel est, dans nos conditions expérimentales esapre extraction méthanolique
peu spécifique, I'effet matrice de chair totalerdeules supplémentées avant ou
apres extraction en PITX de facon a approcher leuvaeuil proposée en 2005 de
250 pg éq.PITX par kde chair ?

Enfin, I'objet du troisieme chapitre de la thésedétudier les effets a I'échelle cellulaire du
13-desméthyle-C spirolide (SPX-dC) sur le modéldulzre Neuro-2a et sur un autre
modéle. Notre objectif est donc d’améliorer les raissances des effets des spirolides a
I'échelle cellulaire en répondant a plusieurs goest:

- Quelle est la réponse des modeles cellulaires ishiisne exposition au SPX-dC ?
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Des agonistes ou des antagonistes des récept@otfigues ou muscariniques
ont-ils un effet sur la mortalité cellulaire ?
Quels parameétres peut-on mesurer pour évalueet'aéfixiqgue du SPX-dC sur

lignée cellulaire ?
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La présence des STXs en milieu marin tout commeaendouce représente un danger pour
’homme du fait de leur potentiel neurotoxique. Erieu marin, les risques d’intoxication
sont principalement liés a la consommation de dlaggis contaminés par les STXs tandis
gu'en milieu dulcaquicole, plusieurs voies d’expiosi peuvent étre envisagées (e.g. par
ingestion d’eau contaminée ou par ingestion despois contaminés).

Du fait du risque pour la santé humaine représpatdes STXs, cette famille de toxines fait
'objet d'une réglementation, notamment a |'échedtaropéenne, concernant la teneur
maximale de STXs présente dans les coquillagesndsesi la consommation et les méthodes
d’analyse autorisées pour le contrdle officiel.

Différentes méthodes de détection ont été dévebsppgour le contrble et pour la
compréhension des épisodes toxigques, basées soilesmode d’action, soit sur la

reconnaissance structurale des STXs (Encart 3).

Encart 3 — Principales méthodes de détection et dgiantification des saxitoxines

Les méthodes basées &imode d’actiorreposent sur la liaison des saxitoxines a dess#tnsibles.

Le bioessai sur souriest la méthode de référence pour la détectiorsdies dans les bivalves, c’est un test de toxicité
qui est encore tres pratiqué a I'échelle mondiale.

Lestests sur lignées cellulairese développent largement. lls reposent sur &atiion de la lignée Neuro-2a pour la
détection spécifique des STXs (Kogure et al., 1988)

Lestests de liaisonsont basés sur |'utilisation de synaptosomes sstdécerveaux de rat riches en canaux sodium et sur
la compétition entre de la STX radiomarquée avelad&TX froide pour la liaison au récepteur. L'enigle ce type de
test reste limité du fait de l'utilisation de maequs radioactifs.

Les tests immunologiques et les techniques de ehamialytique sont basés surrkconnaissance structuraleles
toxines.

Lestests immunologiquesbasés sur la reconnaissance des toxines par tlesrps polyclonaux (Micheli et al., 2001)
ou monoclonaux (e.g. Usleber et al., 1991) sornprifecipe rapides a mettre en ceuvre. Cependananigsorps utilisés
sont sujets a des différences voire a I'absenacéaldivité croisée en fonction des analogues ptestms un échantillon
et peuvent donc conduire a une sous-estimationodtenu en saxitoxines. De plus, ils sont sujetesaffets matrice
significatifs.

Les méthodesiPLC-FD (pré- ou post-colonnes) présentent I'avantageodenir des indications sur le profil toxinique
d’'un extrait mais sont longues a mettre en ceuvrsoeffrent du manque de standards certifiés, tontrnge la LC-
MS/MS.

La méthodelLC-MS/MS (e.g. Dell’Aversano et al., 2005) repose sur Iisdition de colonnes chromatographiques a
interactions hydrophiles, adaptées a des compadégegs tels que les STXs. La complexité des maflbtenus et les
faibles intensités des ions obtenus en spectroend¢rimasse font que les limites de détection sm@zaélevées (100 pg
STX.kgh). Une limite de détection plus basse (e.g. pouX SZ3-42 ug eq STX.kY a été obtenue par Sayfritz et al.
(2008) en améliorant les conditions d’extraction.

Pour les méthodes analytiques, les quantités dee®mxotales doivent étre calculées en utilisanfllEF, avec les limites
décrites plus haut.

Méthodes basées sur mode d’action Méthodes basées sur structure chimique
Bioessai sur Tests de Tests sur_llgnee . Tests HPLC-ED  LC-MS/MS
souris liaison cellulaire immunologiques

Sensibilité ++ ++ +++ +/- ++ T

Spécificité ++ ++ +++ +/- ++ T+
Variabilité + ++ ++ + ++ ++
Quantification 4F ++ ++ +/- ++ T+
Technicité ++ +++ ++ i+ +++ T+
Codt ++ ++ + +++ +++ 4+
Ethique - + +++ ++ +++ T+
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Les tests sur lignées cellulaires, en tant que odéth basées sur le mode d’action, vont
prendre en compte I'ensemble des analogues agisgald cible et présentent 'avantage de
fournir un résultat exprimé en équivalent STX, gzgoport au standard utilisé.

A I'échelle cellulaire, le mode d'action des STXg da sous-unitéx des canaux sodium
voltage-dépendants est bien documenté. Cela a paridogure et al. (1988) de proposer un
test permettant de détecter la présence des toparab/santes en étudiant leurs effets sur une
lignée de neuroblastomes murins (Neuro-2a). Enepes de toxines bloquant les canaux
sodium, il est possible d’observer des variatioadalviabilité des cellules. Cependant, les
réponses détectables, morphologiques ou coloriguéts, sont de faible ampleur. Afin de
guantifier plus facilement la réponse, deux autmesécules toxiques sont utilisées: la

vératridine et I'ouabaine (Figure 18).

1) (2)

HiC a )
HOB\N
HO

OH

Figure 18: Structure chimique de la vératridine (1) et’dedbaine (2)

La premiére provoque un flux entrant d’ions sodidams la cellule tandis que la seconde
inhibe les pompes sodium / potassium, ce qui pedhaetroitre I'effet de la vératridine.
En présence de ces deux molécules, I'accumulatimnsd N& augmente la pression

osmotique intracellulaire et provoque I'éclatemaes cellules, donc leur mort (Figure 19).
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Na*
(Y
Vératridine
+
OQuabaine o Lyse
> osm ’ cellulaire
augmente

STXs
(B)

Vératridine
+
Ouabaine
+ — pPysmnormale——»

STXs

Survie de la
cellule

Na*

Figure 19: Schéma représentant I'action du couple Ouabaitéedtridine sur le flux d’ions
sodium, en absence (A) et en présence (B) de STXs.
(Posm: pression osmotique intracellulaire)
En présence de STXs, toxines bloquant les canalixreg'effet de la vératridine est inhibé,
ce qui a pour conséquence la survie des cellulascohtraire, en présence de brévétoxines
activatrices des canaux sodiques, la viabilitée adsiles diminue. La mesure du nombre de
cellules viables se fait au moyen d’une méthoderauktrique basée sur la capacité de ces

cellules a métaboliser un marqueur au niveau mitoghal.

L'objectif de notre travail est de tester I'hypatkeselon laquelle ce test sur lignée cellulaire,
développé initialement pour la détection des STixlpites par les dinoflagellés en milieu
marin et bioaccumulées dans les coquillages, pbutre appliqué a la détection des STXs
produites en eau douce par les cyanobactériestf&nles dinoflagellés et les cyanobactéries
produisent des analogues difféerents de STXs, cesiédes produisant généralement des
analogues moins toxiques tels que les toxines C.

Dans ce contexte, il est intéressant de voir @de sur la lignée cellulaire de neuroblastomes
initialement développé par Kogure et al. (1988)ispamélioré par Jellett et al. (1992) et
Manger et al. (1993 ; 1995) répond qualitativemamtfacon équivalente pour les STXs de
cyanobactéries.

Dans ce but, notre démarche expérimentale compesnetapes suivantes :
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1. Peut-on distinguer dans nos conditi

expérimentales différents analogues de S

avec le test sur la lignée cellulaire

neuroblastomes Neuro-2a ?

NS
TXs
de

2. Quelle est la spécificité de réponse du test
Neuro-2a avec des matrices complexes d’orig
des extraitg

phytoplanctonique, i.e.

d’efflorescences a cyanobactéries ?

Article 1
yindpplication of the neuroblastoma]

sur

5 assay for Paralytic Shellfish Poiso

to neurotoxic freshwater

3. Quelle est la variabilité des réponseg

I'échelle intra-laboratoire puis inte

laboratoires ? (en collaboration avec

laboratoire australien)

a cyanobacteria: Interlaboratory
r- calibration, and comparison with

un other methods of analysis.

4. Quelles informations complémentaires le
sur Neuro-2a permet-il d’obtenir par rappor
d’autres méthodes de détection (HPLC-FD, |
MS/MS, Jellett Rapid Test for PSP™) ?

[est
[ a
C-

5. Dans le cadre de la surveillance d'un p
d'eau a usage récréatif, le test sur lig

cellulaire de neuroblastomes peut-il étre uti

P

[«

comme un outil de gestion du risque lié
STXs ?

Article 2
néEirst report of saxitoxins produced

lan
isé by the cyanobacterium
\URAphanizomenon gracile a French

recreational water body.

Les résultats obtenus au travers de ces deux &odegnsuite discutés.
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Article 1 : Application of the neuroblastoma assayor paralytic shellfish
poisons due to neurotoxic freshwater cyanobacteridnterlaboratory

calibration and comparison with other methods of aalysis

publié dans Environmental Toxicology and Chemistry
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Abstract—Paralytic shellfish poisons (PSPs) are produced by freshwater cyanobacteria and pose a threat to human and animal
drinking-water supplies. The wide range of toxin analogues (and the likelihood that further analogues remain to be discovered)
means that chromatographic methods are not always reliable indicators of toxicity. Although the mouse bioassay remains the method
of choice in the seafood industry, its use is increasingly being questioned on ethical grounds. The cell-based Neuro-2A neuroblastoma
toxicity assay is an alternative bioassay validated for testing shellfish extracts, so it was of interest to determine its applicability
with the different suite of toxin analogues produced by cyanobacteria. Cyanobacterial bloom samples from Australia, Brazil, and
France were assayed using the neuroblastoma assay, liquid chromatography—tandem mass spectromeiry (LC-MS/MS), high-per-
formance liquid chromatography with postcolumn derivatization and fluorescence detection, and the Jellett Rapid Test for PSP™,
To assess interlaboratory variability. the neuroblastoma assay was set up in laboratories in Paris (France) and Adelaide (Australia).
Neuroblastoma and chromatographic methods gave comparable results except in the case of the neurotoxic Brazilian samples: LC-
MS/MS did not detect the putative new PSPs contained in these samples. Inter- and intralaboratory variability of the neuroblastoma
assay was typical of biological assays but no greater than that found for interassay variability between different chromatographic
determinations. The batch of Jellett Rapid Tests for PSP used did not yield guantitative results. Overall, the neuroblastoma assay
was useful as a screening assay for determination of toxicity caused by saxitoxin neurotoxins in freshwater cyanobacteria, having

§Laboratoire des Sciences de I'Eau et de I'Environnement, Faculté des Sciences, 123 Avenue Albert Thomas, 87 060 Limoges Cedex, France

the advantage of being sensitive to unidentified toxins that currently cannot be quantified by chromatographic means.

Keywords—Cyanobacteria Saxitoxin

INTRODUCTION

Paralytic shellfish poisons (PSPs) are a well-known cause
of human and animal poisoning in a marine context; however,
it is now known that they also are one of various toxin types
that can be produced by freshwater cyanobacteria and, there-
fore, can posc a threat to drinking-water quality. Paralytic
shellfish poisons produced by freshwater cyanobacteria were
first detected at the beginning of the 1980s in North America
in a bloom of Aphanizomenon sp. [1]. In Australia, a massive
Anabaena bloom occurred in 1991 along 1.000 km of the
Darling River, which caused extensive stock deaths. Bloom
samples were collected and analyzed to identify the toxins
responsible. A range of PSPs were identified. including sax-
itoxin (STXs), gonyautoxins (GTXs), and C-toxins [2]. Par-
alytic shellfish poisons produced by Anabaena circinalis have
been responsible for other livestock deaths in Australia [3.4].
Moreover. their bioaccumulation in edible freshwater shellfish
has been demonstrated [3]. The same authors showed that PSPs
can persist in waters for three months and that some congeners
can undergo chemical transformations during this time and
become more toxic [5].

To date, seven cyanobacterial species have been unambig-
uously identified as PSP producers in freshwater. Cvlindro-
spermopsis raciborskii (Nostocales) produces PSPs in Brazil

* To whom correspondence may be addressed
(andew.humpage @ sawater.com.au).

Neuroblastoma assay

Chromatographic methods Drinking water

[6,7], Aphanizomenon gracile and A. issatschenkoi (Nosto-
cales) in Portugal and the United States [8], Lyngbia wollei
(Oscillatoriales) in the United States [9], Planktothrix sp. (Os-
cillatoriales) in Italy [10], and Anabaena circinalis (Nosto-
cales) in Australia [11,12]. Paralytic shellfish poisons also
were identified in Danish freshwater blooms dominated by
Anabaena lemmermannii [13]. and more recently, Rapala et
al. [14] confirmed that this species produces PSPs in Finnish
freshwater sites.

Paralytic shellfish poisons are a family of at least 25 com-
pounds based on a tetrahydropurine structure. They can be
divided into four groups depending on the substitutions in five
variable positions: STXs, GTX1 to GTX6 and decarbamoyl
(de)-GTX1 to deGTX4, C-toxins (C1 to C4), and six variants
identified in American L. wollei strains [9,15]. In addition,
new putative PSPs recently were identified in Brazilian C.
raciborskii strains [6.7]. It also has been demonstrated that
the marine dinoflagellate Gymnodinium catenatun produces
a group of novel hydrophobic PSPs [16]. This chemical var-
iability has meant that until recently, the standard high-per-
formance liquid chromatography (HPLC) method of analysis
required three separate runs [17], although a single-run liquid
chromatography—mass spectrometry (LC-MS) method re-
cently was developed [18]. The number of known variants is
likely to increase in the future, necessitating continuing re-
vision of these methods.

Paralytic shellfish poisons are potent neurotoxins that act
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Table 1. Cyanobacterial samples used in the present study®

Location Date

Toxicity (mouse)

Dominant species®

Australian samples

Burrinjuck Dam May 1991
Chaffey Dam May 1991
Clydesdale Lake Nov 1994
Pejar Dam March 1995
River Darling July 1992
River Murray Lock 2 Jan 1992
Wongulla Lagoon April 1992
Wyong Farm Dam, NSW May 1995
Brazilian samples
Taquecetuba reservoir, S3o Paulo 1994
Urban lagoon in Confins town, 1999
Minas Gerais State
Small reservoir in Custddia town, 1998
Pernambuco State
French sample
La Loue Sept 2003

Neurotoxic Anabaena circinalis, Microcyslis aeruginosa
Neurotoxic A. circinalis

Non-Toxic A. circinalis

Hepatotoxic M. aeruginosa, A. circinalis

Neurotoxic A. circinalis

Neurotoxic A. circinalis

Neurotoxic A. circinalis, M. aeruginosa

Hepatotoxic A. circinalis, M. aeruginosa

Neurotoxic Cylindrospermaopsis raciborskii culture (strain T3)
Neurotoxic C. raciborskii culture (strain CP-1)

Nontoxic C. raciborskii culture (strain CS-1)

Neurotoxic Phormidium favosum

* Information regarding Australian samples is from Velzeboer et al. [31] and data regarding Brazilian samples from Sandra Azevedo (University
of Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brazil). The French sample is described by Gugger et al. [33].

® Genera listed in order of dominance.

on voltage-gated sodium channels of nerve cells. After binding
to site 1 of the sodium channels [19], sodium ion transport is
blocked, causing inhibition of axonal depolarization. In mam-
mals, this leads to muscle paralysis and death by respiratory
arrest. The toxic potency of PSP variants in mice depends on
their affinity for site 1 of the sodium channel [20]. Saxitoxin
is the most potent PSP (the dose required to kill 50% of treated
mice [LD50] is 10 pg/kg intraperitoncally), whereas C1 is
more than 160-fold less toxic [17,21].

An ideal assay for use by managers of drinking-water sup-
plies should quantify the potential risk to public health (i.c.,
the toxicity present). This is particularly true when many pos-
sible toxin analogues cxist. The common perception is that
chromatographic methods are more accurate and reliable than
biological methods. Chromatographic methods detect the in-
dividual toxins, but the risk is assessed by converting that
result, formally or informally. into an estimation of toxicity.
Biological assays are ideal for assimilating toxicity from mul-
tiple toxin analogues into a single average result for a particular
sample, thus eliminating the need for both complicated sample
preparation and derivatization, and for a full range of toxin
standards.

Several biological techniques have been developed for the
detection and quantification of PSPs: Immunoassays [22.23],
including the Jellett Rapid Test for PSP™ (Jellett Rapid Test-
ing, Halifax, NS, Canada): radioreceptor assays. one with
mammalian sodium channels [24] and another with saxiphilin
[25]: and a toxicity assay based on the mouse neuroblastoma
cell line. Neuro-2A [26]. The Jellett Rapid Test for PSP looks
promising and has been used to screen for PSPs in Finnish
cyanobacierial blooms [14]. The Neuro-2A cell—based assay
also is attractive, because it shows good cross-reactivity with
the different PSPs, uses a colorimetric end point, 1s inexpensive
compared to immunoassays, and does not require the use of
radioactive material. Also, it can be adapted to detect algal
toxins that activate voltage-gated sodium channels, such as
brevetoxins and ciguatoxins [27-29].

The Neuro-2A cell-based assay has been validated by a
number of groups for use with shellfish extracts [20,27,28],
but to our knowledge, only a single publication has described

its use with cyanobacterial extracts [30]. This difference is
important, because marine dinoflagellates produce the more
potent PSP variants STX, neosaxitoxin (ncoSTX), and the
GTXs, whereas cyanobacteria produce a different suite of
PSPs. Australian Anabaena circinalis produces predominantly
the low-potency C-toxins, with much lower amounts of the
more potent variants [2.31], and American L. wollei produces
L. wollei toxins 1 to 6. Brazilian C. raciborskii produces four
known PSP analogues plus unidentified compounds that be-
have chemically and chromatographically like PSPs. Extracts
of these strains produce a toxicosis in the mouse that is typical
of PSPs but with a potency considerably greater than can be
explained by the content of known PSPs. It is hypothesised
that these findings are evidence of undescribed PSP variants
[6.7].

It is open to question whether the Neuro-2A cell-based
assay will respond to an extract dominated by C-toxins in a
manner quantitatively similar to one dominated by, for ex-
ample, STX. In the present study. a range of Australian and
Brazilian field and cultured cyanobacterial isolates were an-
alyzed by the standard HPLC method using postcolumn de-
rivatization [17.21], by a newly developed single-run LC-tan-
dem MS (MS/MS) method [18], by the Jellett Rapid Test for
PSP [22.32], and by the Neuro-2A cell-based bicassay. Un-
fortunately, samples of L. wollei were not available at the time
of the present study. To estimate interlaboratory reproduc-
ibility of the cell-based assay, the samples were analyzed at
both the Muséum National d’Histoire Naturelle (MNHN) in
Paris (France) and the Australian Water Quality Centre
(AWQC) in Adelaide (Australia).

MATERIALS AND METHODS
Cvyanobacterial samples used in the present study

A range of cyanobacterial samples (Table 1) were selected
from those previously collected in a survey of Australian
blooms by Baker and Humpage [11]. These were further stud-
ied by Velzeboer et al. [31]. They included both neurotoxic
and nonneurotoxic strains, with the latter including some hep-
atotoxic material, because it was of interest to see whether the
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Fig. 1. Interlaboratory comparison of the Neuro-2A cell-based assay
between the Australian Water Quality Centre (AWQC: Salisbury
South Australia) and the Muséum National d'Histoire Naturelle
(MNHN; Paris, France). (A). Comparison of the doses required to kill
50% of cells [EC50s: pg/L, mean * standard deviation [SD]) as
determined for paralytic shellfish poison (PSP) standards by each
laboratory. Saxitoxin (STX), gonyautoxin (GTX) 2/3, and GTXS5 were
analyzed by both laboratories. whereas decarbamoyl STX (dcSTX)
and C-toxin 1/2 (C1/2) were only analyzed at the AWQC and neo-
saxitoxin (neoSTX) and GTX1/4 only at the MNHN. (B). Comparison
of toxicities (STX equivalent [STXeq], pg/g: mean = SD) of extracts
of cyanobacterial samples. Pejar, Custddia and Wyong are non-PSP-
containing samples. The EC50s of standards appeared to be slightly
higher at the MNHN than at the AWQC (Wilcoxon paired-sum test:
p < 0.05, n = 3), but no significant difference was found between
the results for the extracts (Wilcoxon paired-sum test: p = 0.3125, n
= 10). The amount of the River Darling sample was not adequate for
inclusion in the interlaboratory comparison. ll = AWQC: ] =
MNHN.

neuroblastoma cells would respond to microcystins. Three
samples of C. raciborskii Seenayya Subba Raju also were
obtained from Sandra Azevedo (University of Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro. Brazil), two of which were known to contain
a range of PSPs different from that in the Australian samples,
including some PSP-like compounds that are as yet uniden-

A.R. Humpage et al.
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Fig. 2. Comparison of various methods for detection of paralytic
shellfish poisons (Saxitoxin equivalent [STXeq]: pg/g: mean £ 95%
confidence interval [CI]). Extracts were assayed using the Neuro-2A
cell-based assay between three and nine times. High-performance
liquid chromatography (HPLC) consists of the average of a single
liquid chromatography—tandem mass spectrometry determination plus
one to three determinations by HPLC with postcolumn derivatization
and fluorescence detection. The actual values of n are shown below
the x-axis. Jellett test strips were used to assay a dilution series of
each extract on a single occasion only, with the data shown being the
toxin concentration producing a test band intensity of 50% of the
control band intensity (mean = 95% CI) as estimated from nonlinear
regression of the concentration-response curves. A n value is not
shown for this method. Because of these differences in derivation of
the data, the 95% CI indicates the relative variability of each method
but cannot be used to make statistical comparisons between them.
Because of a lack of material, the Chaffey sample was not analyzed
using the Jellett test strips. ((]) = Neuro-2A; (E1) = HPLC: (W) =
Jellett.

tified [6]. One sample of Phormidium favosum (Bory) Gomont
producing the neurotoxin anatoxin-a [33] also was included
to see 1f the neuroblastoma cells would respond specifically
to PSPs.

Extraction protocols

The standard extraction procedure for shellfish uses 5%
acctic acid [29]. This was cytotoxic to the neuroblastoma cells,
however, so a number of alternative methods were tested. The
extraction method finally used was probe sonication (50 W for
2 min; Branson Sonic Power Company, Danbury, CT, USA)
in acidified ultrapure water (HCI added to attain pH 2.4), fol-
lowed by centrifugation at 1,000 g for 10 min. The concen-
tration of HCl used was one-tenth of that required to hydrolyze
the carbamoyl-N-sulfates of the C-toxins [34]. This method
extracted the same amount of veratridine-dependent toxicity
as acetic acid (data not shown) but could be used directly in
the assay without producing nonspecific cytotoxicity.

Extracts generally were made as 10-mg freeze-dried ma-
terial in 3 ml of acidified water except for the extracts that
were compared by the AWQC and the MNHN, for which the
quantities used were 30 mg in 9 ml. The difference in Neuro-
2A toxicity between these extracts (Fig. 1) and those used later
at the AWQC (to produce the data as shown in Fig. 2) may
be the result of reduced sonication efficiency in the larger
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volume. This was not explored further, because optimization
of extraction efficiency was not the primary aim of the present
study.

Pure toxins used in the neuroblastoma assay

Saxitoxin, neoSTX, deSTX, an epimeric mix of GTX2/3,
an epimeric mix of GTX1/4, and GTXS5 certified reference
materials were obtained from the Institute for Marine Biosci-
ences (Halifax, NS, Canada). C-toxins were purified from a
natural Australian bloom of Anabaena circinalis using the
following method: 0.5 L of the bloom material in 0.05 M acetic
acid was subjected to three consecutive freeze-thaw cycles to
lyse the cells. The final thawed suspension was centrifuged
(10.000 g for 20 min), and C1/2 toxins were isolated from the
supernatant and purified as described previously [35].

Neuro-2A cell-based bioassay

The Neuro-2A mouse neuroblastoma cell line was obtained
from the European Collection of Cell Cultures (catalog no.
89121404: Porton Down, UK). Twenty-five thousand cells
were added to each well of a 96-well microtiter plate (Greiner
Bio-One, Frickenhausen, Germany) and incubated for 24 h.
Then, veratridine (0.05 mM) and ouabain (0.5 mM), along
with the sample (20 pl in a 200-pl total volume), were added
to the culture medium (RPMI-1640 with 300 mg/L of L-glu-
tamine and without sodium bicarbonate but supplemented with
10% newborn calf serum. 110 mg/L of sodium pyruvate, 2 g/
L of sodium bicarbonate, 62.5 mg/L of penicillin G, and 100
mg/L of streptomyecin sulfate, adjusted to pH 7.4 = 0.05). The
RPMI-1640 and all chemicals were from Sigma (Sydney,
NSW. Australia). Newborn calfl serum was from Gibco (Mel-
bourne, Victoria, Australia). Veratridine causes sodium chan-
nels in the cell membrane to open, allowing a potentially lethal
influx of sodium ions into the cell. Ouabain inhibits the action
of the sodium/potassium antiporter that pumps sodium ions
back out of the cell and, therefore, maximizes the effect of
veratridine. The PSPs, being sodium channel blockers, counter
the effect of veratridine on sodium ion influx. After a 24-h
exposure, the increased survival of cells because of this PSP
effect is measured using the 1-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-3.5-
diphenylformazan (MTT) assay (Sigma) for mitochondrial re-
ductase activity as a surrogate for cell number [36]. The ab-
sorbance was read at 550 nm (reference, 630 nm) on a Wallac
Victor 3 multilabel plate reader (PerkinElmer, Melbourne, Vic-
toria, Australia).

Duplicate STX standard curves were run on cach 96-well
plate. The concentration range was 0.05 to 200 ng STX/ml
(final concentration in the well), covered by 11 separate con-
centrations. The MTT results from the standards, expressed as
the percentage of negative controls (%MTT), were fit to a
sigmoid curve with variable slope. Extracts of unknowns were
analyzed as four replicates cach of four dilutions (undiluted,
one-half, one-quarter, and one-eighth). The %MTT of the un-
knowns was compared with the standard curve “acceptability
ranges,” which were calculated from the determined values
for the upper and lower plateaus of the concentration—response
curve to provide ranges of 10 to 90% and 20 to 80% of the
linear portion. These ranges were used to screen %MTT results
of dilutions of unknowns so that only values falling within
these ranges were used to calculate the STX-equivalent
(STXeq) toxicity in each well from the plate standard curve.
An average STXeq content (ng/ml) was calculated from the
acceptable wells (taking into account dilution). Finally, the
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STXeq (ng/ml) was converted to STXeq content of the original
sample (pg/g). To estimate sources of variance, standard de-
viations and coefficients of variation were calculated from ac-
cepted replicates (ng/ml) from all four dilutions of a single
analysis of a sample as well as for accepted replicates within
each dilution.

The final results from repeated neuroblastoma analyses of
11 cyanobacterial samples (total of 88 analyses) were com-
pared to determine whether a significant difference in results
existed using each acceptability range (10-90% vs 20-80%
of the linear portion of the STX concentration—response curve).
The medians were slightly but statistically significantly dif-
ferent (Wilcoxon matched-pairs test: p = 0.02, paired, two-
tailed), with the 10 to 90% acceptability range producing, over-
all. a higher estimate of STXeq (pg/g) than the 20 to 80%
range (10-90%: median, 79 pg/g: mean, 608 pg/g; 20-80%:
median. 72 pwg/g: mean. 549 pg/g). More importantly, in three
of cight analyses of non-PSP-containing samples, the 10 to
90% range allowed acceptance of nonzero results (false pos-
itive), whereas these were rejected by the 20 to 80% range.
Only 2 of 80 analyses of PSP-containing samples that were
accepted using the 10 to 90% range were rejected using the
20 to 80% range to give a “‘no result.”

Taking all of the above into account. the 20 to 80% range
of the STX standard curve was used at the AWQC for cal-
culation of STXeq from unknowns. The results of analyses
based on these parameters are shown in Figure 2.

Other assay formats: HPLC, LC-MS/MS, and Jellett Rapid
Test for PSP

Acetic acid (0.05 M) extracts of the freeze-dried samples
also were analyzed by HPLC with postcolumn derivatization
and fluorescence detection [17]. and acetonitrile:water:formic
acid (80:19.1:0.1. v/v/v) extracts of the rehydrated freeze-dried
samples were analyzed by LC-MS/MS [18]. All chemicals
used for chromatographic analyses were of analytical grade.
The extracts used for the neuroblastoma assay also were tested
using Jellett Rapid Test for PSP [22,32].

HPLC and LC-MS/MS. Samples were analyzed by HPLC
with postcolumn derivatization and fluorescence detection [17]
at the AWQC on up to three occasions using methods and
standards available at each time (Table 2). The first such anal-
ysis was performed by Velzeboer et al. [31] in 2000. Subse-
quent analyses were done in 2002 and 2003 by three different
operators. referred to as HPLC operator 1, HPLC operator 2,
and HPLC operator 3. The samples also were analyzed using
LC-MS/MS by G. Eaglesham at Queensland Health Scientific
Services [18]. The limit of reporting was estimated to be 0.2
pg/g for most analytes except C-toxins (2.0 pg/g).

Different extracts of the samples were used on each oc-
casion, and each analyst had a slightly different set of standards
available (see Table 2). Therefore. this set of analyses mimics
an interlaboratory comparison of chromatographic methods
(including extraction).

Jellett Rapid Test for PSP. These test strips are lateral-flow
immunochromatographic devices [32] that use antibodies to
detect a range of PSPs. Detection of PSPs is based on com-
petitive binding of PSPs in the sample versus STX immobilized
at the test band. In the test strips used during the present study,
a positive result is given when the test band intensity is reduced
to less than half that of a control band (test band intensity of
=75% of control is considered to be nontoxic). The anti-PSP
antibodies are used in the test strips at concentrations that
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Table 2. Toxin standards used in each chromatographic analysis*

Method® NEO STX dcNEO deSTX GTX1 GTX4 GTX2 GTX3 deGTX2 deGTX3 GTXS C2 Cl

LC-MS/MS + + +e + + + + + + + + - +

HPLCI + + + + + + s +4 +4 + +

HPLC2 * + + +: & * + +

HPLC3 + + + + + + + + + +

*8TX = saxitoxin; dc = decarbomoyl: GTX = gonyautoxin: C = C-toxin: LC-MS/MS = liquid chromatography—tandem mass spectrometry:

HPLC = high-performance liquid chromatography.
" Numbers following HPLC refer to the operator involved.

¢ No decarbamoyl neosaxitoxin (dcNEQ) standard; hence, the concentration was estimated from neosaxitoxin (NEO) standard.
4 Toxin noted as present or absent but not quantified or included in the STXeq estimate because of lack of quantitative standards.

produce a positive reading when 80 pg of STXeq are present
in a standard extract from 100 g of shellfish meat (see Laycock
et al. [32] and references therein). The toxin concentration in
such an extract is equivalent to 1.075 pM or 321 pg/L of STX
[32]. In a dilution series of a toxic extract, dilutions containing
higher concentrations than this will produce a relative test band
intensity of less than 50% of control, and those containing less
than this concentration will produce a band of greater than
50% relative intensity. The EC50 is the concentration at which
the concentration—response curve crosses 50% relative band
intensity, and by definition, this is 1.075 pM for these test
strips (approximated to 1 pM hereafier). Note that in the most
current version as of this writing (late 2006). a positive result
1s obtained if the test band 1s lighter than the control band,
with a negative result obtained if the test band is darker than
the control band. This makes assessment of the result easier.

To determine an approximate toxin concentration in each
of the extracts that produced a 50% relative band intensity,
the cyanobacterial extracts used in the neuroblastoma assay
were diluted in a one-third series in acidified high-purity water
(pH 2.4) until no more toxicity was detected by the test strips.
The diluted extract was added to the assay buffer and tested
according to the manufacturer’s instructions. This amount of
acidified water in the assay buffer did not affect the final pH.

Sraristics

GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, CA,
USA) was used for all curve-fitting, statistical tests (Wilcoxon
matched-pair tests, one-way analysis of variance, or linear and
nonlinear regression, as noted in the relevant sections), and
graphing. Statistical significance was accepted at p < 0.05.

RESULTS
Neuro-2a cell-based assay interlaboratory comparison

Standards. Pure PSPs of widely differing toxicities (STX,
GTX2/3, and GTXS5) were assayed in both laboratories, with
anumber of others (neoSTX. deSTX, GTX1/4, and C1/2) being
tested in one or the other of the laboratories based on avail-
ability. The results are shown in Figure 1A. Interestingly, the
EC50s of pure toxins were slightly higher at the MNHN than
at the AWQC (Wilcoxon paired-sum test, p < 0.05). Never-
theless, toxins grouped in the expected toxicity levels:
NeoSTX and STX exhibit the highest toxicity level; deSTX,
GTX1/4, and GTX2/3 an intermediate toxicity level; and
GTX5 and C1/2 the lowest toxicity level. Similar observations
were reported by Jellett et al. [20].

Cyanobacterial extracts. Ten extracts were made at the
AWQC and assayed in both laboratories (AWQC and MNHN).
This provides a useful indication for the reproducibility of the
assay in different laboratories. Toxicities detected at the

MNHN appear to be generally somewhat lower than those from
the AWQC (Fig. 1B), but no significant difference was found
between the results from the two laboratories as determined
by Wilcoxon paired-sum test (p = 0.3125). The extracts fell
into three groups: First, Custddia, Wyong Farm, and Pejar Dam
were nontoxic extracts. Second. Chaffey Dam. Burrinjuck
Dam, River Murray, Wongulla Lagoon, and Clydesdale Lake
extracts exhibited a intermediate toxicity, ranging from 20 to
100 pg STXeq/g lyophilized material. Third, the Brazilian
extracts Taquecetuba and Confins gave the highest toxicity
(=500 ng STXeq/g). The River Darling sample was not used
because of lack of material.

Results from other assay formats

LC-MS/MS and HPLC. Acectonitrile:water:formic acid (80:
19.1:0.1, v/v/v) extracts of the rehydrated freeze-dried samples
were analyzed using LC-MS/MS [18]. The LC-MS/MS anal-
ysis was the most reliable chromatographic method, both be-
cause it was based on the largest range of standards and be-
causc toxin identification was based on characteristic mass
transitions rather than simply on retention time. The content
of individual toxins in each freeze-dried sample, as determined
by this method, is shown in Table 3.

Acetic acid (0.05 M) extracts of the frecze-dried samples
also were analyzed by HPLC with postcolumn derivatization
and fluorescence detection [17] at the AWQC on up to three
occasions using methods and standards available at each time.
Results from the HPLC determinations of toxin contents were
converted to the STXeq contents (pg STXeq/g dry sample)
based on published mouse toxicity equivalents [17]. The av-
eraged chromatography results (LC-MS/MS plus one to three
HPLC results) are shown in Figure 2 along with the STXeq
determinations from the neuroblastoma assay and Jellett test
strips.

Jellett Rapid Test for PSP. In 5 of the 48 tests, a more
dilute sample gave either the same or a more positive response
than the previous, more toxic dilution. These aberrant results
indicate either operator error or variability in the test strip
response. The toxin content of a dilution producing a 50%
band intensity (i.c.. EC50) was determined from nonlinear
regression of relative band intensity versus the toxin content
calculated from the LC-MS/MS analysis of each sample. This
EC50 toxin content was expected to approximate the limit of
detection of the test strips (i.e., 1 pM STX). Although the
average of the results for all toxic samples was near this figure,
the results for different samples varied by as much as 28-fold.

DISCUSSION

The main purpose of the present study was to test the use-
fulness and reliability of the Neuro-2A cell-based toxicity as-
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Table 3. Toxin contents of cyanobacterial samples as determined by liquid chromatography—tandem mass spectrometry analysis (mole % of total
except the last column, which shows total paralytic shellfish poisons as pg/g freeze-dried sample)?

Total
Sample NEO STX dcNEO deSTX GTX1 GTX4 GTX2Z GTX3 deGTX2 deGTX3 GTXS5 C2 Cl (pgle)
Custadia w B — = =2 o= = = — — = — - 0.0
Wyong Farm Dam — — — — — — — — — — — — 0.0
Pejar Dam — — — — — — — — — — — — — 0.0
Chaffey Dam — 2.1 — 0.53 — — 1.7 0.59 2.7 0.04 25 T3 83 1,240
Burrinjuck Dam — 0.35 — 0.26 — — 2.5 0.85 43 0.08 074 7.0 B4 1,977
River Murray, Lock 2 — 0.09 — — 0.04 0.02 1.3 0.51 5.0 0.07 0.19 5.7 &7 3,124
‘Wongulla Lagoon — — — — — — 32 1.1 12 0.18 0.13 6.3 77 1.763
Clydesdale Lake — 3.5 — 9.6 0.25 0.14 21 8.3 T3 — 40 3.6 6.1 106.7
River Darling — — — — 0.06 0.03 26 1.1 53 0.08 011 6.4 B4 1.908
Taquecetuba 25 5.7 63 6.7 — — — — — — — — 60.0
Confins 26 7.1 61 6.5 — — — — — — — — — 58.0

* NEO = neosaxitoxin: STX = saxitoxin: dc = decarbomoyl: GTX = gonyautoxin: C = C-toxin.
b — = not detected (limit of reporting excluding C-toxins, 0.2 pg/g; limit of reporting for C-toxins, 2.0 pg/g).

say for detection and quantification of PSPs in natural bloom
samples of freshwater cyanobacteria. Both pure toxins and
natural bloom samples were analyzed. and the results for the
latter were compared with chromatographic determinations.

The results for pure toxins generally were as expected from
their known relative toxicities in the mouse bioassay. The only
exceptions were deSTX and GTX2/3, the toxicities of which
were somewhat less relative to that of STX than was reported
by Jellett et al. [20] and expected from the mousc bioassay
[17]. Nevertheless, the toxins fell into their expected toxicity
groups: STX and neoSTX were most toxic: deSTX,
GTX1/4, and GTX2/3 were intermediate: and GTXS5 and the
C-toxins were least toxic. Interestingly. the EC50s of pure
toxins were higher at the MNHN than at the AWQC (Wilcoxon
paired-sum test, p < 0.05). Because this was consistent for all
three toxins tested in both laboratories (STX. GTX2/3, and
GTXS5), it may be that rather than this being caused by random
experimental error, the sensitivity of the cells was different
between the two laboratories. After 70 subcultures. neuro-
blastoma cells are not as sensitive as cells that have been
through fewer subculture cycles (unpublished data), so it may
be that on average, the cells used at the MNHN were slightly
older than those used at the AWQC. Alternatively, culture
conditions may have varied slightly. The results for the bloom
sample extracts were not significantly different once expressed
in terms of STXeq. This general concordance of results is in
contrast to a larger interlaboratory comparison of the neuro-
blastoma assay, along with other methods, for the determi-
nation of brevetoxins that was reported at the Harmful Algac
Conference in 2002 [37]. In that study, “extreme data variance
rendered it unsuitable for statistical analysis,” but possible
reasons for this variance were not discussed. Preliminary work
at the MNHN has found that recoveries of brevetoxin from
fish flesh can be very low, suggesting that percentage error in
quantification could be high in this scenario (unpublished
data).

Toxin contents of the bloom samples as determined by LC-
MS/MS are shown in Table 3. Three groups can be distin-
guished based on the PSP contents: In the first group (Custédia,
Wyong Farm, and Pejar Dam extracts), no toxin analogues
were detected. In the second group (Chaffey Dam, Burrinjuck
Dam, River Murray, Wongulla Lagoon, Clydesdale Lake. and
River Darling extracts), several intermediate- to low-toxicity
analogues were detected (GTX2, GTX3, dcGTX2, Cl1, and
C2). In the last group (the Brazilian samples Taquecetuba and

Confins), only the most toxic analogues were detected
(neoSTX, STX. dc-neoSTX, and dcSTX), although these still
could not account for the observed cytotoxicity. As shown by
Lagos ct al. [6], these samples probably also contained other
unidentified PSPs that, of course. were not detected in the
above analyses. In the second group, GTX1 and GTX4 were
found in some samples as extremely small peaks, with a signal
to noise ratio of approximately 2:1. They both. however, gave
a consistent signal on repeat analyses. Similar small peaks also
have been noted from time to time in HPLC analyses using
postcolumn derivatization and fluorescence detection (data not
shown). All Australian samples except Clydesdale Lake were
quantitatively dominated by Cl and, to a lesser degree, C2.
Given the age of the samples, some of the decarbamoyl an-
alogues and GTX5 detected likely were degradation products
of the C-toxins. Clydesdale Lake was the only sample from
western Australia: all the other Australian samples were col-
lected in the Murray-Darling Basin in castern Australia. This
bloom sample originally was characterized as nontoxic by Vel-
zeboer et al. [31] based on both mouse bioassay and HPLC
results, although an Anabaena circinalis strain isolated from
it was later found to be neurotoxic [31].

Surprisingly, the STXeq values calculated from the chro-
matographic methods (LC-MS/MS and the three HPLC de-
terminations by HPLC operator 1, HPLC operator 2, and HPLC
operator 3) varied by up to threefold (data not shown). The
HPLC operators did not use as broad a suite of standards as
for the LC-MS/MS. perhaps reflecting reduced expectations of
which analogues they were likely to detect balanced against
the cost of obtaining the standards for all analogues. Never-
theless, determinations of even common toxin analogues var-
ied by two- to threefold (data not shown). The third HPLC
analysis consistently produced higher estimates than the other
chromatographic determinations with the exception of a false
negative reported for Taquecetuba sample. in part because stan-
dards for deSTX and dc-neoSTX were not used (Table 3).
These analogues were relatively abundant in Taquecetuba and
contributed significantly to the calculation of STXeq for this
sample. A false-negative determination for Clydesdale by
HPLC operator | probably resulted because the profile of an-
alogues was atypical of the Australian samples so far tested
and because the levels of toxins were near the limit of detec-
tion. It should be noted that these analyses were performed on
an ad hoc basis in competent rescarch laboratories. It might
be expected that more consistency would be seen among reg-
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ulatory laboratories that routinely perform these assays. Nev-
ertheless, the comparison remains valid with the Neuro-2A
cell-based assay set up in similar circumstances. Importantly.
the neuroblastoma assay did not produce any false negatives.

In three of the six toxic Australian samples (Burrinjuck
Dam, Chaffey Dam. and River Murray Lock 2), estimates from
the chromatographic methods fell within the range of toxicity
as quantified by the ncuroblastoma assay. In two others (River
Darling and Wongulla Lagoon), the toxin content apparently
overestimated toxicity by between two- and sixfold, whereas
for the Clydesdale Lake sample, toxin content was variable
but always lower than expected (overall, perhaps 50% lower).
It is possible that this sample may contain unidentified toxins
of low potency, because as noted. this western Australian sam-
ple contains an unusual complement of toxins.

All nontoxin-containing samples also were nontoxic by the
neuroblastoma assay: hence, this assay did not produce any
false positives. Furthermore, the Neuro-2A cells did not re-
spond to the microcystins contained in the Wyong Farm Dam
and Pejar Dam samples or to the anatoxin-a contained in the
La Loue sample. Hence. these common cyanobacterial toxins,
which may co-occur with the PSPs. do not interfere with the
assay.

Brazilian C. raciborskii strains contain compounds that be-
have chemically and chromatographically like PSPs [6.7].
These strains also caused a toxicosis in the mouse that was
indistinguishable from that caused by PSPs but was consid-
crably more potent than could be accounted for by the HPLC-
determined content of known PSPs [6,7]. The two Brazilian
samples used were approximately 35-fold more toxic in the
neuroblastoma assay than would be expected from the chro-
matographic results. This clearly shows that the neuroblastoma
assay was the better indicator for the mammalian toxicity of
these samples and illustrates the value of the Neuro-2A cell—
based assay in detecting unexpected effects.

The Jellett Rapid Test for PSP uses lateral-flow immu-
nochromatographic devices [32], which in turn use antibodies,
to detect a range of PSPs. The makers claim good detection
across most of the PSP analogues that have hydrogen at the
N1 position but lower sensitivity to the analogues that have a
hydroxyl group at this position. This was not expected to be
a problem for toxicity determinations of Australian Anabaena
circinalis, which produces predominantly N1-hydrogen ana-
logues [38]. The results obtained with the PSP test strips used
in the present study were not quantitative, because the re-
sponses for PSP-containing samples varied from the expected
value by *10-fold. The nonneurotoxic Microcystis aerugi-
nosa—containing samples (Wyong Farm Dam and Pejar Dam),
however, had no effect on the test strips. The only sample to
which the test strips changed from positive to negative just as
the toxin content was diluted to less than 1 pM was Clydesdale.
which was the only Australian sample not composed primarily
of C-toxins (data not shown). Rapala et al. [14] also used the
Jellett Rapid Test for PSP, with good results, to screen their
PSP-producing Anabaena lemmermannii samples. It therefore
is Interesting to note that their A. lemmermannii produced only
STX. Since the work at the AWQC was done, however, Jellett
Rapid Testing has reconfigured the test strips as described in
Materials and Methods. Preliminary results from a batch pur-
chased in late 2006 appear to be more reproducible than those
from the batch tested earlier. and validation of their use with
Anabaena circinalis samples is continuing.

In conclusion, the Neuro-2A cell-based assay produced es-

AR. Humpage et al.

timates of toxin content in the cyanobacterial extracts that were
within a factor of approximately two of the expected value (as
determined by LC-MS/MS). Reproducibility was not high, but
it was adequate for a screening assay. No false positives or
false negatives were detected. The presence of the cyanobac-
terial toxins microcystin and anatoxin-a, which hypothetically
may have caused non-PSP-specific cytotoxicity, did not affect
the assay. Results were comparable when implemented inde-
pendently in two separate laboratories. Neither the chromato-
graphic techniques nor the Jellett Rapid Test for PSP could
detect the putative unidentified PSPs contained in two Bra-
zilian C. raciborskii samples. The neuroblastoma assay de-
tected approximately 35-fold more toxicity in these samples
than could be accounted for by the known toxins. Because this
replicates the higher-than-expected mouse toxicity of these
strains [7]. this indicates the value of a toxicity screening assay
when any doubt exists about the range of toxin analogues likely
to be present. This is particularly important with cyanobacterial
samples, because new analogues of various toxins continue to
be found. The neuroblastoma assay is suitable for this screen-
ing role. It is capable of providing results within about a day
and a half. which is similar to the mouse bioassay in a com-
mercial setting, but it has the advantages over the mouse bio-
assay of providing higher throughput, being cheaper per assay.
and having greater sensitivity [39].
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Abstract

In the last few years, a scientific consensus nasrged regarding the increasing frequency
and severity of cyanobacterial blooms in freshwaterironments. Consequently, recreational
and drinking water bodies are now monitored by rélevant authorities to prevent animal
and human poisoning related to cyanobacteria agidtthxins. A survey of a water body used
for recreational activities (at Champs-sur-Marmethe Paris area of France) was conducted
from 2005 to 2008. The chlorophylh concentrations, and the occurrence of toxic
cyanobacteria and of the cyanotoxins microcystmstoxin-a and saxitoxins were recorded.
The potentially toxic generAphanizomenon, Planktothriand Microcystis were observed
throughout the monitoring period. The cyanobactétiarocystis was the dominant genus
during the first part of the period (2005 to 200WhereasAphanizomenorbecame the
dominant genus towards the end of the survey (2WB). As a consequence, microcystins
were initially detected at high concentrations (@89 pg eq. MC-LR T in raw water), and
were later superceded by saxitoxins (STXs) in 2008.attribute STXs production to the
appropriate cyanobacterial taxa, eighteen cultal#ained after an isolation procedure were
screened by PCR for the presence of @A gene, then analyzed for their STX
concentrations using the Neuro-2a cell-based amsdyl. C-MS/MS. This confirmed that the
STX and NEO variants were present in the naturaipées at concentrations higher than
3 g eq.STX [* in raw water, and identified\phanizomenon gracilas the producer of
STXs. The health risks associated with the preseh&T Xs alone or with its co-occurrence

with other known cyanotoxins in recreational wdiedies are discussed.

Keywords: Aphanizomengrcyanobacteria, freshwater, saxitoxins.
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Introduction

In freshwater ecosystems, potentially toxic cyamtdr@a are a source of increasing concern
since they are a health risk for animals as wefbashiuman beings (Hitzfed et al., 2000). A
scientific consensus has emerged regarding thegelan global climate, and the increased
frequency and severity of cyanobacterial bloomse(Pand Huisman, 2008). As a
consequence, surveys of cyanobacteria and theznpal toxicity has led to the identification
of a large number of areas that are contaminatéddkmown cyanotoxins. To date, 67 species
have been reported as being producers of cyanaothiat have been classified broadly into
hepatotoxins, neurotoxins, and dermatotoxins (Simorand Jones, 1999; Fristachi and
Sinclair, 2008; Thomazeau, pers. comm.). Recreati@and drinking water bodies are
monitored by the relevant authorities to prevenmah and human intoxications related to
cyanobacteria and their toxins. In France, safatgladines for monitoring water resources fall
under the purview of different recommendations (Adstrative Orders DGS/SD7A
2003/270, 2004/364, 2005/304) that are implementgdGovernment safety institutions.
These monitoring programs include evaluating thel tphytoplankton biomass estimated
from the chlorophyla concentrations, identifying the cyanobacterial eganor species
present, and measuring the concentrations of mystms (MCs) present. The growing
concern of the scientific community and the healgfencies has led to increased efforts to
study the occurence of cyanobacteria and identifglitonal cyanotoxin and cyanotoxin
producers.

In France, hepatotoxic microcystins associated Widnktothrix or Microcystisblooms are
commonly reported (e.g. Catherine et al., 2008&8r et al., 2009). There have also been a
few reports of incidents involving neurotoxins. Forample, anatoxin-a and homoanatoxin-a
have been detected in French rivers (Gugger e2@0D5; Cadel-Six et al., 2007), and benthic
cyanobacteria were identified as the producershe$d neurotoxins. Canine neurotoxicosis
has also been directly linked to the presenceeddimicroorganisms.

The saxitoxins (STXs) are a group of neurotoxinsscsting of at least 30 carbamate alkaloid
compounds (Ardoz et al.,, 2009). This large famifytaxin is referred to as the Paralytic
Shellfish Poisoning (PSP) toxins in the marine svwinent. They can be divided into 3
groups according to their degree of sulfatationclhs, in turn, related to their specific toxic
effects in the mouse (Llewellyn, 2006). The mostidaare the non-sulfated saxitoxins. The
singly-sulfated gonyautoxins exhibit mild toxicind the doubly sulphated C-toxins are the

least toxic analogs.
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Numerous cases of human poisoning due to STXs bese reported in marine areas, where
these toxins are bioaccumulated by filter-feedinglnscs, such as mussels and oysters. In
freshwater environments, no cases of poisoning essalt of consuming these organisms
have been reported so far, but there is some esgddrat STXs can bioaccumulate in the
freshwater mussellathyria condola(Negri and Jones, 1995), in snaiRBo(acea patula

catemacens)s(Berry and Lind, 2009) and in the freshwater fiShapia Oreochromis

niloticus consumed by humans (Galvao et al., 2009). Nevesbgeexposure to STXs in

freshwater recreational areas should also be cereidcarefully, since adverse health effects
on children (e.g. fever, eye irritation, abdomipain, skin rash) have been reported in Finnish
lakes (Rapala et al., 2005).

The methods used to detect and quantify STXs asedban their chemical structure, and
include (i) immunoassays (Jellett et al., 2002) dimd chromatographic methods using
available chemical certified standards (n = 9 ammage than 30 variants already reported).
Until recently, the chemical variability of STXs am@ that the standard high-performance
liquid chromatography method required three sepamahs (Oshima, 1995) to analyze each
sample. Dell’Aversano et al. (2005) overcame tachhical problem by developing a single-
run liquid chromatography-mass spectrometry methiogt can be used to determine
individual analogs of STXs.

Alternative methods based on the mechanisms ofitgxof the STXs have also been
proposed. STXs act on sodium voltage-gated chamfelsrve cells. After binding to the site
1 of the sodium channels (Cestele and CatterallpRGodium transport is blocked, resulting
in the inhibition of axonal depolarization, and shieading to muscle paralysis. These
toxicological effects have led to the widespread okEmouse bioassays to monitor STXs in
shellfish. However, for ethical reasons and duatdopoor reproducibility, this approach
should be replaced by alternative methods. The dN2arcell line contains high levels of
sodium voltage-gated channels (Kogure et al., 1988) has been employed for several years
to detect STXs. The Neuro-2a cell-based bioassaypban shown to be an effective method
for detecting and quantifying cyanobacterial STMarfipage et al., 2007).

Finally, another method for monitoring STXs is tetett STX-producing algal blooms using
molecular methods. The saxitoxin biosynthesis pathvhas recently been published
(Kellmann et al., 2008). The use of molecular peotaggeting STX-producing cyanobacteria

may provide useful early warning systems for td}moms.
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In this study, we present the first evidence of SX-contaminated freshwater body in
France. This new finding emerged from a regionaley of cyanobacteria and cyanotoxins in
lle-de-France area. Fifty water bodies were sampladl screened for the presence of toxic
cyanobacteria and microcystins (MCs), anatoxins TKNand saxitoxins (STXs) (Catherine
et al., 2008b). Among the fifty water bodies sardplae the lle-de-France area, special
attention was focussed on the water body of thar(Pisasur-Marne recreational area because
cyanobacteria were known to have occurred theee 2005, and this had aroused the interest
of the regional authorities in assessing the riiskeld to cyanotoxins. This paper focuses on
the detection of STXs in environmental samplesectdld from this water body, and on the
identification of the causative cyanobacterial spgcWe also discuss the implications for the
health risk assessment of STXs in recreational vxddies.

Material and methods

1. Sampling site

The recreational area of Champs-sur-Marne (48°3INg@°35’53” E) is in the outer suburb
of Paris (France). This reservoir is a small (18a3 and shallow (mean depth equal to 2.4
meter) water body, which is isolated from the riggstem (Figure 1), and originated as a
disused sand pit. It is now a recreational aread uUse bathing, kayaking, sailing and
windsurfing.

Because it is used for recreational activities, la@chuse there had been repeated observations
of cyanobacterial masses, the area was monitooad June 2005 to December 2008 at Site 1
(n = 97 samples). This site corresponds to a bagtharea, which is separated from the rest of
the water body by a mesh barrier. Samples wereateli from Site 2 from April 2006 to
December 2008 (n = 38 samples), because signifieaels of cyanobacteria had been
observed at Site 1 in 2005 and because this siteeid for bathing activities.

2. Sample collection and preparation

Two liters of raw water collected from the sub-sgd level at each station were placed in
plastic bottles, kept refrigerated, and protectexnf light until being filtered through glass
fiber filters (Whatman 47 mm GF-C filters) at theboratory. Filters were stored frozen at
-24°C.

On 8 September 2008, surface scum was also calleglaced in plastic bottles, kept

refrigerated and protected from light during traovsgtion.
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The frequency of sampling was determined by thelteeensure the complete safety of the
users of this leisure facility. Consequently, sangplwas performed weekly in summer,
fortnightly in spring and autumn and, monthly imtber.

3. Study of the phytoplankton community

The chlorophylla (Chl a) concentration was measured after methanol/wateaction (90/10,
viv) of frozen filters (Talling & Driver, 1963), ah analyzed using a Cary 50 Scan
spectrophotometer (Varian Inc., Palo Alto, USA).

The cyanobacterial genera or species (>20 um) wetermined using samples fixed in
buffered formaldehyde (5% v/v) as described preslipyYéprémian et al., 2007). The
identification of the phytoplankton was based onrrent literature (Komérek and
Anagnostidis, 1989; 1998; 2005). For each sampknumber of taxa present was assessed,
and relative taxon abundances were determined lytiog 400 individuals using a Malassez
counting chamber. Cyanobacteria were considereth@sdominant subpopulation if they
accounted for more 30% of the total phytoplankton.

4. Isolation and obtaining of single-species cyautérial cultures

The water samples or scum were inoculated on a iB8ismitrogen (Z8-X) (Kotai, 1972)
solid medium (7 d-* of agar). Isolations were carried out by repeatadsfers of single
filaments onto solid media (at least 5 steps) urateinverted microscope (Olympus CK2,
Japan). As the isolation procedure did not exceetieps, we considered that the cultures
obtained were monospecific and not clonal.

Cultivable colonies were later cultured in 25%aulture flasks (Nunc, France) containing
10 mL of Z8-X medium. Single-species cultures weraintained at 25 °C, using daylight
fluorescent tubes providing an irradiance level ®fitmol photons is*, with a photoperiod
of 16L: 8D. Photographs and measurements were takgmg a microscope coupled to a
Digital Sight DS-L1 image acquisition system (Nikioic., Japan).

5. PCR

Amplifications of the partiabxtA gene were performed with primer paxtAF (5-AGG-
TCT-TGA-CTT-GCA-TCC-AA-3’) and sxtAR (5-AAC-CGG-CGA-CAT-AGA-TGA-TA-
3’), which were designed for this study with sugpbbom sxtA sequences available in
Genbank (Kellmann et al., 2008). PCR amplificaticas performed in 20 pL containing 5 pL
of culture, 250 uM of dNTPs, 25 uM of each prineg pL of 10X PCR Buffer with 2.5 pL

83



Chapitre 2 — Contribution a I'évaluation du risquié & la présence de saxitoxines par un test smekgcellulaire

of MgCl, (25 mM) and 1 U of GoldStar DNA polymerase (Euntge, San Diego, USA).

The PCR reactions were performed with a Peltierriflaé Cycler PTC-200 (MJ Research
Inc., Waltham, MA, USA), and consisted, after aliptanary 5-min denaturing step at 94°C,
of 35 cycles at 94°C for 1 min, at 58°C for 1 mand at 72°C for 2 min. An extension period
was performed for 5 min at 72°C, followed by a fih@-min period at 10°C. The amplicons

were checked on 1.5% agarose gels.

6. Screening for cyanotoxins

During the monitoring program which started in 20@%umber of samples were analyzed for
their cyanotoxin content. Samples were selectethferanalysis in accordance with the WHO
guidelines (WHO, 2003), i.e; (i) when Calconcentrations exceeded 10 pg, (i) when
cyanobacteria were dominant (>30%) in the phytdglam and (iii) when cyanobacteria
genera known to be potentially toxic were obseriredhe samples. For example, when

Microcystisspp. were dominant in the phytoplankton, the MQstent was determined.

6.1 Screening for MCs
MCs contents were estimated after methanolic eixtraof frozen filters using the protein
phosphatase 2A inhibition assay (PP2A), as destniveviously (Briand et al., 2002). The
MCs concentrations were calculated from a standd@LR calibration curve (Alexis
Biochemicals, Switzerland). Under these conditiott®e detection limit was 0.01 pug
equivalent MC-LR per liter of raw water. A maximwh21 samples were analyzed for their

MCs content each year during the monitoring program

6.2. Screening for ANTX
Screening for ANTX was performed by mass spectropaatcording to Gugger et al. (2005).
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6.3. Screening for STXs
6.3.1. Neuro-2a cell-based assay

The saxitoxin content of frozen filters was exteatcin 6 mL of ultra pure water acidified with
acetic acid to pH 2.4, sonicated for 3 min with wdtmasonic probe in pulse mode (Sonics
Vibra Cell 130W, Granuloshop, France), and filtecad0.45-um filters (Analypore Labosi).
The filtrates were analyzed by a Neuro-2a cell-dassay versus a STX standard (Institute of
Marine Biosciences, Halifax, Canada). The STXs weetected as described previously
(Humpage et al., 2007).

6.3.2. LC-MS/MS analyses

LC-MS/MS analyses were performed by a modificatioih the method published by
Dell’Aversano et al. (2005). Hydrophilic interaatidiquid chromatography (HILIC) was
employed to separate the polar neurotoxin molecaled was carried out using a 3.5 um
Sequant ZIC HILIC column (150 mm x 1 mm i.d.). THPLC system was from Dionex,
USA (Ultimate 3000). The mobile phases consisted(A)f agueous ammonium acetate
10 mM adjusted to pH 5 with acetic acid and (B) A@kidified with 0.05% HCOOH.
Separation was carried out under isocratic contifith% A/60% B) at a flow rate of 50 pl.
min™. The separated molecules were analyzed on-limggusiquadripole—time of flight (Q-
TOF) mass spectrometer (Pulsar i, Applied Biosys)emquipped with an electrospray
ionization (ESI) source. The information dependaguisition (IDA) mode allowed both MS
and MS/MS spectra to be acquired. All experimengsewperformed in positive-ion mode.
Data were acquired and processed using Analyst @svase (version 1.1). Typical
acquisition parameters were as follows: capillaojtage = 4500 V, declustering potential =
20 V, scan range ranged from m/z = 50 to m/z =1@3@Jusion time = 60 seconds. The
collision energy required for fragmentation (MS/Mé&periments) was automatically
calculated by the software.

A set of nine standards purchased from the InstibitMarine Biosciences (Halifax, Canada)
was used and consisted of STX, NEO, GTX1/4, GTX&BX5, C1/C2, dcSTX, dcNEO and
dcGTX2/3. The STXs variants in the cyanobacterigiraets were identified from the

chromatographic retention time, molecular massM8dMS ion fragments.

Results

1. Chlorophylla concentrations
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During the survey period, the area sampled wasactenized as hypereutrophic on the basis
of the chlorophylla concentrations (Ryding and Rast, 1994) (Tabled.Fagure 2). For Site

1, the mean Ch concentration ranged from a minimum value of 29Lfgin 2007 to a
maximum of 200 pg £ in 2005. The highest Chl levels (1,590 pg t (Table 1)) measured
in September 2005 at Site 1 (Figure 2) correspotmedrface scum. For Site 2, the mean Chl
a value reached its lowest level during the year72@1 pg %), and peaked in 2008 (67 pg
)

2. Cyanobacterial species richness

During the monitoring, the number of cyanobactaaah doubled at both sampling sites (e.qg.
for Site 1: 13 taxa in 2005 versus 28 taxa in 200@&ble 1). Several potentially toxic
cyanobacterial genera suchfsabaena, Aphanizomenon, MicrocysaisdPlanktothrixwere
observed with variable intensity and frequency ofwrence during the monitoring period
(data not shown). Among these potentially toxiceganthe most abundant during the survey
were AphanizomenoandMicrocystis.

Occurrences oAphanizomenorspp. were of particular interest, since specidenggng to
this genus have been identified as potential preduof a range of toxins, including STXs.
The relative frequency (number of occurrences/numibé samples analyzed) of
Aphanizomenospp. increased during the monitoring period (fréi8o in 2005 to 67% in
2008 for Site 1, and from 20% in 2006 to 60% in @@ Site 2 (Table 1)), indicating that
Aphanizomenorspp. had progressively settled in the water boetyvbéen 2005 and 2008.
Throughout the surveyAphanizomenorspp. was usually observed in summer, but its
presence was not correlated with the dominanceyahabacteria in the phytoplankton
community (Figure 2).

The relative frequency of the occurrence of theeptil MCs producerdlicrocystis spp.
increased (from 59% in 2005 to 75% in 2008) at Jitevhereas it remained unchanged at
Site 2 (from 50% in 2006 to 47% in 2008). The highelative frequency was recorded in
2007 for both sites (88% and 77%, respectively@séhvalues indicate thiticrocystisspp.

was observed in most of the samples collected @7 20

3. Detection of cyanotoxins during the monitoriregipd
The highest concentrations of MCs at Site 1 (82qgVIC-LR L* and 57 pg eq. MC-LR})
were observed in September 2005 and August 20Gpectvely. These concentrations

corresponded to the presenceMitrocystisaeruginosaandM. wesenbergiiassociated with
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high levels of Chla (931 ug [* and 147 pg L, respectively). At Site 2, MCs levels were
close to or below the limit of detection.

Screening for ANTX by mass spectrometry was peréatran selected samples when @hl

concentrations were above 30 pg, land whenAnabaena flos-aquawas observed in the

phytoplankton. No ANTX was detected at any timemyrthe period of monitoring.

4. Detection of STXs in natural samples

STXs were detected in September 2008 at concenigatf 4.8 + 0.5 pug eq.STX Land
6.7 + 3.5 ug eq.STX L for Sites 1 and 2, respectively (Table 2). STXsendetected by the
Neuro-2a cell-based assay, and confirmed by LC-MS/Ehalysis. These high STXs
concentrations were correlated to high @honcentrations (153 pg'iand 208 ug t, for
Sites 1 and 2, respectively), and to the dominaric&phanizomenon flos-aquand Aph.

gracile (Table 2).

5. Detection of STXs in cyanobacterial cultures

From the STXs natural samples and after isolatimtedure, 18 single-species cultures of
Anabaena planctonicBrunnthaler (1903)Aphanizomenon graciltemmermann (1910) and
Aphanizomenon aphanizomenoid@rti) Hortobagyi & Komarek (1979) were obtained
(Table 3 and Figure 3). Cyanobacterial species wienatified on the basis of morphological
criteria, as described in the Materials and metlsedsion.

The cultures were checked for the STX genes clustePCR, and a 600-bp product
corresponding to thextA gene was clearly amplified in 3 culturesAgbh. gracile(AphG4,
AphG15 and AphG16), and to a lesser extent inwWeedultures ofAph. aphanizomenoides
(AphAl and AphA1l7) (data not shown).

Production of STXs was found in the thigph. gracilecultures by the Neuro-2a cell-based
assay, and this was confirmed by LC-MS/MS analy3eble 3). The STXs content ranged
from 0.4 + 0.2 pg eq.STX per cell to 1.2 + 0.3 pgSAX per cell. LC-MS/MS analyses
identified STX and NEO among the 9 variants scrdeie MS experiments, STX was
detected both as the protonated ion (m/z 300) aralfeagment ion (m/z 282) corresponding
to the dehydrated ion at a retention time in thgeaof 25.2-25.5 min compared to the 25.6
min of the STX standard. In MS/MS mode, fragmemsiof STX were observed (m/z 282;
221; 204; 186; 179 and 138). NEO was detectedapdhent ion (m/z 316) with a retention
time in the range 24.5 -24.9 min, versus 24.8 roimttie NEO standard. Fragment ions with
m/z 298; 237; 220; 177 and 138 were detected fdd NEMS/MS mode.

87



Chapitre 2 — Contribution a I'évaluation du risquié & la présence de saxitoxines par un test smekgcellulaire

In AphAl and AphAl7 cultures, in spite of a visiblesponse in PCR, STXs were not
detected by either the Neuro-2a cell-based ass#lyeokC-MS/MS analyses (Table 3). This
meant that the STXs production in the environmes&ahples could be attributed Aph.

gracile rather than té\nabaena planctonicar Aph. aphanizomenoides

Discussion

The phytoplanktonic community in the Champs-suridarecreational water body was
clearly dominated by cyanobacteria in summer, asglalyed increasing numbers of species
from 2005 to 2008. Despite the methodological aamsts inherent in monitoring
cyanobacteria (i.e. the greater frequency of sargph summer because of the recreational
use), a trend can be observed in the dominant bgaterial genera during the survey. When
monitoring beganMicrocystiswas the dominant genus, whereas since 2007 thtodébss
have increased to become the dominant populatitms Thange in the cyanobacterial
community has had a clear impact on the cyanotogimesent (MCs in 200%s. STXs in
2008). Because of the lack of data pertaining ® eénvironmental variables during this
period, it is impossible to identify the causedho$ shift. Teubner et al. (1999) demonstrated
that the critical TN:TP ratio has an influence twe development oAphanizomenon flos-
aquae and other cyanobacterial species. However, theoitapce of this ratio must be
considered in relation to other environmental \#as. Time series analyses of environmental
parameters and their correlation with cyanobadtei@nass is required if we are to identify
the main factors controllingphanizomenoandMicrocystisdynamics.

During the last few decades, the increase in tlequincy of cyanobacterial blooms in
freshwater bodies has led water management auésotd pay more attention to the risks
associated with toxic cyanobacteria. The diagnokiexic occurrences still focuses mainly
on microcystins, although reports of neurotoxires la¢coming more frequent (e.g. Liu et al.,
2006; Carrasco et al., 2007; Wood et al., 2007).

As far as we are aware, this is the first publisheggbrt of the presence of STXs in French
freshwater. The causative organism has been igghtifAphanizomenon gracil@nd single-
species cultures producing STXs have been suctigssiitained.

On the basis of the strains cultured, nine cyan@iat species have so far been identified as
producing STXs in freshwateAphanizomenon flos-aquaeas first reported to be an STXs
producer in the late 1960s, first in Canada (Jac&imd Gentile, 1968), and then in New
Hampshire in the United States (Mahmood and Carmeich1986). Australian blooms

dominated byAnabaena circinaligproducing STXs have caused extensive stock deaths
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Australia (Humpage et al., 1994; Negri et al., 19T Xs fromLyngbya wolleihave since
been reported in Alabama (Carmichael et al.,, 199A®se from Cylindrospermopsis
raciborskii andRaphidiopsis brookiin Brazil (Lagos et al., 1999; Molica et al., 2002ines

et al., 2009), from Aphanizomenon flos-aquaeAph. issatschenkoi(Cuspidothrix
issatschenkiandAph. gracilein Portugal (Pereira et al., 2000; Ferreira et2001; Pereira
et al., 2004), fromAnabaena lemmermannin Denmark and Finland (Kaas and Henriksen,
2000; Rapala et al., 2005) and fraimnothrix redekein Italy (Pomati et al., 2000; Gkelis et
al., 2005).

In previous studies conducted in Portugal and Bridm presence of STXs had already been
attributed toAphanizomenon gracil@ereira et al., 2004; Costa et al., 2006). Moeeothere

is some evidence that this species may also protlwdas such as cylindrospermopsin
(Rucker et al., 2007), and a not yet identifieddiepin (Dos S. Vieira et al., 2005).

In Champs-sur-Marneiph. gracilewas part of a complex phytoplanktonic community in
which other potentially toxic species, such Aasabaena flos-aquae, Aphanizomenon flos-
aquae, Microcystis aeruginosaVl. wesenbergji and Planktothrix agardhii, were also
encountered. Nevertheless, there was no evidentteeato-occurrence of different types of
cyanotoxins at any time during the surveillancethed Champs-sur-Marne water body, and
there was no clear evidence of a time-dependentessmn in the potentially toxic
MicrocystisandAphanizomenopopulations (Figure 2).

In natural water samples analyzed for their STXst@&at, Aphanizomenon gracilspecies
accounted for only 6.5% and 7.5% of the phytoplankt biomass at Sites 1 and 2,
respectively (Table 2). A&ph. flos-aquasvas the dominant species, and has previously been
reported to be an STXs producer (e.g. Mahmood ardhichael, 1986; Ferreira et al. 2001),
we cannot exclude the possibility thaph. flos-aquaedid not in fact contribute to the
production of STXs in the water body.

In the natural samples analyzed, the concentratb83 Xs were 4.8 + 0.5 ug eq.STX land

6.7 + 3.5 eq.STX [ for Sites 1 and 2, respectively. These values vedrave the limit
indicated in the guideline (3 ug eq.STX"Lfor STXs in drinking waters proposed by
Australia and Brazil. However, they are lower thiae values reported by Rapala et al. (2005)
(ranging from 33 to 1000 pg eq.STXY), which have been linked to possible associated
effects on human health. It is difficult to compaver findings with other reports of
occurrences of STXs in water bodies, since toxicdjues are often expressed as the STX

equivalent per g of lyophilized material, and ao¢ @iways linked to Ché concentrations.
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In the 3 single-species culturesAgihanizomenon gracilend in the natural samples, only the
two variants STX and NEO were detected by LC-MS/MSthe past, the toxin profiles of
other strains oAphanizomenomave been studied (see Ar&tzal (2009) for review). It is
interesting to note that thphanizomenon gracilstrain LMECYAA4O0 isolated by Pereira et
al. (2004) in Portugal also produced only STX artelON One strain oAphanizomenon flos-
aquae(NH5) isolated by Mahmood and Carmichael (1986lNew Hampshire was reported
to produce STX and NEO, whereas Ferreira et al0XP@etected a more complex toxin
profile (GTX1, GTX3, GTX4 and C1) in cultures 8ph. flos-aquaeasolated from northern
Portugal.

Other STXs variants may be found in natural sampulepending on the heterogenicity of the
cyanobacterial subpopulations within the bloomsieg®rted in freshwater (e.g. Kurmayer et
al., 2004; Yeprémian et al., 2007) and marine emwrents for the STXs producers
AlexandriumandGymnodinium(e.g. Cho et al., 2008; Touzet et al., 2008). phygsiological
status of the toxin producers could also influetthegr toxin profiles.

Several tools can be used to monitor STXs in wadelies: (i) rapid microscopic observation
and morphological comparison with known cyanobaate®TXs producers, (ii) molecular
tools to screen for the presence of genes imptlicatdhe synthesis of STXs, (iii) methods
such as the Neuro-2a cell based assay or easet&lUSAs, which assimilate the toxicity
from multiple toxin analogs into a single averagsult and (iv) analytical methods for
identifying known STXs variants. However, we hagekeep in mind that depending on the
manufacturer of the ELISA used, there is poor cresstivity for some of the STXs variants,
which could lead to an underestimation of the S&Mels or to false-negatives. Analytical
methods, such as LC-MS/MS, may not be reliable whatural samples contain unknown
STXs variants (Humpage et al., 2007).

In this study, Aph. gracile and Aph. flos-aquaewere the dominant species when STX
production was observed. These two species frelyuectur in freshwater environments of
the Northern hemisphere, probably as a consequantesir ability to survive unfavorable
growth conditions by forming akinetes. They arewndo produce STXs, CYN or MCs (e.g.
Willame et al., 2005; Preussel et al., 2006), aredoan hypothesize that several types of
toxins may occur simultaneously (Fastner et ald920Such co-occurrence demands careful
consideration, as we know nothing about the imp&atixtures of cyanotoxins on human and
animal health. To date, the health risk associaded/anobacteria and cyanotoxins is mainly
related to the presence of MCs in the particulactfion. Nevertheless, it has been shown that

a significant proportion of other toxins, such adNCand STXs, can be found in the dissolved
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fraction of raw waters (Fastner et al., 2009), dhdt these toxins may persist in the
environment (Jones and Negri, 1997). This possibleccurrence of several cyanobacterial
toxins, and the persistence of dissolved toxinsvater bodies highlights the need to re-
evaluate the guidelines for recreational waters asoto evaluate the risk linked to

cyanobacteria and to their toxins more accurately.
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Figure 1: (a) Geographic location of the Champsharne water body within the lle-de-
France region (open circles: water bodies includdgtie Cyanotox program; black circle:
Champs-sur-Marne water body). (b) Location of samgpkites 1 and 2 (the dashed line
shows the mesh separating the bathing area fromeshef the water body).
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Figure 2: Dynamics from June 2005 to November 28f0éhlorophyll a {— ) (left y-axis),
dominance of cyanobacterig)( relative abundance #icrocystisspp. € --) and relative
abundance ofA\phanizomenospp. (- ) at Champs-sur-Marne (Site 1 and Bifeight y-
axis).
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Figure 3: Micrographs of single-species cultureggtigated in this stud:
Aphanizomenon aphanizomenoigEsrti) Hortobagyi & Komarek (1979) (AphAl), an
effilated trichome with heterocyteB. Aphanizomenon aphanizomenoigaphAl), a
trichome with akinetes and heterocy@e Aphanizomenon gracileemmermann (1910)
(AphG4), a trichome with akinete and heterociieAphanizomenon gracil@phG15), a
trichome with akinete and heterocyte. Scale batcate 10 pm.
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Table 1: Chlorophyla concentrations, number of cyanobacterial taxayiweace and relative frequencyAphanizomenospp. andMicrocystis
spp., and maximum levels of MCs and STXs for Sif@)land Site 2 (b) for each year during the momtpof the Champs-sur Marne water
body.

Chl a (ug L’l) Cyanobacteria Aphanizomenon spp. Microcystis spp. eq.ll\\/I/I((::?L(ll?lgL .1) ei.Tsszx(tgl)

Year Nsuammbpekra:f Mean Max CV% Total r;;)r?aber of Occurrence freq%(::s(tzlﬁ% ) Occurrence freq%(::s(tzlﬁ% ) Max Max

(a) 2005 22 200 1590 195 13 9 41 13 59 89 <LOD
2006 27 40 175 110 18 5 19 18 67 57 <LOD
2007 24 29 86 82 25 16 67 21 88 <LOD <LOD
2008 24 59 159 81 28 16 67 18 75 <LOD 5

(b) 2005 0 - - - - - - - - - <LOD
2006 10 41 214 158 11 2 20 5 50 <LOD <LOD
2007 13 21 62 91 16 4 31 10 77 0.1 <LOD
2008 15 67 208 103 21 9 60 7 47 <LOD 7

LOD: limit of detection
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Table 2: Chlorophylla concentrations, cyanobacterial species observedtlaeir relative
abundance and toxicity in the raw water samplesdséed on 8 September 2008 at Sites 1

and 2 of the Champs-sur-Marne water body.

1 . . Relative MCs ANTX STXs content
Chla(ugL™) Cyanobacterial species abundance (%) content  content .
pg eq.STX L
Aphanizomenon flos-aquae 36
Aphanizomenon gracile 6.5
Site 1 153+1 Aphanizomenon aphanizomenoides 1 <LOD <LOD 4.8+0.5
Microcystis aeruginosa <1
Microcystis wesenbergii 2
Aphanizomenon flos-aquae 715
Site 2 208 + 4 Aphamzomenon gracne _ 7.5 <LOD <LOD 6.7 +35
Aphanizomenon aphanizomenoides <1
Microcystis wesenbergii 1.5

LOD: limit of detection
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Table 3: Presence of tls&tA gene and detection of STXs in 5 monospecificuzel isolated
from Champs-sur-Marne recreational area.

Presence of STXs

Presence of

Cyanobacterial Single-species the SxtA Neuro-2a cell-based assay LC-MS/MS
species cultures 1 4 Qualitative
ene
g pg eq.STX cell ng eq.STX L detection of STXS
AWQC
Anabaena flos-aquae ANA3L1E? i nd nd
Anabaena Anapl-A - nd nd
planctonica Anapl-B . nd nd
AphAl + <LOD <LOD -
AphA2 - nd nd
AphA3 - nd nd
. AphAG6 - nd nd
Aphanizomenon
aphanizomenoides AphA9 - nd nd
AphA10 - nd nd
AphAll - nd nd
AphA13 - nd nd
AphAl17 + <LOD <LOD -
AphG4 ++ 0.6+0.3 0.4+0.2 +
AphG5 - nd nd
. AphG6 - nd nd
Aphanizomenon
gracile AphG7 - nd nd
AphG14 - nd nd
AphG15 ++ 0.2 £0.03 0.2+0.03
AphG16 ++ 1.2+0.3 0.8+0.2

4This culture was clonal and represented our p@sitontrol for the presence of teeA
gene.

ThesxtA gene was absent (-), poorly visible (+) or (+#9iMe in the agarose gels.

nd : not done

LOD: limit of detection.
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Discussion

Le test sur la lignée de neuroblastomes Neuro-Ralement développé par Kogure et al.
(1988) peut constituer une méthode complémentait@@essai sur souris pour la détection et
la quantification des STXs (Rossini, 2005 ; Hessl ¢2006 ; Botana et al., 2009).

Compte tenu du fait que ce test fonctionne pouetherche des STXs dans les coquillages, il
y a de grandes chances qu'il devienne un outiloperdnt pour la détection des STXs pour un
milieu moins complexe comme les eaux douces daseuf

Dans ce contexte, l'article 1 a pour principal chfede montrer que ce test sur lignée
cellulaire peut étre employé pour la détection Bpge et la quantification des STXs
produites en eau douce par des efflorescencesnbloyetéries. Des analogues certifiés de
STXs ainsi que des extraits d’efflorescences aalyactéries ou de souches en culture ont été
testés et les résultats obtenus comparés avecabsantéthodes d’analyse. Les limites de
détection obtenues dans nos conditions expérinentsbnt reportées dans le tableau ci-

dessous.

Limites de détection des saxitoxines par le testrbi@a
STX pure 8 nM

Extrait d’efflorescence a

cyanobactérie 5 Hg €q.STX par g de lyophilisat

Au travers de cette démarche, nous avons voulureromqiie, quelque soit I'origine des STXs,

le test sur lignée cellulaire Neuro-2a peut pemraé#t détection et la quantification des STXs.

Sensibilité, spécificité et variabilité pour les stndards

Dans nos conditions expérimentales, I'étude a rogtre la lignée Neuro-2a est sensible a
tous les analogues testés (STX, NéoSTX, GTX1/4, BIXGTX5 et C1/C2). Des GEont

en effet pu étre déterminées pour chaque analogwsuple d’analogues. Un test de Mann-
Whitney pour la comparaison des moyennes a permaisndntrer que les différences
observées entre les gEsont significatives, ce qui signifie que les calkilNeuro-2a
répondent de facon qualitative en fonction de iretié des analogues pour le site 1 de la sous
unité a du canal sodium voltage-dépendant. Au-dela destaés présentés dans l'article 1, il
nous a donc semblé pertinent de comparer les tégidelatives obtenues pour chaque
standard étudié entre le bioessai sur souris (&ch#ln organisme) et le test sur

neuroblastomes Neuro-2a (échelle cellulaire). garg 20 présente la relation linéaire entre
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les Cko déterminées sur le test Neuro-2a et les toxicstds souris pour les différents
analogues de STXs.

STX
_ 15009 neosTx
' ® 9 dcsTX Y =-3,705 X + 1307
° R2=0,8688
g
v 10004
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Figure 20: Relation entre les CE50 moyennes déterminéeleast sur Neuro-2a et les toxicités spécifiques
pour chaque analogue (ou couple d’analogues). upledC1/C2 n'a pas été pris en compte car il paade
valeur de toxicité sur souris disponible.

Cette figure met en évidence une bonne corréld®3n= 0,86, p<0,01) entre le bioessai sur
souris et le test sur Neuro-2a. Dans ces condjtmm@eut comparer des résultats obtenus par
le bioessai sur souris et par le test Neuro-2auentifies en équivalent STX. Une telle
corrélation a été obtenue entre le bioessai suissetile test sur Neuro-2a pour la détection
des STXs dans des extraits de coquillages (R2630(8<0,001) (Truman et Lake, 1996).

Vale et al. (2008) ont évalué la toxicité de difiéts standards certifies de STXs sur des
cultures primaires de neurones en grain du cerdeleat (CGC) avec une méthode mesurant
les variations de potentiel membranaire induites lpa saxitoxines grace a un marqueur
fluorescent (DIBACA4(3)).

Le tableau XII présente une comparaison des résutatenus dans notre étude et celle de

Vale et al.

Tableau Xll: Comparaison des Gfobtenues pour différents analogues de STXs sur la
lignée Neuro-2a et une culture primaire de neur¢gGexC).

Analogue Neuro-2a : GE(nM) CGC : CEky (nM)

NéoSTX 7 6,2
STX 12 51
GTX1/4 36 9,5
GTX2/3 71 13,6
ci/c2 318 non déterminé
GTX5 551 52
dcSTX non déterminé 6,3
dcNéoSTX non déterminé 10,5
dcGTX2/3 non déterminé 22,8
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Les résultats obtenus sur les cultures primairesedones semblent indiquer que celles-ci
sont plus sensibles aux STXs. Un résultat similairété rapporté par LePage et al. (2005)
pour la P-CTX1. Selon ces auteurs, les CGC exparmet 20 fois plus de canaux sodiques
voltage-dépendant que les cellules Neuro-2a, cdegurendrait plus sensibles aux toxines
agissant sur ces canaux. Par ailleurs, la foureldst Clg obtenue pour les CGC est plus
étroite (de 5,1 a 52 nM) que pour les Neuro2a (da 351 nM), ce qui présente un
inconvénient pour I'étude d’extraits de toxicitecoamnue. En effet, les analogues les plus
toxiques ayant tous sensiblement le méme pouvoitespotentiel de membrane mesuré, |l
peut en résulter une surestimation de la toxiai® ektraits. En outre, I'utilisation de cultures
primaires de neurones pose le probleme de leuensait a partir d’'animaux vivants peu
compatible avec une utilisation du test dans untexte de criblage de la toxicité
d’échantillons.

Dans notre étude, la variabilité intra-laboratooleservée pour les valeurs de sgkest
inférieure & 30% pour un nombre de réplicats almin=5 (GTX5) a n=30 (STX). Cette
variabilité est comparable a celle observée slighe&e Neuro-2a (Jellett et al., 1995) et sur le
bioessai sur souris (Holtrop et al., 2006). La afaitité du test Neuro-2a peut étre imputée a
différents parametres de nature biologique (nordlereellules ensemencées dans les puits et
changement de I'état physiologique des celluledomction du nombre de repiquages) ou
chimique (concentrations en ouabaine et vératridin@stabilité chimique des standards de
STXs).

L’étude inter-laboratoires MNHN/AWQC a porté sur standards (STX, NéoSTX et
GTX2/3). Les Chky obtenues au MNHN sont légéerement supérieureslasceéé 'AWQC,
néanmoins les effets toxiques de chaque standani somparables entre les deux
laboratoires.

En confrontant toutes les données disponibless{@&terminées sur Neuro-2a, sur cultures
primaires de CGC ainsi que toxicités spécifiques lausouris), trois groupes de toxicité
peuvent étre distingués, mettant ainsi en évidenee le potentiel toxique des STXs est

transposable de I'échelle cellulaire a celle degmisme.

NéoSTX, STX, dcSTX Forte toxicité
GTX1/4, GTX2/3, dcNéoSTX Toxicité intermédiaire
Cl/C2, GTX5 Faible toxicité
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Extraits d’efflorescences a cyanobactéries et dét@mn de nouveaux analogues de STXs

La comparaison inter-laboratoires (MNHN/AQWC) naspmontré de différence significative
pour les 10 extraits d’efflorescences a cyanobigstéestés en commun (Article 1, Fig. 1B).
Ceux-ci peuvent étre classés en trois groupeslegi)non toxiques (Custodia, Wyong et
Pejar), (ii) les extraits ayant une toxicité moyenfChaffey, Burrinjuck, River Murray,
Wongulla et Clydesdale) et (iii) les extraits ttésiques (Taquecetuba et Confins).

Des différences significatives ont été mises emande pour certains extraits entre 1) : les
résultats LC-MS/MS et HPLC-FD et 2) : le test cilite et les méthodes analytiques (Figure
21).

2000+
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1000+ Neuro-2a

S0 LC-MS/MS
400+

3004
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100+
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Figure 21: Récapitulatif des résultats moyens obtenusgtast Neuro-2a, par HPLC-FD et par LC-MS/MS
pour les 10 extraits d’efflorescences a cyanob@stéselon I'article 1)

Concernant les différences entre LC-MS/MS et HPIOZ-Eelles-ci s’expliquent par le fait
que les différents opérateurs ne disposaient pas da méme jeu de standards, avec des
conséquences sur la détermination de la concamirde chacun des analogues. Cela a des
conséquences sur le calcul de la toxicité des iextean équivalent STX. La toxicité en
€g.STX étant calculée en additionnant les quantit@ealogues détectées affectées d'un
coefficient de toxicité spécifiquef( Figure 4, Chapitre 1), le résultat est donc biaisé.
Concernant les différences observées entre testoMNu et méthodes analytiques, ces
observations sont particulierement contrastées fesuextraits Taquecetuba et Configs. (
Figure 21). Cette étude met clairement en évidd¢imaérét d’'un test fonctionnel tel que le
test sur Neuro-2a. En effet, ces deux extraits espondent a des efflorescences a
cyanobactéries de plans d'eau brésiliens dominéas llespece Cylindrospermopsis
raciborskii, provoquant chez la souris des symptébmes de neicos® identiques a ceux
causés par les STXs (Lagos et al., 1999 ; Molical.et2002). La toxine responsable est un
analogue de STX qui se comporte chromatographigoedela méme facon que les STXs et
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qui représente prés des deux tiers des STXs dediexMolica et al., 2002). Au cours de
notre étude, cet analogue n'a pas été recherchiégpanalyses HPLC-FD et LC-MS/MS par
absence de standard, conduisant ainsi a un résahliatoncordant pour I'extrait Confins entre
I'HPLC-FD et le test cellulaire.

L’article 1 a donc contribué a montrer que, dans oconditions expérimentales, le test sur
lignée cellulaire Neuro-2a est (i) sensible auXédénts analogues de STXs testés avec une
variabilité des réponses inférieure a 30%, (ii)ilggpond qualitativement pour les standards
de la méme fagon que le bioessai sur souris, efiigu@ variabilité et la reproductibilité sont
globalement satisfaisantes pour un test biologitlatre étude a démontré l'intérét de ce test
fonctionnel dans un contexte ou des analogues & &dn identifies sont présents dans les
extraits d’efflorescences.

Le test sur Neuro-2a constitue donc un outil d’étutbmplémentaire aux techniques
analytiques permettant de mettre en évidence d@setbloquant le site 1 de la sous-unité

des canaux sodium voltage-dépendants.

Afin de conforter I'utilisation d’un tel test comnmaitil de criblage d’échantillons de toxicité
inconnue, nous l'avons utilisé pour évaluer la enée des STXs dans le cadre du suivi d'un
plan d’eau douce a usage récréatif. Ce suivi compreelon les recommandations de 'OMS,
I'évaluation de la biomasse phytoplanctonique (eotr@ations en chlorophyll@) ainsi que la
détermination en microscopie optique des genrésuatspeces de cyanobactéries.

Dans un contexte de suivi de plan d’eau, il estortgmt pour les gestionnaires de pouvoir
s’appuyer sur des méthodes qui permettent de @étgicectement un potentiel toxique. Les
tests fonctionnels basés sur le mode d’action demds tels que le test d’inhibition des
PPases par les MCYST ou le test Neuro-2a pourTe&s Sont particulierement intéressants
car ils fournissent des résultats dans un temgdivement court (2 jours pour le test sur
cellules Neuro-2a).

Par cette démarche, nous avons montré que les MCa&Sdcieées au genidicrocystis
atteignent des niveaux élevés (jusqu'a 89 pg éq.BGYR.LY, en 2005) tandis que les
concentrations en STXs sont de I'ordre de 5 pg#X.IS* (septembre 2008). Des isolements
entrepris afin de déterminer I'espéce productrieeSdXs nous ont permis d’identifier que
I'espece Aphanizomenon gracilest I'agent responsable de la production de ST¢s.

analogues STX et NéoSTX ont été mis en évidenceL@aMS/MS. L’originalité de la
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démarche a permis de soumettre pour publicaticie peémiére description de STXs sur un
plan d’eau douce en France.

L’utilisation du test sur lignée Neuro-2a a permes mettre en évidence un risque potentiel
pour les utilisateurs du plan d’eau lié a la présede STXs. Selon le rapport de I'Afssa
(2006), moins d'une dizaine de pays ont mis en eldes recommandations pour la
surveillance sanitaire de la contamination des eadexzones de baignade et d'activités
aquatiques et sa gestion en cas de prolifératiaryaleobactéries ou de contamination par des
cyanotoxines. Concernant les neurotoxines, se@adeada a défini un seuil d’alerte de 40
ng.L* d’anatoxine-a d’aprés une évaluation de la comagan limite d’exposition qui permet
de garantir I'absence d’effets nocifs chez les misfAfssa, 2006). Aucun seuil n’a été défini
pour les STXs présentes dans les plans d’eau & uéagatif.

Par ailleurs, la possible co-occurrence des difté&sefamilles de cyanotoxines (e.g. Osswald
et al., 2007 ; Fastner et al., 2009 ; Messined.e2@09) pose le probléeme de la synergie de
leurs effets en cas d’exposition aigué mais égaderd&xposition chronique. A ce jour,
aucune étude ne s’est intéressée a cette questamtant, la connaissance acquise des
concentrations en cyanotoxines d’'un grand nombrgales d’eau permettrait d’en déduire de
valeurs médianes qui pourraient étre utilisées poualuer I'effet synergique potentiel de
différents groupes de cyanotoxines. Les lignéesilagks pourraient représenter le premier
échelon détude avant de s’intéresser aux effeteergyques des cyanotoxines sur des
organismes aquatiques potentiellement impactésgzadernieres.

Quoigu'il en soit, le test sur la lignée cellulaMeuro-2a nous a permis de mettre en évidence
un risque potentiel lié a la présence de STXs pesiusagers du plan d’eau. Ce test a donc
montré son intérét en tant qu’outil permettant giégier le risque lié aux STXs en eau
douce, comme cela avait été montré pour les bigaivarins (Jellett et al., 1992 ; Truman et
Lake, 1996).

Dans ce contexte, étendre ['utilisation de la ligriéeuro-2a pour la détection spécifique
d’autres neurotoxines présente un intérét évideme: seule lignée cellulaire permettrait de
distinguer, en fonction des conditions expérimastaldifférents types de neurotoxicité
correspondant a différents modes d’action. C’esir pette raison que, comme mentionné en
introduction de cette thése, nous nous sommes psratlr I'étude de la réponse du modele
Neuro-2a aprés exposition a la palytoxine. De plles le cadre général d’apport de
connaissances en vue de la constitution d’'une rimattee testsin vitro, il est également

important d’apporter des éléments de compréhenstiae décrire les réponses du modele
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cellulaire face a une famille de neurotoxines émetgs pour laquelle existent certaines

inconnues.
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Les analogues de PITX synthétisés par les dindfé&egdu genréstreopsigeprésentent une
menace pour la santé humaine. Ces toxines tressgmiés peuvent en effet étre
bioaccumulées dans les poissons et coquillagesononés par 'lhomme. Si leur toxicité
orale est deux fois moins élevée que celle des SiTH®n reste pas moins que cette famille
de toxines pose probléme, notamment parce querédsahalogues de PITX risquent d’étre
identifiés. Les méthodes de détection des PITXs faittI'objet d'un grand nombre de
publications vers la fin des années 1980 et détsiadnées 1990 (Encart 4).

Encart 4 — Méthodes de détection des palytoxines

Méthodes basées sur le mode d’action

Le test hémolytiquedéveloppé par Habermann et al. (1981) permet theté la PITX et ses analogues, mais
son utilisation est assez empirique, chaque éduipikisant avec ses propres conditions. De plugst sujet
aux interférences liées aux matrices complexesodreat al. (2008), dans une tentative d’'uniformaitsg ont
déterminé les conditions théoriques optimales ¢(notant température et concentration en ouabaing) lpou
test hémolytique (sur érythrocytes de mouton) roelsi-ci n'a pas été testé avec des échantillongela.

Méthodes basées sur la reconnaissance structurale

- Desanticorps anti-PITX ont été développés et des tests basés sur lésatidn pour la détection spécifique
de la PITX ont été proposés (Levine et al., 198988 ; Bignami et al., 1992). Ces tests ne sorg ptilisés,
notamment en raison de l'indisponibilité commereidés anticorps.

- Riobo et al. (2006) ont proposé une méthetfel C-FD avec une dérivation pré-colonne. Les auteurs
rapportent une limite de quantification de 2 ngmlauPITX dans des extraits d’'origine algale. Cetiethode
n'a pas été utilisée pour la détection des PITXsdkes coquillages.

- LaLC-MS/MS est également utilisée pour détecter la PITX stasmlogues (e.g. Ciminiello et al., 2008). La
présence de I'ion fragment de m/z = 327 est urcatdur de la présence de PITX dans un échantillendr et
al., 2004). Ce fragment correspond a une coupula d®lécule entre le carbone 8 et le carbonef.9{gure
10) et a la perte d’une molécule d’eau.

Les PITXs ne sont actuellement pas encore régléesrdu niveau européen, mais depuis
leur apparition dans le bassin méditerranéen, &eisl’'objet d’'une attention particuliere et
ont été évalués par I'Efsa en raison de leur pmieneéurotoxique (EFSA, 2009b). La valeur
que I'Efsa propose suite a son processus d’évaluaties risques est de 30 pg éq.
PITX+Ovatoxine-a par kg chair de coquillage. Cetikeur est prés de 8 fois plus faible que le
seuil provisoire de 250 pg ég. PITX par kg de clogir avait été proposé en 2005 (WG
Toxicology, 2005), en attendant que les donnéegdtngiques et épidémiologiques soient
suffisantes pour permettre une évaluation plusigeédu danger représenté par les PITXs.
Dans ce contexte, le but de notre travail est dactériser les réponses du modele cellulaire
choisi pour pouvoirin fine, proposer une méthode basée sur I'action des P§liKER pompe
Na',K*-ATPase qui pourrait étre intégrée a une battexigestsn vitro.
Notre démarche expérimentale a donc consisté aeplhs etapes :

- évaluer la sensibilité de la lignée Neuro-2a eromép a un traitement avec la

PITX standard et en déduire le temps de traiteroptitnal,
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sur la base du mode d’action de la PITX sur la poiNg,K*-ATPase et de I'effet
antagoniste connu de I'ouabaine, déterminer leglitons optimales permettant
de détecter spécifiquement la PITX,

évaluer la capacité du test a détecter spécifigneriequantifier en équivalent
PITX des analogues de la PITX produits notamment yse efflorescence
d’'Ostreopsigiont on sait qu’elle contient de I'ovatoxine-a,

évaluer, dans nos conditions expérimentales, apmesextraction méthanolique
peu spécifique, I'effet matrice de chair totalerdeules supplémentées avant ou
apres extraction en PITX de facon a approcherlleuvaeuil proposée en 2005 de
250 pg éq.PITX par kde chair.

113



Chapitre 3 — Caractérisation du modele expérimeNliro-2a en réponse a I'exposition aux palytoxines

Article 3 : Suitability of the Neuro-2a cell line for the detection of palytoxin

and analogues (neurotoxic phycotoxins)

Publié dans Toxicon

114



Chapitre 3 — Caractérisation du modele expérimeNliro-2a en réponse a I'exposition aux palytoxines

Toxicon 53 (2009) 300-308

Contents lists available at ScienceDirect

Toxicon

journal homepage: www.elsevier.com/locate/toxicon

Suitability of the Neuro-2a cell line for the detection of palytoxin
and analogues (neurotoxic phycotoxins)

Aurélie Ledreux P, Sophie Krys P, Cécile Bernard **

A Unité Ecosystémes et interactions toxiques, USM 0505/EA 4105 MNHN, Muséum National d'Histoire Naturelle, Case 39, 12 rue Buffon,
F-75231 Paris Cedex 5, France

b Unité Toxines, Polluants Organiques et Pesticides, Agence Frangaise de Sécurité Sanitaire des Aliments, 23 avenue du Général de Gaulle,
94706 Maisons-Alfort Cedex, France

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:

Received 4 June 2008

Received in revised form 3 December 2008
Accepted 4 December 2008

Available online 11 December 2008

Palytoxin and related compounds are neurotoxic phycotoxins produced by benthic
microalgae belonging to the genus Ostreopsis. For several years this family of phycotoxins
has been posing a threat to human health since they can bioaccumulate in shellfish. With
the aim of replacing current biological assays, such as the mouse or hemolytic assays, we
investigated using the Neuro-2a neuroblastoma cell line to detect palytoxin and related
compounds. Cell death induced by the effects of PITX and analogues on Na™, K*-ATPase
were measured using the 1-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-3,5-diphenylformazan (MTT) assay
for mitochondrial reductase activity as a surrogate for cell number. The specificity of the
Neuro-2a cell-based assay for palytoxin detection was confirmed by using ouabain, which
also acts on Na™, K™-ATPase. Pre-treatment of the Neuro-2a cells with ouabain minimizes
the effects of palytoxin. The specificity of the Neuro-2a assay was confirmed by the finding
that cell death was not detected when Neuro-2a cells were exposed to other phycotoxins
with unrelated cellular targets. When the Neuro-2a assay was used to detect palytoxin in
mussel extracts spiked with levels of palytoxin around the proposed regulatory value of
250 g palytoxin/kg shellfish, a good correlation was observed between the levels found
and the expected values.

We conclude by proposing an experimental design for functional assays using the Neuro-
2a cell line for the specific detection of four neurotoxic phycotoxin families: saxitoxins,
brevetoxins, ciguatoxins and palytoxins.
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1. Introduction

Palytoxin (PITX) is one of the most potent marine toxins
produced by zoanthids (soft corals) of the genus Palythoa
(Moore and Scheuer, 1971). The structure of this large and
complex polyhydroxylated molecule has been elucidated
by Uemura et al. (1981), and Moore and Bartolini (1981).

The origin of palytoxin in the zoanthids has long been
a matter of speculation, and several possible origins have

* Corresponding author. Tel.: +33 14079 31 83; fax: +3314079 3594.
E-mail address: cbernard@mnhn.fr (C. Bernard).

0041-0101/$ - see front matter © 2008 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.toxicon.2008.12.005

been suggested (e.g. microorganisms associated with
zoanthids; Halstead, 2002), including dinoflagellates
belonging to the genus Ostreopsis (Usami et al., 1995;
Taniyama et al., 2003). This hypothesis is supported by the
implication of Ostreopsis siamensis in a case of clupeotoxism
in Madagascar (Onuma et al., 1999). To date, four species of
Ostreopsis: Ostreopsis lenticularis (Mercado et al., 1994),
Ostreopsis siamensis (Usami et al., 1995), Ostreopsis mas-
carenensis (Lenoir et al., 2004) and Ostreopsis ovata (Cimi-
niello et al., 2008) are known to be capable of producing
palytoxin and related (PITX-like) compounds. The chemical
structure of some of the analogues of PITX has been
elucidated (Usami et al., 1995; Ciminiello et al., 2008).
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For several years, PITX-like compounds have occurred in
the Mediterranean Sea, and have been linked to respiratory
irritation in people exposed to seawater spray, especially in
Italy and Spain (Durando et al., 2007). Recent studies have
demonstrated that the species O. ovata observed in Italy
produces ovatoxin-a, an analogue of PITX (Ciminiello et al,,
2008), and that PITX-like toxins can bioaccumulate in
shellfish (Aligizaki et al., 2008). This possible bio-
accumulation poses a threat to human health, and has
economic consequences for shellfish producers.

Palytoxin and its analogues can be detected by recently
developed chromatographic methods (Ciminiello et al,
2006; Riobo et al.,, 2006). These methods are very efficient,
but are not suitable for assessing the biological activity of
extracts that may contain several related active
compounds, as in the case of Ostreopsis toxins (Ciminiello
et al.,, 2008). Like other neurotoxins, PITX can be detected
by a mouse bioassay, which was developed over 30 years
ago (Teh and Gardiner, 1974), and has remained unchanged
ever since. Both for ethical reasons, and because of the lack
of specificity and sensitivity of the mouse bioassays, altei-
native methods are now being sought for use in monitoring
PITX and its analogues in shellfish.

Functional assays offer an alternative to chemical
measurements and the non-specific mouse bioassay. In the
case of neurotoxic phycotoxins, these tests exploit the
binding of the toxin to its receptor (for review, see Rossini,
2005). The intensity of the response is related to the
concentration of the toxin and its analogues interacting
with their specific receptors.

Habermann and Chhatwal (1982) showed that in
mammalian erythrocytes, PITX causes a rapid depletion of
K" in the cells followed by hemolysis. This hemolysis is
specifically inhibited by ouabain (Habermann and
Chhatwal, 1982), a glycoside that binds to the sodium pump
(Lingrel et al., 1998). The effect of PITX is attributed to its
ability to bind to the outer part of Na™, K*-ATPase, leading
to its conversion into a cationic channel (Habermann, 1989;
Artigas and Gadsby, 2003).

A hemolysis assay including ouabain was originally
developed to estimate the PITX content of algal or shellfish
extracts (Taniyama et al,, 2001, 2003; Rhodes et al., 2002;
Riobo et al., 2002, 2006; Lenoir et al.,, 2004; Aligizaki et al.,
2008). However, the lack of reliable results of this hemo-
lytic assay, and the fact that it cannot be used to identify the
toxin involved has led to the development of alternative
assays.

In the case of PITX and its analogues, we need functional
assays that are both sensitive and specific, especially in
view of the fact that most PITX-like compounds remain to
be identified and toxicologically characterized. Recently,
Bellocci et al. (2008) have described a method intended to
replace erythrocytes with the established MCF-7 cell line.
They propose a cytolytic assay based on the release of
cytosolic lactate dehydrogenase in response to PITX. This
response indicates the presence of a severe membrane
defect that presages cell lysis. Espina et al. (2008) have
demonstrated that the neuroblastoma cell line BE(2)-M17
is a suitable model for the specific detection of PITX.

We set out to demonstrate that Neuro-2a neuroblas-
toma cells could be used to detect several different

phycotoxins families. Indeed, this neuroblastoma cell-
based bioassay is already being used to detect and
distinguish several other neurotoxic phycotoxin families:
saxitoxins (Jellett et al., 1992, 1995; Manger et al.,, 1993,
1995; Humpage et al., 2007), brevetoxins (Truman et al.,
2002), and ciguatoxins (Dechraoui et al.,, 1999). We then
investigated the sensitivity, specificity, and reliability of the
Neuro-2a bioassay for the detection of palytoxin and its
analogues. The method proposed provides an accurate
estimate of the PITX content of biological materials, such as
algae and shellfish, Finally we proposed an experimental
strategy for detecting a range of seafood toxins using the
Neuro-2a cell-based bioassay.

2. Material and methods
2.1. Neuro-2a culture

The Neuro-2a mouse neuroblastoma cell line, obtained
from the ATCC (CCL-131), was routinely grown in 75 cm?
Nunc plastic flasks (Nunc, Denmark) with t-glutamine-free
RPMI 1640 medium (Biowest, France) supplemented with
10% newborn calf serum ( Biowest, France), 90 mg L1 sodium
pyruvate (Sigma-Aldrich, France), 600 mgL ! L-glutamine
(Sigma-Aldrich, France), 1000U L penicillin G (Biowest,
France) and 1 mgL~"! streptomycin sulfate (Biowest, France)
at 37 °Cin an atmosphere enriched with 5% CO,.

2.2. Toxins

Palytoxin purified from Palythoa tuberculosa was
obtained from Wako Chemicals (Germany), and dissolved
in 50% ethanol. A certified reference calibration solution of
saxitoxin (STX) was obtained from the Institute for Marine
Biosciences (Halifax, NS, Canada). Brevetoxin PbTx-3 was
obtained from Calbiochem (USA), and prepared in absolute
methanol. Microcystin-LR was obtained from Alexis
Biochemicals (Switzerland), and diluted in absolute meth-
anol. Aliquots of toxins were stored at —20 °C. Ouabain was
purchased from Sigma-Aldrich (France). The stock solution
was prepared in pH 7 milliQ water. The working dilutions of
toxins and ouabain were prepared in RPMI medium sup-
plemented with 600 mgL~! i-glutamine, 90 mg L~ ! sodium
pyruvate, 1000 UL~ penicillin G and 1mgL~" strepto-
mycin sulfate (MWS: medium without serum).

2.3. Algal extracts

2.3.1. Epiphytic dinoflagellates

Three macroalgal samples (Rhodophyta and Phaeophyta)
collected from Morgiret (Ile du Frioul, France) and Bain des
Dames (Marseille, France) (on August 21st 2007, August
28th and September 5th, kindly provided by Frangoise
Marco-Miralles and Caroline Lecalard, Ifremer) (Table 1)
were vigorously shaken in filtered seawater in order to
collect the associated epiphytic dinoflagellates. The
seawater was then filtered through plankton netting
(20 um mesh) or centrifuged (3220 g, 20 min, 10 °C). The
procedure was repeated twice to obtain a plankton pellet.
The pellets were sonicated with an ultrasonic probe in 5 mL
methanol /water (3:7, v/v) for 3 min in pulse mode (Sonics
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Table 1
Algal samples used in the present study.

Sample Source  Sampling Epiphytic eq.PITX Planktonic eq.PITX

code date Ostreopsis® cell”'  Ostreopsis® cell!
(dd/mm/yy)

1 Bain des 22/08/07 1130 nd 1500 nd
Dames,
France

2 Morgiret, 29/08/07 12,800 nd 5300 nd
France

3 Bain des 06/09/07 140 nd 200 nd
Dames,
France

4 Mar Summer - = 11.6x10° 11 £04
Ligure, 2006
Italy

4 Number of Ostreopsis cells per gram of fresh weight of macrophyte.
° Number of Ostreopsis cells per liter.

Vibra Cell 130 W, Granuloshop, France), while being kept
cold in an ice bath. The mixtures were then centrifuged at
3220 g for 20 min, and the supernatants filtered on 0.22-
wm filters (Dutscher, France). Aliquots were prepared and
stored at —20 °C before analysis.

2.3.2. Planktonic dinoflagellates

A 300 mL seawater sample (kindly provided by Dr. Anna
Milandri, Italy) had been collected in summer 2006 (Mar
Liguria, Italy) during a massive O. ovata bloom (Table 1).
150 mL of the sample were centrifuged at 3220 g for 20 min
at 10°C, and 150 mL filtered through 2.0 um, 47-mm
diameter, Nuclepore filters (Whatman, France). Plankton
pellets or filters were treated as described above.

2.4. Spiked mussel extracts

Specimens of mussels (Mytilus chilensis) were
purchased in a local supermarket. They were shucked and
all the flesh was pooled. Aliquots of 5 g of mussel homog-
enate were extracted by mixing with an Ultra-Turrax for
3 min with 30 mL methanol/water (1:1, v/v). The mixture
was then centrifuged for 20 min at 3220 g and at 4 °C. The
supernatant was filtered through Whatman filters no 114
(Whatman, France), and the filtrate collected in a 50 mL
flask. The volume was adjusted to 50 mL with milliQ water.
The extract was filtered on 022 pum filters (Dutscher,
France), and 10 mL aliquots were prepared before adding
the toxin.

Extracts were spiked before and after the extraction
procedure described above with amounts of the PITX
standard around a proposed regulatory value of 250 ug
eq.PITX/kg shellfish (WG Toxicology, 2005). Extracts were
prepared and spiked to yield final concentrations of 50, 125,
250, 500pg PITX/kg shellfish. Each spiking level was
prepared in triplicate.

2.5. Neuro-2a cell-based bioassay

To set up the experiments, 50,000 Neuro-2a cells were
seeded into each well of a 96-well microtiter plate (Nunc,
Denmark), and incubated for 24 h at 37 °C. After incuba-
tion, the medium was then removed and replaced with
100 pL of MWS.

On each microplate, four wells were processed as
untreated controls (200 uL MWS), and four wells as
ouabain controls (final concentration 500 pM in MWS). The
physiological status of cells throughout the study period
(n =46 microplates) was verified by measuring their optic
density at the end of the assay.

Standard curves of PITX were run in duplicate, in the
presence or absence of ouabain. If not stated otherwise,
cells were incubated for 19 h at 37 °C. At the end of this
incubation period, the medium was tapped off onto a paper-
towel, and 60 pL of medium containing 0.83 mgmL ! of
1-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-3,5-diphenylformazan (MTT)
(Sigma-Aldrich, France) were added to each well. The MTT
assay was used to measure the mitochondrial reductase
activity as a surrogate for cell number (Mosmann, 1983).
The plates were incubated for 45 min at 37 °C. Finally, the
MTT was discarded and 100 pL dimethyl sulfoxide added to
each well to dissolve the formazan. The absorbance was
read at 540 nm on a plate reader (Dynex MRXII, France). The
measured absorbance (% MTT) was converted to
a percentage indicating a cell survival number normalized
between the ODmin and ODmax obtained for each standard
curve. The results were expressed as the percentage
maortality. Data were fitted to a sigmoid curve with variable
slope.

2.5.1. Effect of PITX: pirecPITX

The PITX standard (10 pL) was added to one well and
serially diluted along the microplate in duplicate. The final
volume in the wells was adjusted to 200 pL with MWS. The
final PITX concentrations ranged from 0.9 pM to 466 pM.
Four incubation periods were tested: 4 h, 17 h, 19 h, and
21 h. Atleast three replicates were done for each incubation
period.

2.5.2. Specdific effect of PITX: pre-guabainPITX

The Neuro-2a cells were pre-incubated with ouabain for
1h, 2 h or 3 h. Three ouabain concentrations were tested:
250 M, 500 uM and 1000 uM. At the end of the pre-
incubation time, 100 pL PITX dilutions were added to each
well to obtain the final PITX concentrations described above.
At least three replicates were processed for each combina-
tion of ouabain concentration and time of pre-treatment.

2.5.3. Combined effect of PITX and ouabain: piecPITX + O

PITX standard (10 pL) was added to one well and serially
diluted along the microplate, in duplicate. 100 yL MWS
containing ouabain (final concentration 500 pM) were then
added to each well in order to measure the combined effect
of PITX and ouabain. Ten experiments were performed.

2.5.4. Other toxins tested

The concentrations of STX, PbTx-3 and Mcyst-LR tested
ranged from 3.3 to 1672 nM, 5.4 to 2787 nM and 0.1 to
3 puM, respectively. Standard toxin (10 pL) was added to one
well, and serially diluted along the microplate, in duplicate.
100 pl. MWS containing ouabain (final concentration
500 uM) or not were added to each well in order to give
a final volume of 200 pL per well. Neuro-2a cells were also
pre-incubated with 500 M ouabain for 2 h, and then toxin
dilutions were added to each well to obtain the final
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concentrations listed above. Experiments were done in
triplicates for each experimental condition.

255, Algal extracts or spiked mussel extracts

20 uL of extract were added to one well, and serially
diluted along the microplate, in duplicate. The final volume
was adjusted to 200 pL with MSW. The specificity of the
assay was ensured by pre-treating the Neuro-2a cells with
ouabain, as described for the PITX standard. The %MTT
found for the extracts was compared with the PITX stan-
dard curves to calculate the PITX-equivalent (eq.PITX). Only
the dilutions in the linear portion of the standard curves
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were taken into account. Each extract (spiked mussel
extracts and algal extracts) was tested in triplicates.

2.6. Statistical analysis

GraphPad Prism version 4 (GraphPad Software, San
Diego, CA, USA) was used for all curve-fitting, statistical
tests, and graph plotting.

3. Results

The objectives of the first part of the study were to
determine the optimal incubation time and ouabain
concentration required to perform the Neuro-2a cell-based
assay. The ouabain concentration required to achieve the
conditions giving the greatest specificity of the palytoxin
response was determined. These optimized conditions
were then used to determine the PITX content of algal
extracts and spiked mussel extracts.

3.1. Variability of controls

The variability of the OD measured in wells containing
untreated cells, and in wells containing cells that had been
exposed to ouabain was measured after determining the
cell survival using the MTT assay. The mean OD values
presented here correspond to the data obtained throughout
the working period and include 46 microplates. The mean
ODs40nm Was 2.57 for the untreated cells, and 2.15 for the
cells incubated with 500 pM ouabain (n = 46 microplates).
These mean values are significantly different (Wilcoxon
paired-sum test, p < 0.05). The variability (CV %) values
calculated for the wells containing untreated cells, and for
the wells containing cells that had been treated with
500 uM ouabain were 10.0% and 12.4%, respectively.

32. Detection of the effect of palytoxin on Neuro-2a cells

Four incubation periods were tested (4 h, 17 h, 19 h, and
21 h) in order to find out which had the sigmoid model
which best fitted the data. Fig. 1 shows the mean dose-
response curves for exposures of 4h and 19h to PITX.
Statistical analysis of the dose-response curve parameters
did not show any significant differences between incuba-
tion periods of 17 h, 19 h and 21 h. The closest fit with the
non-linear regression model was achieved for 19 h, with
a narrow 95% confidence interval (data not shown).
Consequently, all subsequent Neuro-2a experiments were
carried out with an incubation time of 19 h. This made it

Fig. 1. Time dependence of the cell death effect of palytoxin in the Neuro-2a
cells. The incubation times tested were 4 h (filled squares, n=3) and 19h
(empty triangles, n = 10).

possible to determine an ECsg value of 429+ 3.8 pM
(n=10)(final concentration in the microplate) (Fig. 1). The
detection limit was found to be 20 pM.

3.3. Specific conditions for palytoxin detection using
Neuro-2a cells

The ECsg value for ouabain versus Neuro-2a cells was
found to be 1200 pM (data not shown). We first tested the
competitive effect of pre-incubating Neuro-2a cells with
ouabain before adding the PITX. Three ouabain concentra-
tions (250 uM, 500 pM and 1000 uM) combined with three
pre-incubation periods (1 h, 2h and 3 h) were tested to
determine the most effective combination of ouabain
concentration and incubation time before adding PITX, for
producing a significant difference in ECsp between cells
that had or had not been pre-incubated with ouabain (data
not shown). The combination of 500 uM ouabain plus pre-
incubating for 2 h produced the most significant difference
between the direct cytolytic effect of PITX (pirectPITX:
ECs0 = 42.9 + 3.8 pM), and the specific effect of PITX when
ouabain was used as a competitor (pre-guabainPITX:
EC50 =290.7 £50.2 pM, n=10) (Table 2). Subsequent
experiments were performed with the ouabain concen-
tration of 500 uM.

The synergistic effects of PITX and ouabain were then
tested on the Neuro-2a cells. A marked toxic effect was
observed (EC5p=6.3+4.7 pM, n=10) when PITX and
ouabain (pirectPITX +Ouabain) were both added simulta-
neously to the Neuro-2a cells (Table 2). As considerable cell
death was induced, the adjustment of data to the non-
linear regression model was not acceptable for the

Table 2

ECsp values for the dose-response curves obtained for the direct effect of
PITX (pireaPITX), after pre-incubating the MNeuro-2a cells with 500 uM
ouabain before adding the PITX (pre-ouabainP1TX), and the direct effectof PITX
and Ouabain 500 uM administered simultaneously (pirecPITX + Ouabain}.

pirectPITX  preouabainPITX  pireaPITX + Ouabain

Number of replicates 10 10 10
ECsp (pM) 429 290.7 6.3
Standard deviation 38 50.2 4.7
R? 0.989 0931 0.518
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DireaPITX + Ouabain  conditions (R2=0.518, p<0.01,
n=10), whereas it was acceptable for PITX alone (R2 =
0.989, p< 0.01, n=10) (Fig. 2).

We also compared the cell death induced by PITX alone,
and the specific response when ouabain was used as
a competitor to the cell death induced by saxitoxin, bre-
vetoxin and microcystin-LR. Under our experimental
conditions, saxitoxin, brevetoxin and microcystin-LR did
not induce any direct cell death in Neuro-2a cells at
concentrations ranging from 3.3 nM to 1672 nM, 5.4 nM to
2787 nM and 0.1 to 3 uM, respectively. Furthermore, when
ouabain was used either as a pre-treatment or combined
with the toxin, the observed mortality of the Neuro-2a cells
was related solely to that induced by ouabain itself (data
not shown).

3.4. Detection of PITX-like compounds in
Ostreopsis extracts

We then tried using Neuro-2a cells to detect PITX-like
compounds in four algal extracts containing Ostreopsis.
Samples 1,2 and 3 did not demonstrate any cytotoxic effect
on the Neuro-2a cells, whereas a toxic effect was detected
for Sample 4, the toxin content of which was found to be
1.1 £ 0.4 pg eq.PITX/cell (n =4). In addition, pre-incubating
the Neuro-2a cells with ouabain before adding the algal
extract (Fig. 3) inhibited the toxic response, confirming the
presence of PITX analogues in this sample.

3.5. Detection of PITX in spiked mussel extracts

Preliminary experiments were carried out to find out
whether the non-toxic mussel extracts could induce cell
death in the Neuro-2a cells. Adding 20 uL of non-toxic
mussel extract (corresponding to 1 mg of shellfish) did not
induce any significant increase in the mortality of the
Neuro-2a cells (data not shown).

The matrix effect of spiked mussel extracts containing
25 ng PITX/mL was assessed. Fig. 4 shows that there is
a slight, but significant, difference between the mean dose-
response curves obtained for the PITX standard
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Fig. 2. Effect on the mortality of the Neuro-2a cells of PITX alone (. PITX,
empty squares), and pre-incubation with 500 uM ouabain for 2 h before
adding PITX (preouanainPITX, filled circles). Data represent the means + SD of
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Fig. 3. Effect on the mortality of the Neuro-2a cells of the Ostreapsis extract
(sample 4) (empty squares) and pre-treatment with 500 uM ouabain for 2 h
before adding the Ostreopsis extract (filled triangles) and incubating for 19 h.
Data represent the means L SD of four separate experiments.

(ECsp =429+ 3.8 pM, n=10) and those obtained for the
spiked mussel extract (ECsp=62.1+15.2 pM, n=9).

The accuracy of the responses of the Neuro-2a cell-
based assay was then checked using four groups of mussel
extracts spiked before or after the extraction procedure
with 5,12.5, 25 and 50 ng of PITX/mL, corresponding to 50,
125, 250 and 500 pg PITX/kg shellfish meat respectively.
The results are shown in Fig. 5. A significant correlation was
observed between the PITX content determined by the
Neuro-2a assay, and the known toxin content (before
extraction: y=0320x+3292, R*=0.975, n=3; after
extraction: y =0.601x + 56.06, RZ = 0917, p< 0.01, n=9).

4. Discussion

Over the past 20 years, cell-based assays have been
developed to replace the toxicity tests using mice to detect
a number of phycotoxins. A range of cell types have been
tested, such as KB cells (Amzil et al, 1992; Tubaro et al.,
1996), fibroblasts (Fessard et al., 1994), BGM cells (Croci
et al.,, 1997), HepG2 and Caco?2 cells (Oteri et al., 1998), and
especially neuroblastoma cells (Kogure et al., 1988; Gal-
lacher and Birkbeck, 1992; Jellett et al., 1992, 1995; Manger
et al., 1993, 1995; Truman et al., 2002; Humpage et al,

100 —
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Fig. 4. Effect on the mortality of Neuro-2a cells of PITX standard (n = 10) or

ten separate experiments, mussel extract spiked with 9.3 nM PITX (n = 9).
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Fig. 5. Detection of PITX in spiked extracts prepared from whole mussel
flesh. Extracts were spiked with four different PITX concentrations, indicated
on the X-axis, before their PITX content was determined by the Neuro-2a
cell-based assay. Data represent means+ 5D obtained in three (before
extraction) or nine (after extraction) separate experiments.

2007; Espina et al, 2008). In early attempts to detect
phycotoxins, the analysis was mainly based on the
morphological changes that are induced in an unspecific
manner by all phycotoxins. In more sophisticated methods,
detection was based on cell staining, mostly using neutral
red uptake or MTT reduction (e.g. Manger et al., 1993, 1995;
Tubaro et al., 1996; Oteri et al., 1998). These markers were
used to determine the percentage of viable cells by colori-
metric analyses.

In these early cell-based assays, the cytotoxicity crite-
rion was not specific, and so they could not be used to
identify the family of toxins involved. Subsequently, func-
tional assays based on the specific actions of toxins on
cellular targets have been developed, such as the neuro-
blastoma Neuro-2a cell-based assay for the detection of
three families of neurotoxins, namely the saxitoxins (Kog-
ure et al., 1988; Gallacher and Birkbeck, 1992; Jellett et al.,
1992; Manger et al.,, 1993, 1995; Humpage et al., 2007),
brevetoxins and ciguatoxins (Manger et al, 1993, 1995;
Dechraoui et al., 1999; Truman et al., 2002). The specificity
of this assay is conferred by a combination of veratridine,
which triggers the opening of the sodium channels and
allows a potentially lethal influx of sodium ions to enter the
cell, and ouabain, which inhibits the action of Nat, K™
ATPase, and maximizes the effect of veratridine. The death
of Neuro-2a cells induced by veratridinefouabain specifi-
cally detects sodium channel blockers, such as saxitoxins
and sodium channel openers, such as brevetoxins and
ciguatoxins.

If a single cell line can be used in this way to detect the
overall toxicity of several different classes of toxins, this
would provide an economic mean of contributing to
consumer protection.

Our work demonstrate that it would be possible to use
the Neuro-2a cell line to detect PITX and related
compounds that acton Na™t, K™~ATPase in materials such as
algae or shellfish. The response induced by the direct effect
of PITX on Na™, K™-ATPase can easily be measured using the
MTT assay. The specificity of the method is ensured by
adding ouabain at the appropriate time.

In our proposal, the effect of PITX on Neuro-2a cells is
estimated by using the MTT assay for mitochondrial
reductase activity as a surrogate for cell number (Mos-
mann, 1983). Bellocci et al. (2008) analyzed the release of
lactate dehydrogenase (LDH) into the culture medium to
estimate the cytolysis induced by PITX in MCF-7 cells. In
fact, the MTT assay seems to be more convenient since this
procedure is simpler to perform than measuring LDH in
culture medium as it does not involve transferring super-
natants from one microplate to another one. In a recent
paper, Espiiia et al. (2008) proposed a dynamic method for
the specific detection of PITX by using Alamar Blue in
BE(2)-M17 human neuroblastoma cells. This non-toxic
fluorescent dye allows the detection of low concentrations
of PITX as the authors may keep the incubation of PITX with
the cells up to 72 h.

In order to verify the reliability of the Neuro-2a assay as
a detection tool, the variability of the OD measured in wells
containing untreated cells and in wells containing cells
treated with 500 pM ouabain has been determined and
found to be 10.0% and 12.4%, respectively (n = 46). These
values indicate that the Neuro-2a cell-based assay has low
variability, and also demonstrates that ouabain does not
induce any significant increase in the variability of the
responses.

Our study of the impairment of the Na™, K™ antiporter
due to the effect of PITX on Neuro-2a cells shows that the
cytolytic effect reported to occur in suspension of eryth-
rocytes (Habermann and Chhatwal, 1982) and in MCF-7
cells (Bellocci et al.,, 2008), can also be induced in Neuro-2a
cells. Under our experimental conditions (19-h exposure
time), we found an ECsg value versus Neuro-2 cells of
42.9 pM, whereas Bellocci et al. (2008 found an ECsg value
versus MCF-7 cells of 5.3 pM (expressed in the well) after
exposure for 1h, which indicates that PITX has greater
toxicity towards MCF-7 cells, producing more effect despite
the shorter exposure time. These two cell lines seem to
have different sensitivities to PITX, but differences in the
experimental procedure, the incubation time and in the
methods used to evaluate cell mortality make it difficult to
compare the data. Espina et al. (2008) also reported
differences in sensitivity to PITX between a rat hepatic cell
line (Clone 9) and a human neuroblastoma cell line (BE(2)-
M17), this last one being the more suitable for the specific
detection of PITX.

We found that pre-incubating Neuro-2a cells with
ouabain (500 uM) for 2 h protected them against the
cytotoxic effect of PITX, and increased cell viability. These
findings are consistent with those obtained by Habermann
and Chhatwal (1982) in erythrocytes, Bellocci et al. (2008)
in MCF-7 cells and Espina et al. (2008) in neuroblastoma
cell line (BE(2)-M17). We also showed that the concomitant
treatment of Neuro-2a with 500 uM ouabain and PITX
induced a major increase in cell death, demonstrating that
these two toxins have a synergistic effect on Na', K'-
ATPase.

We next checked whether other algal toxins acting at
different cellular targets could also induce Neuro-2a cell
death under our experimental conditions. We found that
STX, PbTx-3 and Mcyst-LR did not induce any Neuro-2a
mortality. The results obtained under the three
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experimental conditions described in the Results section
(DirectPITX, pre-guabainPITX and pireetPITX +Ouabain), show
that the Neuro-2a cell-based assay is suitable for the
specific detection of PITX.

We found that the PITX analogues produced by natu-
rally occurring O. ovata in Italy (Ciminiello et al., 2008) are
cytotoxic to the Neuro-2a cells, and that this effect can be
prevented by pre-treating the cells with 500 uM ouabain,
confirming that the extract tested contains PITX analogues
acting on Na®™, K™-ATPase. This demonstrates that the
Neuro-2a cell-based assay is suitable for detecting and
measuring PITX analogues in algal extracts. In view of the
procedure used to extract the toxin from algal samples in
this study, if we assume a mean toxicity value of 0.5 pg
PITX/cell (Rhodes et al., 2002}, the Neuro-2a assay could be
used to detect PITX and analogues once algal populations
reach a density of 2 x 10° cells/L.

During the first meeting of a working group on toxi-
cology organized by the Community Reference Laboratory
for marine biotoxins in Cesenatico (Italy) (WG Toxicology,
2005), a regulatory limit of 250 pg palytoxins/kg shellfish
was proposed, based on the mouse bioassays data available.
We used this value to evaluate the reliability of the
proposed Neuro-2a cell-based assay for monitoring paly-
toxin and analogues in shellfish. The results obtained
confirm that PITX activity can be detected over a range of
concentrations that includes the proposed regulatory limit.
Within 24 h of treatment with toxic extracts, the Neuro-2a
assay is sensitive enough to detect 5 ng PITX/mL of extract,
which corresponds to 50 pg PITX/kg shellfish in view of the
extract preparation procedure. This concentration is 5
times lower than the proposed regulatory threshold of
250 pglkg shellfish. Our limit of detection is 20 times lower
than the determined value of 1 pg PITX/g (Fig. 6, Bellocci

et al., 2008). The method proposed by Espifia et al. (2008)
also reached a limit of detection of 5 ng PITX/mL of extract
but within 48 h of treatment, which make it less useful for
the routine analysis of toxic extracts.

Further work is required to improve the procedure
extraction of PITX from shellfish matrices, to test the
reproducibility and sensitivity of the Neuro-2a cell-based
assay to shellfish extracts spiked before the extraction
procedure and to find out whether the Neuro-2a assay can
be used to detect PITX analogues in naturally contami-
nated shellfish. Like other groups of phycotoxins, such as
saxitoxins or brevetoxins, which are metabolized by
shellfish to form more or less toxic analogues (Artigas
et al, 2007; Plakas et al.,, 2002, 2004), it is possible that
PITX and its analogues could be metabolized by molluscs.
This possibility encourages the search for functional
assays that are able to detect PITX analogues acting on
Na', K'-ATPase.

In conclusion, we propose an experimental design
(Fig. 6) for the detection of neurotoxic phycotoxins. It
involves the use of a single cell line (the neuroblastoma
Neuro-2a cell-line) for the specific detection of four phy-
cotoxin families that must be monitored in view of their
potential threat to human health: PITXs, STXs, PbTxs, and
CTXs. The experimental procedure is based, on the one
hand, on using two competitors (ouabain and veratridine)
that the literature shows specifically detect neurotoxins
that act on voltage-gated sodium channels: STXs, PbTxs
and CTXs and, on the other hand, on the direct cytotoxic
effect of PITX and analogues and on the protective effect of
ouabain. Moreover, the use of the microplate format means
that multiple samples can be analyzed in a single run,
which makes it economical in terms of the pure toxins and
extracts used, as well as saving time.

Matrix extract

<Neuro—23 cell-based assay )

/

Cell death

|:> Palytoxin?

Pretreatment of Neuro-2a
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|
| t

Cell death
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analogues agent

—

\

No cell death

_~> Saxitoxins, brevetoxins, ciguatoxins?
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inducing 50% cell death

|
l '
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Fig. 6. Experimental design in which the Neuro-2a cell-line is used for the specific detection of four families of neurotoxins on the basis on their cellular targets.
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The fact that seafood products can be contaminated by
several different classes of toxin, the increased complexity
of toxin panels, and the recent problem of emerging
toxicities should encourage the development of functional
assays able to identify different classes of phycotoxin,
depending on their molecular target.

Acknowledgements

This work was made possible by an AFSSA (Agence
Frangaise de Seécurité Sanitaire des Aliments) fellowship
awarded to A. Ledreux and was funded by the “Arcachon”
national research program. We would like to thank Cassian
Bon and Simone Puiseux-Dao for helpful discussions. This
work was dedicated to the memory of Cassian Bon.

Conflicts of interest

The authors declare that there are no conflicts of
interest.

References

Aligizaki, K., Katikou, P., Nikolaidis, G., Panou, A., 2008. First episode of
shellfish contamination by palytoxin-like compounds from Ostreopsis
species (Aegean Sea, Greece). Toxicon 51, 418-427,

Amzil, Z,, Pouchus, Y.-E, Le BoterfT, ., Roussakis, C., Verbist, ].-F,, Marcaillou-
LeBaut, C.,Masselin, P, 1992, Short-time cytotoxicity of mussel extracts:
a new bioassay for okadaic acid detection. Toxicon 30, 1419-1425.

Artigas, ML, Vieira Vale, PJ., Gomes, S.5., Botelho, M., Rodrigues, S.M.,
Amorim, A, 2007. Profiles of paralytic shellfish poisoning toxins in
shellfish from Portugal explained by carbamoylase activity. J. Chro-
matogr. A 1160, 99-105.

Artigas, P, Gadsby, D.C, 2003. Na*/K"-pump ligands modulate gating of
palytoxin-induced ion channels. PNAS 100, 501-505.

Bellocci, M., Ronzitti, G., Milandri, A., Melchiorre, N., Grillo, C, Poletti, R.,
Yasumoto, T, Rossini, G.P, 2008. A cytolytic assay for the measure-
ment of palytoxin based on a cultured monolayer cell line. Anal
Biochem. 374, 48-55,

Ciminiello, P, Dell'Aversano, C,, Fattorusso, E, Forino, M. Magno, GS.,
Tartaglione, L., Grillo, C, Melchiorre, N, 2006. The Genoa 2005
outbreak. Determination of putative palytoxin in Mediterranean
Ostreopsis ovata by a new liquid chromatography tandem mass
spectrometry. Anal. Chem. 78, 6153-6159.

Ciminiello, P, Dell'Aversano, C,, Fattorusso, E., Forino, M., Tartaglione, L,
Grillo, C, Melchiorre, N., 2008. Putative palytoxin and its new
analogue, ovatoxin-a, in Ostreopsis ovata collected along the Ligurian
coasts during the 2006 toxic outbreak. |. Am. Soc. Mass Spectrom. 19,
111-120.

Croci, L, Cozzi, L., Stacchini, A., De Medici, D., Tod, L., 1997. A rapid tissue
culture assay for the detection of okadaic acid and related compounds
in mussels. Toxicon 35, 223-230.

Dechraoui, M.-Y., Naar, |, Pauillac, S, Legrand, A.-M., 1999. Ciguatoxins
and brevetoxins, neurotoxic polyether compounds active on sodium
channels. Toxicon 37, 125-143.

Durando, P, Ansaldi, F, Oreste, P., Moscatelli, P, Marensi, L, Grillo, C,
Gasparini, R., lcardi, G., 2007. Ostreopsis ovata and human health:
epidemiological and clinical features of respiratory syndrome
outbreaks from a two-year syndromic surveillance, 2005-2006 in
north-west ltaly. Euro Surveill. 12, 191-193.

Espina, B., Cagide, E,, Louzao, M.C,, Martinez-Fernandez, M., Vieytes, M.R.,
Katikou, P., Villar, A,, Jaen, D, Maman, L, Botana, LM., 2008, Paly-
toxins specific and dynamic detection by in vitro microplate assay
with human neuroblastoma cells. Biosci. Rep. doi:10.1042/BSR
20080080.

Fessard, V., Diogéne, G., Dubreuil, A., Quod, ].-P., Durand-Clément, M.,
Legay, C. Puiseux-Dao, S., 1994, Selection of cytotoxic responses to
maitotoxin and okadaic acid and evaluation of toxicity of dinofla-
gellate extracts. Nat. Toxins 2, 322-328.

Gallacher, S., Birkbeck, TH. 1992. A tissue culture assay for direct
detection of sodium channel blocking toxins in bacterial culture
supernates. FEMS Microbial. Lett. 92, 101-108.

Habermann, E., Chhatwal, G.S., 1982. Ouabain inhibits the increase due to
palytoxin of cation permeability of erythrocytes. Naunyn-Schmiede-
berg’s Arch. Pharmacol. 319, 101-107.

Habermann, E., 1989, Palytoxin acts through Na*, K*-ATPase. Toxicon 27,
1171-1187.

Halstead, BW., 2002. The microbial biogenesis of aquatic biotoxins.
Toxicol. Mech. Methods 12, 135-153.

Humpage, AR, Ledreux, A, Fanok, S, Bernard, C, Briand, J-E,
Eaglesham, G., Papageorgiou, |, Nicholson, B, Steffensen, D., 2007.
Application of the neuroblastoma assay for paralytic shellfish poisons
to neurotoxic freshwater cyanobacteria: interlaboratory calibration
and comparison with other methods of analysis. Environ. Toxicol.
Chem. 26, 1512-1519.

Jellett, |.F., Marks, L]., Stewart, J.E., Dorey, M.L, Watson-Wright, W.,
Lawrence, J.F, 1992. Paralytic shellfish poison (saxitoxin family)
bioassays: automated endpoint determination and standardization of
the in vitro tissue culture bioassay, and comparison with the standard
mouse bioassay. Toxicon 30, 1143-1156.

Jellett, |.E, Stewart, J.E,, Laycock, M.V., 1995. Toxicological evaluation of
saxitoxin, neosaxitoxin, gonyautoxin 1l, gonyautoxin Il plus Il and
decarbamoylsaxitoxin with the mouse neuroblastoma cell bioassay.
Toxicol. In Vitro 9, 57-65.

Kogure, K., Tamplin, M.L, Simidu, U., Colwell, R.R., 1988. A tissue culture
assay for tetrodotoxin, saxitoxin and related toxins. Toxicon 26,
191-197.

Lenoir, S., Ten-Hage, L, Turquet, |., Quod, ].-P., Bernard, C., Hennion, M.-C.,
2004. First evidence of palytoxin analogues from an Ostreopsis mas-
carenensis (Dynophyceae) benthic bloom in southwestern Indian
ocean. |. Phycol. 40, 1042-1051.

Lingrel, |.B., Croyle, M.L, Woo, AL, Argiello, .M., 1998. Ligand binding
sites of Na, K-ATPase. Acta Physiol. Scand. Suppl. 643, 69-77.

Manger, RL, Leja, LS, Lee, SY., Hungerford, |.M., Wekell, MM, 1993.
Tetrazolium-based cell bicassay for neurotoxins active on voltage
sensitive sodium channels: semi-automated assay for saxitoxins,
brevetoxins and ciguatoxins. Anal. Biochem. 214, 190-194.

Manger, RL., Leja, LS., Lee, S.Y., Hungerford, |. M., Hokama, Y., Dickey, R.W.,
Granade, HR., Lewis, R., Yasumoto, T., Wekell, M.M., 1995. Detection
of sodium channel toxins: directed cytotoxicity assays for purified
ciguatoxins, brevetoxins, saxitoxins and seafood extracts. |. AOAC Int.
78, 521-527.

Mercado, J.A., Viera, M., Escalona de Motta, G., Tosteson, TR, Gonzalez, L.,
Silva, W, 1994. An extraction procedure modification changes the
toxicity, chromatographic profile and pharmacologic action of
Ostreopsis lenticularis extracts. Toxicon 32, 256.

Moore, RE. Scheuer, PJ, 1971. Palytoxin: a new marine toxin from
a Coelenterate. Science 172, 495-498.

Moore, RE., Bartolini, G, 1981. Structure of palytoxin. |. Am. Chem. Soc.
103, 2491-2494.

Mosmann, T.,, 1983. Rapid colorimetric assay for cellular growth and
survival: application to proliferation and cytotoxicity assays. |. Immu-
nol. Methods 65, 55-63.

Onuma, Y, Satake, M., Ukena, T, Roux, |, Chanteau, S, Rasolofonirina, N.,
Ratsimaloto, M., Naoki, H. Yasumoto, T, 1999, [dentification of
putative palytoxin as the cause of clupeotoxism. Toxicon 37, 55-65.

Oteri, G., Stammati, A., Zampaglioni, F, Zucco, F, 1998. Evaluation of the
use of two human cell lines for okadaic acid and DTX-1 determination
by cytotoxicity assays and damage characterization. Mat. Toxins 6,
197-209.

Plakas, SM., El Said, KR, Jester, ELE, Granade, H.R, Musser, S.M.,,
Dickey, RW., 2002. Confirmation of brevetoxin metabolism in the
eastern oyster (Crassostrea virginica) by controlled exposures to pure
toxins and to Karenia brevis cultures. Toxicon 40, 721-729,

Plakas, S.M., Wang, Z, El Said KR. Jester, ELE, Granade, HR.,
Flewelling, L, Scott, P, Dickey, RW., 2004. Brevetoxin metabolism and
elimination in the eastern oyster (Crassostrea virginica) after
controlled exposure to Karenia brevis. Toxicon 44, 677-685.

Rhodes, L, Towers, N., Briggs, L, Munday, R., Adamson, |., 2002. Uptake of
palytoxin-like compounds by shellfish fed with Ostreopsis siamensis
(Dinophyceae). N. Z. |. Mar. Freshwater Res. 36, 631-636.

Riobo, P, Paz, B, Fernandez, M.L,, Fraga, S., Franco, |.M., 2002. Lipophylic
toxins of different strains of Ostreopsidaceae and Gonyaulaceae. In:
Steidinger, KA., Landsberg, |.H., ., Tomas, CR., Vargo, GA. (Eds.),
Harmful Algae Blooms. Intergovernmental Oceanographic Commis-
sion of UNESCO, Florida, pp. 119-121.

Riobo, P, Paz, B., Franco, .M., 2006. Analysis of palytoxin-like in Ostreopsis
cultures by liquid chromatography with precolumn derivatization
and fluorescence detection. Anal. Chim. Acta 566, 217-223,

Rossini, G.P, 2005. Functional assays in marine biotoxin detection. Taxi-
cology 207, 451-462.

122



Chapitre 3 — Caractérisation du modele expérimeNliro-2a en réponse a I'exposition aux palytoxines

308 A. Ledreux et al. / Toxicon 53 (2009) 300-308

Taniyama, S., Mahmud, Y., Tanu, M.B,, Takatani, T., ArakawaO Noguchi, T.,
2001. Delayed haemolytic activity by the freshwater puffer Tetraodon
sp. toxin, Toxicon 39, 725-727.

Taniyama, S., Arakawa, 0., Terada, M., Nishio, 5, Takatani, T., Mahmud, Y.,
Noguchi, T, 2003. Ostreopsis sp., a possible origin of palytoxin (PTX) in
parrotfish Scarus ovifrons. Toxicon 42, 29-33.

Teh, Y.F, Gardiner, J.E, 1974. Partial purification of Lophozozymus pictor
toxin. Toxicon 12, 603-610.

Truman, P, Stirling, D.J., Northcote, P., Lake, R.]., Seamer, C, Hannah, DJ.,
2002. Determination of brevetoxins in shellfish by the neuroblastoma
assay. J. AOAC Int. 85, 1057-1063.

Tubaro, A., Florio, C, Luxich, E, Vertua, R, Della Loggia, R,
Yasumoto, T., 1996, Suitability of the MTT-based cytotoxicity assay
to detect okadaic acid contamination of mussels, Toxicon 34,
965-974.

Uemura, D., Ueda, K., Hirata, Y. 1981. Further studies on palytoxin. Il
Structure of palytoxin. Tetrahedron Lett. 22, 2781-2784.

Usami, M., Satake, M., Ishida, S., Inoue, A, Kan, Y. Yasumoto, T., 1995.
Palytoxin analogs from the dinoflagellate Ostreopsis siamensis. |. Am.
Chem. Soc. 117, 5389-5390.

WG Toxicology, 2005. Report of the First Meeting of the Working Group
on Toxicology, Cesenatico, ltaly, 24-25 October 2005.

123



Chapitre 3 — Caractérisation du modele expérimeNliro-2a en réponse a I'exposition aux palytoxines

Discussion

Les analogues de PITX synthétisés par les dindfesgdu genréstreopsissont susceptibles
d’étre bioaccumulés dans les poissons et les daged, constituant ainsi un risque sanitaire
si ces denrées sont consommées par 'lhomme. Solesees concernant les doses toxiques
pour 'homme restent trés fragmentaires, un sexglipoire de 250 pg éq.PITX.Rga été
proposé en 2005 et nous disposons depuis peuptledasition par I'Efsa d’un seuil de 30 pg
€q.PITX+Ovatoxine-a élaboré suite a leur proced&smluation des risques (EFSA, 2009b).

Le test hémolytique jusqu’alors utilisé pour déteda PITX n'a pas été caractérisé de fagcon
précise et divers variantes méthodologiques samelement utilisées, rendant difficiles la
comparaison des résultats (e.g. Taniyama et &1 2@003 ; Rhodes et al., 2002 ; Aligizaki
et al.,, 2008). Par ailleurs, lutilisation de saritpis peut poser le probleme de
I'approvisionnement.

Dans cet article, nous proposons l'utilisation ddignée cellulaire Neuro-2a qui répond de
facon spécifique a la PITX et aux analogues agissanla pompe Na, K-ATPase dans des
extraits d’efflorescences algales et de coquillagestest au MTT permet de mesurer |'effet
des toxines sur la survie des cellules. La spégfide la méthode est conférée par
I'utilisation, dans des conditions appropriées, Heuabaine. Dans nos conditions
expérimentales, une GEde 43 pM a été déterminée pour un temps de traiieme 19
heures. Des Gz de 100 pM et 160 pM ont été rapportées respectmérpar Canete et
Diogene (2008) sur les lignées Neuro-2a et NG11Belb un traitement de 24 heures.

Une alternative proposée par Bellocci et al. (20@Bpse sur I'emploi de la lignée cancéreuse
de cellules mammaires MCF-7 et la libération déD dans le milieu de culture comme
marqueur de cytotoxicité. Dans leur propositios,dellules sont incubées pendant des temps
tres courts : 15 minutes en présence d’ouabaireIpheure avec la PITX ou les extraits de
coquillages a tester. L’inconvénient de cette ma¢hest qu’elle repose sur la libération de la
LDH dans le milieu de culture, ce qui implique deanipulations supplémentaires pour
transférer le surnageant d’'une plaque a une guiresant conduire a augmenter la variabilité
des réponses.

La lignée cellulaire de neuroblastomes humains BE(R7 est plus sensible que la lignée
Clone 9 (cellules hépatiques de rat) pour détatddacon spécifique la PITX et ses analogues
avec I’Alamar Blue comme marqueur de viabilité (Bapet al., 2009). En effet, cette derniére

semble moins sensible a I'ouabaine probablememaison du type d’isoformes constituant
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les sous-unités de la pompe Na, K-ATPase. Cettaodétprésente I'avantage de fournir une
mesure dynamique de la viabilité cellulaire enisdiit I'Alamar Blue qui n’est pas
cytotoxique pour les cellules, permettant ainsi fde des lectures a différents temps
d’incubation. Par contre, pour détecter un effdbimkique des extraits de coquillages, un
temps de 48 heures d’exposition est nécessaireliceennd cette méthode inappropriée pour
répondre en situation d’'alerte.

Nos travaux sur la lignée Neuro-2a ont montré @iags nos conditions expérimentales et
aprés une extraction peu spécifique au méthandéskepermet de détecter des quantités de
PITX de I'ordre de 50 pug PITX par kg de chair dguilage, soit prés de 5 fois moins que le
seuil provisoire de 250 pg.Rg Le tableau ci-dessous récapitule les limites étealion

obtenues dans nos condtions expérimentales.

Limites de détection de la palytoxine par le testitd-2a
PITX pure 20 pM

avec PITX

Des travaux supplémentaires seraient nécessainesap@liorer la technique d’extraction des
PITXs a partir des efflorescences algales ou dgsilkages. Une extraction plus spécifique
permettrait d’augmenter la sensibilité du test utalte et contribuerait & une meilleure
appréciation du risque lié aux PITXs. Cet aspect shiscuté plus longuement dans la

discussion générale de ce manuscrit.

La lignée Neuro-2a permet donc, en fonction desditioms expérimentales, de détecter
spécifiguement 4 familles de neurotoxines dont ddses cellulaires sont connues : les
saxitoxines, les brévétoxines et les ciguatoxingsagissent sur le canal sodium voltage-
dépendant et les palytoxines qui agissent sur iapeoNa, K-ATPase (Figure 6 de I'article 3

reporté ci-dessous).
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Matrix extract

<Neuro-2a cell-based assé/

T,

Cell death No cell death
— > Palytoxin? ——> Saxitoxins, brevetoxins, ciguatoxins?
Pretreatment of Neuro-24 Quabain/veratridine
cells with ouabain inducing 50% cell death

Cell survival Cell death Cell survival Cell death

Palytoxin and Unknown toxic Saxitoxins and Brevetoxins,
analogues agent analogues ciguatoxins, and

analogues

A ce stade de nos travaux, nous avons caractégss€ponses du modele cellulaire Neuro-2a
suite a I'exposition a deux familles de neurotosiragissant selon deux modes d’actions
différents. Cela nous permet d’envisager I'utiisatde ce modéle dans des contextes de
toxicités sur I'animal non connues. Ainsi, il sqrassible de disposer d’'un certain nombre
d’éléements pour en déduire des interprétationsotibges et construites sur I'épisode toxique
d’'intérét. Ces apports, complémentaires de ceux dieséees phytoplanctoniques, de la
toxicité in vivo (signes cliniques, délais de mort), des donnéesnies par les analyses

chimiques permettront de disposer d’'une grilleat®ure qui permettra de mieux caractériser

le danger pour 'homme lié aux épisodes toxiquggiqtes.

Tout comme les PITXs, les spirolides sont consslétémme une famille de toxines
émergentes sur le littoral francais (Amzil et &007). Caractérisée il y a une quinzaine
d’années, cette famille de toxines a fait I'objaindnombre d’études toxicologiques limité.
Dans la continuité des travaux présentés jusquatijet du chapitre suivant est d’investiguer
les effets a I'échelle cellulaire d’'un analoguerésentatif de la famille des spirolides sur la
lignée Neuro-2a afin de compléter notre connaissalecce modele face a une autre famille
de neurotoxines, peu documentée du point de vusodemode d’action et de ses effets
cellulaires. L’'objectif ultime étant d’obtenir dééments permettant de mieux apprécier le

risque pour I’'homme, en complément des autres ahpsod’étude.
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Chapitre 4 — Investigations des effets toxiquegéhklle cellulaire du 13-desméthyle-C spirolide

I. Revue bibliographique

I.1. Généralités

Les spirolides font partie de la famille de toxirEsignées par Tindall et al. (1984) comme
Fast-Acting-Toxins, soit toxines a action rapider @les provoquent des symptémes
neurologiques suivis de la mort rapide des soumsirfs d’'une heure) aprés injection
intrapéritonéale. Cette famille inclut plusieur®gpes distincts que sont les gymnodimines,
les spirolides, les pinnatoxines, les ptériatoxieekes prorocentrolides (Molgo et al., 2007).
Les toxines a action rapide ont comme caractéustimppmmune de posséder un groupement
imine cyclique.

I.2. Organismes producteurs et répartition mondiale
L’origine phytoplanctonique des spirolides a ét&eren évidence par Cembella et al. (1998)
et Alexandrium ostenfeldiiFigure 22) a été identifie comme étant I'orgaregpnoducteur de
cette famille de toxines (Cembella et al., 2000).

Figure 22: Alexandrium ostenfeldit dissection (E. Nezan, Ifremer)

,,,,,

une espéce arctiqgue (Okolodkov et Dodge, 1996)e€ime a présent g ostenfeldiiest
largement réparti dans les eaux tempérées du dlohainsi été observé sur les cotes nord-
ouest de l'océan Atlantique, dans le golfe du Saanrent (Levasseur et al., 1998) et en
Nouvelle-Ecosse au Canada (Cembella et1898, 2000; Gribble et al., 2009). ostenfeldii

a été identifié sur les cotes méditerranéennesspadgie (Fraga et Sanchez, 1985), en France
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(Amzil et al., 2007), sur les cbtes nord-ouestaedbn Pacifique (Steidinger et Tangen, 1996)
et en Nouvelle-Zélande (MacKenzie et al., 1996).dCwflagellé a été récemment observé
sur les cotes italiennes de la mer Adriatique (Gietiio et al, 2006 ; 2009). Enfin, Alvarez et
al. (2009) ont mis en évidence la présence de lgf@eo dans des bivalvedMésodesma
donaciumetMulinia edulig récoltés sur les cotes nord du Chili.

En comparaison avec d'autres especddesandrium on connait assez mal la biologie et
I'écologie d’A. ostenfeldii Selon Kremp et al., 2009, cela est probablemiénau fait que
cette espece est présente dans la colonne d’eadabtes densités cellulaires (entre 100 et
1000 cellules par litre) et souvent en méme tenuasdiputres genres de dinoflagellés.

Au cours d’'une étude sur la diversité morphogénétigt les variations de la production de
toxines du genrélexandriumdes cétes irlandaises, Touzet et al. (2008) ahé iguis mis en
culture des cystes recueillis dans les sédimelstsont ainsi pu détecter les spirolides 13-
desMe-C et 13-desMe-D dans une culture obtenue rér ghun cyste dAlexandrium
peruvianumespéce proche A’ ostenfeldii

Alexandrium ostenfeldiest également connu comme producteur potentiedad@oxines.
Cembella et al. (2000) ont d’ailleurs montré Aubstenfeldiipouvaient produire en faibles
guantités les deux familles de toxines. A ce jaucune étude de toxicité aigué ou chronique
chez I'animal ouin vitro n'a été menée pour évaluer un possible effet gymee ou
antagoniste de ces deux familles de neurotoxines.

Par ailleurs, John et al. (2003) ont montré que lsar cotes écossaises)exandrium
tamarense producteur potentiel de saxitoxines, @&t ostenfeldii étaient présents
simultanément. L'identification de ces deux espé&epsse essentiellement sur des techniques
de microscopie a balayage qui nécessitent des ismanaes spécifiqgues en taxonomie et sont
relativement longues et colteuses a mettre en oduevnaise en place d’outils moléculaires

pour l'identification de ces deux espéces est emscde développement (Metfies et al., 2005).

[.3. Relation structure / toxicité

En 1995, Hu et al. caractérisent pour la prenf@separ spectrométrie de masse et résonance
magnétique nucléaire la structure des spirolides B isolés a partir de moul®¥ytilus edulis

et de coquilles Saint-Jacqusicopecten magellanicusollectées en Nouvelle-Ecosse. Ce
sont des macrocycles de poids moléculaire commige &677,5 et 709,5 en fonction des
analogues.

Les analogues B et D ont été deétectés chez deltvddvan Ecosse (Ruhl et al., 2001), en

Norvége (Aasen et al., 2005), en Espagne (VillanZates et al., 2006), en ltalie (Ciminiello
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et al., 2009) et en France (Amzil et al., 2007)eldizaine de analogues de spirolides ont été

caractérises (Figure 23).

(B)
(A)

Spirclide Ry Ry AZ-3
E H CHy *+
F H CHy -

Spirolide R, R

A H  CH "

B H  GH

o] CHy CH,

13-desmethyl-C CH, H
13,19-didesmethyl-G CH;  H
D CH

13-desmethyl-D CH, H

Spirclide Ry Ry
G CHs H
20-methyl-G CHy H

Figure 23: Structure chimique des composés de la familfespeolides (A) Composés biologiquement actifs
contenant un motif spiro-imine (*). (B) Composéslbgiquement inactifs, issus du métabolisme dealbés et
dans lesquels le systéme bicyclique incluant lafrapiro-imine (*) est ouvert. (d’aprédarrouchi et al., 2008).

Tous les analogues biologiquement actifs sur laisaenferment dans leur structure un
systeme bicylique incluant un motif spiro-imine.ueles analogues E et F caractérisés a
partir de glandes digestives de bivalves ne sambptfs sur la souris (Hu et al., 1996).

A la différence des analogues A-D et G et de lanedogues (dé)-méthylés, les SPX E et F ne
possédent pas ce motif spiro-imine (Figure 23)yhtthése selon laquelle ce motif serait le
pharmacophora, e. la partie pharmacologiquement active des spieslial donc été proposée
par Hu et al. des 1996.

Les spirolides E et F n'ont jamais été mis en éwdedans des culturesAdéxandrium
ostenfeldiini dans des prélevements de phytoplancton. Hu.&t1896 ; 2001) ont donc
considéré que les SPX E et F résultaient d'unedhiysie conduisant a I'ouverture du motif
spiro-imine des SPX A et B qui se produirait exislement dans les coquillages ayant

accumulé des SPX.

l.4. Aspects toxicologiques chez I'animal

L’administration par voie intrapéritonéale a desrso de doses létales de spirolides ou

d’extraits dA. ostenfeldiiou de bivalves contaminés provoque des symptémmsire
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neurologique qui apparaissent quelques minutes dprgction (Richard et al., 2001 ; Gill et
al., 2003). Ces symptdmes sont une pilo-érectiore, diminution des mouvements et du
comportement exploratoire, une hyper extension @k dne baisse de la coordination, une
gueue courbée en arc et des convulsions. La réspirabdominale est caractéristique,
indiquant une détresse respiratoire. La mort satvigpidement (entre 3 et 20 minutes apres
I'injection), ce qui a permis de qualifier les spides de toxines a action rapide (Fast Acting
Toxins).

Chez la souris, les valeurs de lagppour le spirolide C (forme 13-desMe-C, SPX-dC)tson
de 6,5 ug kg, 157 pg kg et 500 pg kg aprés que la toxine ait été injectée respectivemen
par voie intrapéritonéale, administrée par gavagaiaitée dans I'alimentation (Munday et
al., 2004 cité par Marrouchi et al., 2008).

Gill et al. (2003) ont montré que chez le rat efdaris injectés avec des doses létales, il n'y a
aucune atteinte macroscopique et histologique détiae, du foie, du cceur, des reins, des
poumons, de la rate et du tractus gastro-intestikal revanche, le SPX-dC affecte
spécifiguement certaines régions du systéme nergental, notamment le tronc cérébral et
'hippocampe avec une intensité liée a la quart@&oxine administrée (Gill et al., 2003).
L’injection d’atropine ou d’autres antagonistes désepteurs cholinergiques diminue le
temps de survie des animaux injectés avec le SPXd& que l'injection d’agonistes
(méthacholine) de ces mémes récepteurs augmemeenps de survie (Richard et al., 2001).
Enfin, des analyses transcriptionnelles réaliséparéir des cerveaux d’animaux traités ont
montré que I'expression des genes codant pour imestasous-unités des récepteurs
nicotiniques (RNACHh2 et RnACIf§4) et muscariniques (RmACh1, RmACh4 et RmACh5) est
augmentée chez les animaux traités (Gill et aD320

Bien que le mode d’action des SPXs ne soit pasreraacide, un certain nombre d’éléments
tendent a montrer que ces toxines agiraient auaniveées récepteurs cholinergiques

nicotiniques et/ou muscariniques.

1.5. Une action au niveau des récepteurs nicotiniques/eti muscariniques ?

1.5.1. Les récepteurs nicotiniques a I'acétylcholine

Les récepteurs nicotinigues (RnAChs) font partie ldefamille des récepteurs-canaux
extracellulaires (LGIC ou Ligand Gated lon Chann@utertre et Lewis, 2006). Ces
récepteurs canaux jouent un réle crucial dansalastnission synaptique. Les RnAChs sont
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présents a la fois dans le systeme nerveux cedtang le systeme périphérique et au niveau
des jonctions neuromusculaires. lls sont constitwEs cing sous-unités protéiques
transmembranaires qui s’arrangent symétriguemetduawd’'un axe perpendiculaire a la

membrane plasmique (Figure 24).
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Figure 24: Structure du récepteur nicotinique de I'acétglete situé dans la plaque motrice musculaire

Selon les sous-types, les RnAChs sont constitués cidg sous-unités identiques

(homopentameres) ou différentes (hétéropentam@reyovere et al., 2002).

[.5.1.1.La synapse cholinergique

Les RnAChs font partie des récepteurs canaux s#iugsveau des synapses cholinergiques.
lls contribuent, avec 'acétylcholinestérase (ACh&k)éguler l'intensité et la durée du signal.
En effet, I'influx nerveux se propageant dans letba présynaptique provoque la libération
d’acétylcholine (ACh) dans la fente synaptique libisson de '’ACh sur le RnACh va activer
le récepteur, ce qui se traduit par un bouleversérmsteuctural aboutissant a I'ouverture du
canal. Un flux entrant de Naet sortant de K provoque alors la dépolarisation de la
membrane post-synaptique et la transmission ddlukinnerveux ou la contraction
musculaire.

Le RnACh va ensuite se refermer et, en présencénocend’ ACh, entrer dans un état
désensibilisé. Le RnACh existe donc au moins dams états différents :

- un état de repos fermé et sensible a I'ACh,

134



Chapitre 4 — Investigations des effets toxiquegéhkelle cellulaire du 13-desméthyle-C spirolide

- un état actif ouvert,

- un état désensibilisé ferme.
Les molécules d’acétylcholine sont ensuite hydesdgspar I'AChE en choline et acétate. La
choline est ensuite prise en charge par un tratepoa choline. En présence de choline et de
coenzyme-A, la choline acétyltransférase (ChATalyae la formation d’acétylcholine dans
le cytosol. Celle-ci est ensuite incorporée darswisicules synaptiques au niveau du bouton
présynaptique avant d’étre libérée par exocytoses dia fente synaptique. Au niveau de la
synapse cholinergique, un signal chimique (ACh)destc converti en signal électrique par
l'intermédiaire du RnACh (Figure 25).

Synapse

Post-synapse

Figure 25: Fonctionnement d’une synapse cholinergique
L'élément présynaptique renferme la machineriesgre a la synthese (ChAT), au stockage, au toansp
(VAChT), a la libération et a l'inactivation (AChBY neurotransmetteur (ACh). L'élément post-synagti
spécialisé dans la réception des messages, renflemmsesa membrane plasmique les protéines réapthc
neurotransmetteur : les RnAChs. (d’aprés Mourod420

[.5.1.2.Les différents types de RnAChs

» Les récepteurs nicotiniques de type musculaire kmatlisés de maniere trés dense
dans les membranes post-synaptiques du myocytellécelu muscle strié squelettique) au
niveau de la jonction neuromusculaire ou plaquericetL’activation de ces récepteurs par
I'ACh se traduit par une initiation de la contractimusculaire. Les propriétés biochimiques
et biophysiques des RnAChs ont été établies grageétudes intensives menées sur le
récepteur de poisson torpille disponible en quantion négligeable (pour revue, voir
Whittaker, 1998).
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» Les récepteurs nicotiniqgues neuronaux quant aexexcent une influence modulatrice
sur le systéme nerveux central. lls sont constitlgsous unités (a7, a9 ounl0) ou d’'une
combinaison de sous unitéset § (e.g.04p2, a6a3p) (Le Novere et al., 2002). Une grande
diversité de combinaisons est donc possible imphtudes propriétés pharmacologiques
variées. Les récepteurs montrent notamment destiquie8 de désensibilisation tres
différentes (e.g. tres rapide chez, quasi absente che#p2), ils peuvent étre inhibés par la
nicotine (e.go9 eta9al10), étre insensibles atbungarotoxine ou étre activés par la choline
(e.g.a7,03p4, a4p4, a9 eta90l0. Pour revue, voir Pereira et al. (2002).

|.5.1.3.Sites de liaison des RnAChs

Des études électrophysiologiques et des expériatediaison ont permis de distinguer pour
ce récepteur RnACh plusieurs sites pharmacologigisticts. Les études structurales, la
mutagenese et les marquages chimiques dirigéseontig d’affiner la position de ces sites
(Corringer et al., 2000). Parmi ceux-ci, les sifh ou sites agonistes sont capables de lier
des agonistes et des antagonistes compétitifssellsrouvent dans la partie N-terminale
synaptique du récepteur a I'interface de deux smil®s : une sous-unité principatg €t une
sous-unité complémentairg, ¢ ou e pour les RnAChs musculairespou 3 pour les RnAChs
neuronaux) On dénombre soit deux (RnAChs type naiselet type neuronal Ill) soit cing
(RnAChs de type neuronal | et Il) sites de liaigmar récepteur. L’agoniste endogene est
'acétylcholine, mais de nombreuses molécules dactsires tres différentes (nicotine,
épibatidine, curare...) se lient aussi au site ACQ. (kagoniste anatoxine-a ou I'antagoniste
a-bungarotoxine). D’autres sites de liaison ont égent été décrits tels que les sites des

bloquants non compeétitifs ou encore les sites agesmnon compétitifs (Mourot, 2004).

1.5.1.4.Effets du SPX-dC au niveau des récepteurs nicokasiq

Récemment, Amar et al. (2008) ont montré que le -8Xbloque les RnAChs de fagon
irréversible au niveau du muscle squelettique deis@t au niveau d’ovocytes de Xénope
ayant incorporé dans leur membrane des récepteursmpille de type musculaireX),f15y.
Ces auteurs ont également montré que le SPX-dQibleg récepteurs neuronaux de type
humain exprimés dans des ovocytes de Xénope apjagion de ’ADNc spécifique. Le
SPX-dC déplace d-bungarotoxine (antagoniste compétitif) radio-iodéeces sites de liaison
au niveau des membranes de cellules HEK exprineaRnACha7-5HT; de poulet. Enfin, le
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SPX-dC déplace egalement I'épibatidine tritiée (agf@) de ses sites de liaison au niveau des
membranes de cellules HEK exprimant les récepteemsonaux4p2 humain et3p2 de rat.
Ces résultats constituent la premiére mise en gealde I'effet inhibiteur de SPX-dC sur les
RnAChs homo- et hétéropentamériques, effet paatitiplrement a sa neurotoxicité.

Des études en cristallographie permettant d’accéaeiliaisons a I'échelle moléculaire entre
une molécule et les protéines fixant 'ACh (ACh @img Proteins, AChBP) représentent un
outil de choix pour la compréhension du mode déectet I'étude de nouveaux ligands des
RnAChs. Cette technique a été employée par Bourak @008) pour visualiser le complexe
formé par 'AChBP et le spirolide ou la gymnodimjre® comparer ces résultats avec d’autres
complexes associant une AChBP et un ligand conifpgtifanique ou protéique des RnAChs.
Selon les auteurs, le spirolide et la gymnodimigeupent une position et une orientation
similaire au niveau du site de fixation.

L’ensemble de ces résultats mettent donc en éwdene interaction entre le spirolide et
différents sous-types de RnAChs, ce qui conforte dgmptdmes neurologiques mis en

évidence précédemment sur la souris par Richaatl €2001) et Gill et al. (2003).

1.5.2. Les récepteurs muscariniques a lI'acétylcholine

[.5.2.1.La transduction du signal

Les récepteurs muscariniques a 'ACh (RmAChs) siest récepteurs métabotropiques qui, a
'inverse des récepteurs ionotropiques, ne délimitgas de canal ionique. Les récepteurs
métabotropiques s’associent au niveau de leur fisicacellulaire avec des protéines qui
constituent un ensemble de réactions en chainespaindant a un systeme de transduction du
signal. Le signal intracellulaire transmis par msepteurs peut revétir deux formes :

- addition d’atomes de phosphore sur des protéptessphorylations)

- synthése de molécules de transmission intrae@ubppelées seconds messagers (le

premier messager étant le médiateur extracellyliaireACh).
Il existe donc deux sous-types de récepteurs mitghques : les récepteurs tyrosine-kinase
et les récepteurs couplés aux protéines G.
Les récepteurs muscariniqgues appartiennent a lalldades récepteurs métabotropiques
couplés aux protéines G. Typiquement, I'acétyletmlise lie au récepteur muscarinique, ce
qui entrainevia la stimulation de protéines G, la transmissiorsigmal vers un effecteur, une

enzyme qui réalise la synthése de seconds messegeés (AMPc, IP3 ou CG4. Ces
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seconds messagers stimulent des enzymes (desdlimgsecatalysent la phosphorylation de

protéines (Figure 26).

Wédiateur extracellulaire = premier messager
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Figure 26: La transduction du signal au niveau des réceptewscariniques de I'acétylcholine
(modifié d’aprés Bartolami, 2006)

1.5.2.2.Les différents types de RmAChs

Les RmAChs sont largement distribués dans l'orgaeisau niveau du systéme nerveux
central et du systeme parasympathique contrélatre esutres le tonus musculaire de
différents organes (e.g. cceur, vessie, poumorstinjells sont de ce fait impliqués dans un
grand nombre de maladies, notamment dans la matéflieheimer, la schizophrénie et la
maladie de Parkinson. La recherche de nouvellegculgs a potentiel thérapeutique ciblant
les RmAChs est donc toujours active (Langmead. £2@08).

Grace au clonage des genes codant pour les difétgpes de RmAChs, on distingue
actuellement cing sous-types de RmAChs : M1, M2, M3 et M5 (Caulfield et Birdsall,
1998). Les récepteurs de sous-type M1, M3 et M3 sonplés a la protéine Gq et leur
activation conduit & celle de la phospholipase BO)P ce qui provoque la libération de Ca
intracellulaire. L’activation des sous-types M2M4 conduit a l'inhibition de l'adénylate

cyclase (AC), provoquant une baisse du taux d’AMireulant (Figure 27).
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Sou«-types M1, M3 et M Soustypes M2 et M<

Figure 27: Les différents sous-types de récepteurs musqaes de I'acétylcholine
(modifiée d'aprés Fruchart-Gaillard et al., 2008)

Les sous-types M1, M4 et M5 sont principalemenalisés dans le systeme nerveux central
(cortex, hippocampe, substance noire). Les sowsstyd2 et M3 sont présents dans le

systeme nerveux central et dans le systeme péigpieéServent et Fruchart-Gaillard, 2009).

|.5.2.3.Sites de liaison des RmAChs

Les RmAChs présentent deux types de sites de riales ligands. De fagon simplifiée, on
distingue le site de liaison de I'agoniste endogéme des antagonistes compétitifs) et des
sites allostériques capables de lier des ligandslurateurs de [Iactivité biologique
(Chritopoulos et Kenakin, 2002).

|.6. Aspects réglementaires et méthodes de détection

Concernant les aspects réglementaires, bien queagdatiel neurotoxique des spirolides ait été
mis en évidence, ils ne font pour l'instant I'objgducune réglementation au niveau européen
car les données toxicologiques et épidémiologidessoncernant sont considérées comme
insuffisantes (Hess et al., 2006 ; Toyofuku, 20Q6)e évaluation du risque représenté par les
spirolides est actuellement en cours a I'Efsa. Eanée, les spirolides ne font pas

actuellement partie des toxines recherchées de fegsiématique lors de la surveillance des

coquillages (Krys et al., 2007).

Les spirolides ont été mises en évidence en 19®&drta de coquillages (moules et coquilles
Saint-Jacques) de Nouvelle-Ecosse, au Canadagdotassts réalisés par bioessais sur souris

pour le dépistage des toxines diarrhéigques.
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La chromatographie liquide couplée a la spectramétie masse (LC-MS) a permis
d’identifier et de quantifier les spirolides prétedans des extraits de bivalves et dans des
cultures dA. ostenfeldiile.g. Aasen et al2006 ; Ciminiello et al 2006 ; Fux et al., 2007 ).
Amzil et al. (2007) font état d'une limite de déten de 1 ug SPXs / kg chair par LC-
MS/MS. Bien que ces méthodes aient une sensil@titéne reproductibilité satisfaisantes,
elles ne permettent pas de mettre en évidenceld@res structuraux de toxines non encore
identifiés et/ou pour lesquels aucun standard wisgtonible.

Récemment, Vilarino et al. (2009) ont développé om&hode de détection des spirolides et
des gymnodimines par polarisation de fluoresceGette méthode de détection a été concue
comme un test d’inhibition. Elle repose sur la céfitipn entre la-bungarotoxine couplée a
un fluorophore et les spirolides pour la liaison régepteur nicotinique isolé du poisson

Torpedo marmorat@Figure 28).
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Figure 28: Principe du test d’inhibition reposant sur lasue de la polarisation de fluorescence

Ce test d'inhibition, basé sur le mode d’action tiesnes, présente I'avantage de pouvoir
détecter les différents types de toxines lianélepteur nicotinique de I'acétylcholine. Selon
les auteurs, la sensibilité du test est comprise & et 700 pug de 13-desméthyle-SPX par kg
de chair de moule. Les gymnodimines et les spieslisbnt deux groupes de toxines a action
rapide qui agissent sur ce type de récepteurs (Atnak., 2008 ; Kharrat et al., 2008). Si ces
deux types de toxines sont présents simultanénhergst pas possible de les distinguer avec

cette approche, & moins d’avoir une extractionifpée pour chaque famille de toxines.
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[I. Questions

Dans le contexte de I'apparition de neurotoxinesimea émergentes telles que les spirolides,
il est important de pouvoir évaluer le risque pbiubmme lié & la consommation de denrées
contaminées par cette famille de toxines. Si leé®les ont dans un premier temps été mis
en évidence par le bioessai sur souris (Hu e1895), ils ne sont actuellement pas recherchés
de facon systématique puisqu’ils ne font I'objeawtune réglementation dans I'attente de
I'évaluation du risque qu’ils représentent pourctnsommateur en cours a I'Efsa et de la
décision de la pertinence de la mise d’'une régléatien au niveau européen. Néanmoins,
leur potentiel neurotoxique a été démontré&ivo (Richard et al., 2001 ; Gill et al., 2003) et

uneétudein vitro a montrégu’ils se liaient au récepteur nicotinique (Amaakt 2008).

Dans la continuité des études présentées précéddnpuoer les autres neurotoxines, nos
travaux se sont donc orientés vers la mise en mactests sensibles au SPX-dC, faciles a
mettre en ceuvre. Dans ce contexte, notre but istedtiguer les effets a I'échelle cellulaire
du SPX-dC, seul analogue commercialisé a I'heungetie.

Les spirolides étant des neurotoxines a actiordegpes lignées cellulaires sélectionnées pour
la mise en place des tests sont des lignées deleselherveuses riches en récepteurs a
I'acétylcholine, dont le Neuro-2a, ou bien dedute$ transfectées exprimant en quantité plus
importante ce type de récepteur, comme la ligné®VVid. Les expériences de compétition
peuvent permettre de mettre en évidence I'effeneltoxine sur les récepteurs nicotiniques ou
muscariniques en s’appuyant sur l'utilisation d'aigtes ou d’antagonistes radiomarqués (e.g.
Jerusalinski et al., 2000 ; Daly, 2005 ; Fruchaaifard et al., 2008 ; Kharrat et al., 2008).
Mais, l'utilisation d’éléments radiomarqués estitéma des laboratoires de recherche ayant
des dispositions particulieres pour ces matériamaxis avons opté pour une approche plus
simple et plus généralisable. A cette fin, notn@déta donc consisté a mettre en place une
démarche expérimentale répondant aux questionsrges afin d’investiguer les effets a
I'échelle cellulaire du SPX-dC :

Quelle est la réponse des modéles cellulaires N2aret M1WT3 suite a leur exposition aux
spirolides ?

A notre connaissance, aucune étude sur la toxicitéitro du 13-desméthyle-C spirolide

(SPX-dC) n’a été conduite. Nous avons donc évaaféet cytotoxique du SPX-dC sur ces
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lignées cellulaires au moyen d'un test de cytotitkicDifférents marqueurs peuvent étre

utilisés :

- la mesure du taux de lactate déshydrogénase kansilieu extracellulaire

témoignant d’'une atteinte de la membrane cytoplase)i

- le taux d’incorporation du rouge neutre (RN) sl&es lysosomes,

- la mesure du taux de cristaux de formazan fordésartir du MTT (méthyle

tétrazolium) par la succinate deshydrogénase aanimitochondrial,

- la dégradation de la résazurine (Alamar Blueisdas cellules viables.

Dans ce travail de thése, seuls les tests au MTd l&&lamar Blue ont été utilisés pour

I'’évaluation de la CEkp.

L'utilisation d’agonistes ou d’antagonistes des epteurs nicotiniques et/ou muscariniques

a-t-elle un effet sur la mortalité cellulaire ?

Des études menées sur la souris (Richard et #&1)2iht notamment montré que I'atropine

(antagoniste des récepteurs cholinergiques) dimimaemps de survie des animaux injectés

avec du SPX tandis que la méthacholine (agoniste rdeepteurs muscariniques) et la

physostigmine (inhibiteur des cholinestérases) amemt ce temps de survie (Tableau XIlI).

Tableau XIlI: Effets sur le temps de survie de souris de mdifféies drogues (d’aprées Richard

et al., 2001)
Drogue Effet et/ou mode d’action Effet surle tggnuprissde survie de
Tropicamide Antagoniste des récepteurs muscarisigad’ACh Diminution
Atropine Antagoniste des récepteurs muscariniqedA€Ch Diminution
Pirenzepine Antagoniste des récepteurs muscariniged ACh Diminution
Gallamine Curare non dépolarisant Diminution
Propanolol Béta-bloquant Légere augmentation
Epinephrine Neurotransmetteur des systemes adrénergiques Léggneentation
(=adrénaline)
Physostigmineg Inhibiteur des cholinestérases Audgatien
Méthacholine Agoniste des récepteurs muscariniqadACh Augmentation

Sur la base de ces travaux, nous nous sommeséxtacioir I'effet sur la mortalité cellulaire

de différentes combinaisons impliquant d’'une parSPX-dC et d’autre part I'atropine, la

méthacholine et la néostigmine.

Quels parameétres complémentaires a la cytotoxietéon mesuré pour évaluer l'effet

toxique du SPX-dC sur lignée cellulaire ?
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Nous avons choisi de mesurer trois parametres @aaiuer les effets du SPX-dC sur des
lignées cellulaires. Notre choix s’est porté suis dexpériences réalisables en format
microplaque afin de pouvoir avoir un grand nombeeréplicats et de comparer les effets du
SPX-dC avec ceux de I'acide okadaique (OA). Ceidemété utilisé comme témoin positif
car I'effet de I'OA sur les parametres étudiésfaiitl’'objet de plusieurs travauxf{ Chapitre

1).

1- Afin d’évaluer la toxicité du SPX-dC sur le ssesxydant, nous avons mesurédax de
glutathion réduit (GSH) (Figure 29), molécule essentielle pour ddfdés aspects du

fonctionnement cellulaire.

Figure 29: Structure chimique du glutathion réduit (le ggement thiol R-SH est impliqué dans des réactions
avec les radicaux libres et les groupements élglailies d’autres molécules).

Il intervient notamment dans la détoxification dednobiotiques en neutralisant divers
produits du stress oxydant grace a son potentielctéur mais également dans la prolifération
cellulaire et la régulation de I'apoptose (e.g.sSiE999 ; Dringen, 2000). Une baisse du taux
de GSH peut étre considérée comme un indicatedoxdeité via la génération d’'un stress
oxydant La voie de biosynthese du GSH est constituée de éypes principales : la liaison
du glutamate a la cystéine est catalysée pardmtamylcystéine synthase (GCS), puis la
liaison entre la glutamyle-cystéine et la glycise @talysée par la glutathion synthétase (GS)
(Lavoie et al., 2009) (Encart 5).

La buthionine sulfoximine et la tert-butyle hydragone sont deux molécules qui agissent sur
la synthese du GSHf( Encart 5).
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Encart 5 - Effets de la buthionine sulfoximine et d la tert-butyle hydroquinone
sur la synthese du GSH

L-Glutamate + L-Cystéine

La buthionine sulfoximine (BSO) provoque une baidse
\| taux de GSH intracellulaire en inhibant I'enzymé dk la
E voie de biosynthése du GSH : laglutamylcystéine

synthase (Hamilton et al., 2007).
La tert-butyle-hydroquinone (tBHQ) est un antioxytia
phénoliqgue de synthése. Lavoie et al. (2009) omtraq
sur des cultures d'astrocytes et de neurones qsee de
«— tGlycine  concentrations non toxiqgues de tBHQ induisgnt
'expression de génes impligués dans la voie | de
GS biosynthése du GSH et que cela s’accompagne d’'une
augmentation de la synthese de GSH.
v Dans notre étude, la BSO et la tBHQ ont donc |été
Glutathion GSH utilisée§ comme molécu!es témoins pour obt_enir
respectivement soit une baisse du taux de GSHusei
augmentation du taux de GSH dans les cellules.

v

y-Glutamylcystéine

La méthode de mesure du GSH utilisée repose sugaetion catalysée par la glutathion
transférase entre le dibromobimane et le groupenméoit du GSH pour former un produit
fluorescent hydrosoluble (Kosower et Kosower, 199%) quantité de produit fluorescent

formé dépend donc de la quantité de GSH disponible.

2- Les changements au niveau du potentiel de membrane mdbondriale (PMM) sont

caractéristiques de la voie intrinseque de l'apsptampliquant les mitochondries
(Hengartner, 2000 ; Elmore, 2007). Afin de confirnke processus apoptotique, d’autres
expeériences (e.g. activation de la caspase 3, fatation de 'ADN) doivent étre menées en

complément.

3- Le potentiel génotoxique du SPX-dCa été évalué avec le marqueur fluorescent SYTO13
(Encart 6). Le SYTO13 est un marqueur fluorescentl’@poptose qui se lie aux acides
nucléiques. Il pénétre dans les cellules dontdmbrane plasmique n’est pas altérée.

Encart 6 - Principe méthodologique pour le SYTO13

Dans des cellules « controle », le SYTO13 se lieamides nucléiques et va établir des interactimmologues
qui se traduisent par un phénoméne de « quenchfimipibition) de fluorescence. Le SYTO13 ne flumesjue
lorsqu'il est lié aux acides nucléiques.

A l'inverse, dans des cellules traitées avec unpzs@ agissant sur les acides nucléiques, la déssagian des
acides nucléigues ne permet pas au SYTO13 d'établiype d’interaction et donc I'inhibition de flescence
est levée. La mesure de I'état d’inhibition de feexence du SYTO13 dans les cellules permet ainsiaburer
le niveau de désorganisation des acides nuclélguas traitement.
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Modifié d’aprés Derick et al. (2009).

[1l. Matériel et méthodes

l1l.1. Les lignées cellulaires

[11.1.1. La lignée de neuroblastomes Neuro-2a

Les tests de toxicité ont été réalisés sur uneégrellulaire cancéreuse de neuroblastomes de
souris (Neuro-2a, ATCC CCL-131, (LGC Promochem,nEed). Ce sont des cellules
adhérentes qui, une fois en culture dans des d¢onslifavorables, se développent et forment
un tapis sur le fond de la flasque.

La lignée cellulaire est cultivée dans du milieucddture complet composé de RPMI 1640
sans glutamine additionné de 10 % de sérum defeetal (SVF), de L-glutamine (600 mg.L

1), de pyruvate de sodium (88 mg)Let 1% d’une solution antibiotique pénicilline @00 U

et streptomycine 10 mg.rfiLL

Les cultures ont été effectuées dans des flasques $tériles de 75 cm?2 maintenues dans une
chambre de culture & 37°C et 5% de,CO

Dans nos conditions de laboratoire, les cellulgsévé repiquées tous les cing jours (ce qui
correspond a une confluence de 80%-90%), sous otte & flux laminaire, en conditions
stériles. Le repiquage a été effectué par déecoherdes cellules grace a une projection de

milieu de culture.
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I1.1.2. Lalignée MIWT3

La lignée de cellules ovariennes de hamster MIWATCC CRL-1985, (LGC Promochem,
France)) a été obtenue par transfection de la digpdO-K1 avec le vecteur d’expression
pSVL contenant le gene m1 codant pour le réceptaigcarinique a I'acétylcholine du rat.
Les cellules ainsi obtenues ont été co-transfea@ees pMSVNeo puis les cellules M1IWT3
ont été sélectionnées pour leur aptitude a croitnes un milieu de culture contenant 0,5
mg.mL* de généticine G418.

La lignée cellulaire M1WT3 est cultivée dans duieunil de culture complet composé de
Ham’'s F12 additionné de 10 % de sérum de veau (faal-glutamine (0,6 g.t), de
pyruvate de sodium (88 mg'), d’hydrogénocarbonate de sodium (1,5%9.kt 50 pg.mr*

de généticine G418 pour maintenir la pression thxgén.

Les cultures ont été effectuées dans des flasques $tériles de 75 cm?2 maintenues dans une
chambre de culture & 37 °C et 5% de,CO

Dans nos conditions de laboratoire, les cellulésgthrepiquées par trypsination tous les cing
jours (ce qui correspond a une confluence de 80%%RGous une hotte a flux laminaire, en

conditions stériles.

[11.2. Tests utilisés

l11.2.1. Le test de cytotoxicité au MTT

Les cellules sont inoculées & la densité de *2ddllules par mL dans des plaques
transparentes 96 puits (100 pL par puits). Apreked#es de culture, le milieu est éliminé par
retournement de la microplague. Une gamme de togstepréparée dans du milieu sans
sérum (n=3 réplicats par concentration). Le solfaréthanol) n’excéde pas 5% du volume.
Les cellules sont exposées a la toxine (200 plLppés) pendant 6, 24 ou 48 heures. Des
contrbles « Cellules » (cellules incubées avec dieunde culture sans sérum) et « Solvant »
(cellules incubées avec la dose maximale de solviligée pour la gamme de toxine) sont
systématiqguement réalisés sur chaque plaque (mimigpuits par contréle).

Apres la période d’exposition, la morphologie dekutes est observée au microscope inverse
puis le milieu est éliminé par retournement de liaroplaque avant ajout de 100 pL de
solution de MTT & 5 mg mt Les microplaques sont ensuite incubées penddmeule a
37°C. Des cristaux de formazan se sont formés tEszellules viables, résultant de la
conversion du MTT par la succinate déshydrogénasenigeau mitochondrial. Aprés
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élimination du MTT, les cristaux de formazan somsdus dans du diméthyle sulfoxide
(DMSO). Les microplagues sont placées sur tablgi@daon a I'abri de la lumiére pour
homogénéiser la coloration avant lecture de l'dibmoce a 540 nm dans un lecteur de

microplagues UVM 340 (Asys).

l11.2.2. Le test de cytotoxicité avec I'’Alamar Blue

Les cellules sont inoculées & la densité de *2ddllules par mL dans des plaques
transparentes 96 puits (100 pL par puits). Apreked#es de culture, le milieu est éliminé par
retournement de la microplague. Une gamme de togstepréparée dans du milieu sans
sérum (n=3 réplicats par concentration). Le solfaréthanol) n’excéde pas 5% du volume.
Les cellules sont exposées a la toxine (200 ulppés) pendant 24 heures. Des contrdles
« Cellules » (cellules incubées avec du milieu uluce sans sérum) et « Solvant » (cellules
incubées avec la dose maximale de solvant utiligéer la gamme de toxine) sont
systématiqguement réalisés sur chaque plaque (minigpuits par contréle).

A lissue du temps d’exposition, la microplaque estée par retournement. Tous les puits
recoivent ensuite 100 pL de solution d’Alamar Bilieée au 1/25dans du milieu de culture
sans sérum afin d’évaluer le pourcentage de sulesecellules. La microplaque est incubée
une heure a 37°C et 5% @QJne mesure de la fluorescence permettant d’évéuguantité
de cellules par puits est faite a une longueur dkod’excitation 525 nm et d’émission
comprise entre 580 nm et 640 nm dans un lecteumabeoplaques Modulus (Turner
Biosystems, USA).

111.2.3. Mesure du taux de glutathion réduit intracellulairavec un marqueur

fluorescent : le dibromobimane

Cette méthode est adaptée de Cox et Cardozo-PE867). Les cellules Neuro-2a sont
inoculées & la densité de 2X&llules par mL dans des plaques noires a fomperent 96
puits (100 pL par puits). Aprés 24 heures de celtler milieu est éliminé par retournement de
la microplaque. Les cellules sont ensuite expo8ddseures a une toxine (SPX-dC ou OA).
Deux molécules témoin ont également été utilisdasbuthionine sulfoximine (BSO) et la
tert-butyle-hydroquinone (tBHQ) induisant une intidn de la synthése du GSH et une
induction de la synthese de GSH, respectivement.
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A lissue du temps d’exposition, la microplaque estée par retournement ou aspiration.
Tous les puits regoivent ensuite 100 pL de solutiddamar Blue diluée au 1/35lans du
milieu de culture sans sérum afin d’évaluer le pentage de survie des cellules. La
microplaque est incubée une heure a 37°C et 5%. ©@e mesure de la fluorescence
permettant d’évaluer la quantité de cellules paitspest faite a une longueur d’onde
d’excitation 525 nm et d’émission comprise entr® B8 et 640 nm. Une solution fille de
dibromobimane a 80 uM est préparée extemporanédard du PBS stérile a partir de la
solution stock a 4 mM dans du DMSO. Tous les milgtéa microplague recoivent ensuite 100
ML de la solution de dibromobimane a 80 uM. La optaque est incubée pendant 30 min a
37°C et 5% C@ Une mesure de la fluorescence est faite a urgutanr d’onde d’excitation
de 365 nm et d’émission comprise entre 410 nm @trd6.

Pour comparer I'effet des différents traitementsg ANOVA suivie de post-test de Dunnett
ont été realisées avec le logiciel GraphPad Prisrsipn 5). Le seuil de 5 % est retenu pour

déclarer une différence significative entre lestdilas et les différents traitements.

[11.2.4. Evaluation de la baisse du potentiel de membrangatinondriale sur la

lignée de neuroblastomes Neuro-2a

Cette méthode est adaptée de Leira et al. (20@DA1b). Les cellules sont inoculées a la
densité de 2.T0cellules par mL dans des plaques noires & fomdparent 96 puits (100 pL
par puits). Aprés 24 heures de culture, le miliei éliminé par retournement de la
microplague. Une gamme de toxine est préparéedlanslieu sans sérum (n=3 réplicats par
concentration). Le solvant (méthanol) n’excede psdu volume. Chaque puits recoit 200
pL de solution contenant la toxine (ou 200 pL ddiemisans sérum pour les contrdles
« Cellules » ou 200 pL de milieu contenant la dosximale de solvant utilisée pour la
gamme de toxine (contréle « Solvant »)).

Les cellules sont exposées 24 h a la toxine psisriieroplaques sont centrifugées a 725 g
pendant 5 min a 25°C afin que les cellules quiiantgperdu leur capacité d’adhérence ne
soient pas éliminées dans les étapes suivantequ&@ite pL de milieu sont prélevés dans
chaque puits et remplacés par 50 pL d’'une solute®Mitotracker Red CMXRos (Invitrogen)
permettant d’avoir une concentration finale de W50 Les cellules sont incubées 45 min a
37°C. Les microplaques sont a nouveau centrifugé&b g pendant 5 min puis le milieu est
éliminé par aspiration. Les cellules sont ensuiteées avec 100 pL de PBS. La mesure de la

fluorescence est réalisée a une longueur d’ondecittdion de 525 nm et aux longueurs
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d’ondes d’émission comprises entre 580 et 640 npre# soustraction du bruit de fond, le

pourcentage de fluorescence moyenne est calcul@paort au contrdle « solvant ».

[11.2.5. Effet du SPX-dC sur la fragmentation des acidesaieiques des

cellules Neuro-2a

Cette méthode est adaptée de Derick et al. (20@3)cellules Neuro-2a sont inoculées a la
densité de 2.T0cellules par mL dans des plaques noires a fomdparent 96 puits (100 pL
par puits). Aprés 24 heures de culture, le miliei éliminé par retournement de la
microplague. Une gamme de toxine est préparéedlanslieu sans sérum (n=3 réplicats par
concentration). Le solvant (méthanol) n'exceéde psdu volume. Chaque puits recoit 200
ML de solution contenant la toxine (ou 200 pL ddiemisans sérum pour les controles
« Cellules » ou 200 pL de milieu contenant la dosimale de solvant utilisée pour la
gamme de toxine (contréle « Solvant »)). Les cefiidont ensuite exposées 24 heures ou 48
heures a une gamme de SPX-dC. Une solution de S3¥TMalecular Probes) a (M est
préparée dans du milieu de culture non compléneepgatir de la solution stock commerciale
a 5 mM. Sans vider la microplague, on dépose 28gqila solution de SYTO13 a 10 uM dans
les puits. Les cellules sont incubées 30 minutdg°& et 5% de CO A l'issue de ce temps
d’incubation, une premiere mesure de fluorescehgede la microplaque est réalisée dans le
lecteur de microplaques a fluorescence a la longdewmde d’excitation de 490 nm et aux
longueurs d’ondes d’émission comprises entre 51876t nm. La microplaque est ensuite
illuminée pendant 10 secondes sur un dispositifdldppé par la société Novaleads) de fagon
a induire une photodégradation du SYTO13. Une dena&i mesure (|) de la fluorescence
est alors réalisée. Les résultats sont exprimés Isoiorme d’'un pourcentage entre l'intensité

de fluorescence finale et I'intensité de fluoreseeimitiale avant illumination (100 %d/lix;).
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V. Résultats

IV.1. Effet du 13-desméthyle-C spirolide (SPX-dC) sur laiabilité des lignées
cellulaires Neuro-2a et MIWT3

IV.1.1. Evaluation de la cytotoxicité du SPX-dC avec lettas MTT sur les
lignées cellulaires Neuro-2a et MIWT3

Les effets cytotoxiques du SPX-dC ont été évalugs lp test MTT aprés deux durées
d’exposition (24 et 48 heures) pour les cellulesuiide2a et MIWT3 (Figures 30 et 31).
Aucun effet cytotoxique significatif n'a pu étre snen évidence sur les deux lignées
cellulaires Neuro-2a et MIWTS3.
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Figure 30: Viabilité des cellules Neuro-2a (évaluée paek iu MTT) exposées a une gamme de SPX-dC
pendant 48 heures. Les résultats sont exprimés@egntage de survie (+ écarts-types) par rappocbatrole
solvant et correspondent a la moyenne de troisreqmes réalisées en triplicats.
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Figure 31: Viabilité des cellules M1IWTS3 (évaluée par letts MTT) exposées a une gamme de SPX-dC
pendant 24 heures. Les résultats sont exprimésumcgntage de survie (+ écarts-types) par rapjpocbatréle
solvant et correspondent a la moyenne de troisrexmes réalisées en triplicats.
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IV.1.2. Evaluation de la cytotoxicité du SPX-dC avec I'AlamBlue sur la

lignée cellulaire Neuro-2a

L’effet du SPX-dC sur a été évalué sur la lignéaiide2a apres un temps d’exposition de 24

heures. Aucun effet cytotoxique n’a pu étre migeidence avec I'’Alamar Blue (Figure 32).
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Figure 32: Viabilité des cellules Neuro-2a (évaluée paekt avec I'Alamar Blue) exposées a une gamme de
SPX-dC pendant 24 heures. Les résultats sont egprém pourcentage de survie (+ écarts-types) papraau
contrdle solvant et correspondent a la moyenneaite éxpériences réalisées en triplicats.

IV.2. Effets d’antagonistes ou d’agonistes des récepteumsuscariniques et du SPX-
dC sur la survie des cellules Neuro-2a évaluée aviedest au MTT

La cytotoxicité de I'atropine, de la néostigminedet la méthacholine a été évaluée sur la
lignée Neuro-2a aprés 24 heures de traitement. Qg de 5 mM a été déterminée pour
'atropine. Les deux autres composés testés sea@més étre non cytotoxiques dans nos
conditions expérimentales.

Aucun effet synergique de I'atropine et du SPX-d&€pu étre mis en évidence.

IV.3. Effets du SPX-dC sur le taux de glutathion réduit @ la lignée Neuro-2a
Deux molécules (la BSO et la tBHQ) ont été tesgms leur cytotoxicité sur les cellules
Neuro-2a en vue de leur utilisation comme molécudsoins sur le taux de GSH (e.qg.
Sebastia et al., 2003 ; Cox et Cardozo-Pelaez,)2&i0domparaison avec les effets du SPX-
dcC.
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IV.3.1. Evaluation de la cytotoxicité de la BSO et de |aH® par le test au MTT
sur la lignée Neuro-2a

Les effets cytotoxiques de la BSO et de la tBH@apme durée d’exposition de 24 heures
des cellules Neuro-2a ont été évalués par un telstTa (Figure 33).
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Figure 33: Effets de la BSO (a) et de la tBHQ (b) sur leviudes cellules Neuro-2a exposées pendant 24
heures. Les résultats sont exprimés en pourcedtagarvie (+ écarts-types) par rapport au congble
correspondent a la moyenne de deux expérienceséesken triplicats.

Dans nos conditions expérimentales, la BSO estidére comme non cytotoxique (% survie
> 80% pour des concentrations allant de 10 a 500 pM)

Pour la tBHQ, une Cfg de 8,6 UM a été déterminée, mettant ainsi en pualen potentiel
cytotoxique de ce compose.

IV.3.2. Evaluation de I'effet de la BSO et de la tBHQ s faux de GSH

Les effets de la BSO (inhibiteur de la syntheseG&H) et de la tBHQ (inducteur de la
synthese de GSH) sur le taux de GSH des cellulesoNza ont été évalués aprés 24 heures
d’exposition des cellules Neuro-2a a l'une ou Ffaunolécule. Les résultats obtenus exprimés

en pourcentage de fluorescence par rapport audtersiont présentés sur la figure 34.
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Figure 34: Evolution du taux de GSH des cellules Neuro-gaosées pendant 24 heures a la BSO (a) ou a la
tBHQ (b). Les résultats sont exprimés en pourcentigfluorescence (+ écarts-types) par rapporoatrale et
correspondent a la moyenne de deux expérienceségslen quintuplicats.
* indique une différence significative a p<0,05 papport au contrble.

Le pourcentage de fluorescence mesuré apres teitemes cellules avec des concentrations
de BSO allant de 25 a 350 uM est significativenpdas faible que pour le contréle, mettant
ainsi en évidence une diminution du taux de GSHs diesicellules.

Dans les cellules traitées avec des concentrationcytotoxiques de tBHQ.€. 2 et 5 uM),
seule la concentration a 5 pM permet d’obtenir uourpentage de fluorescence
significativement plus élevé que le contrdle.

Les concentrations de 100 uM de BSO et de 5 puMBHEta donc été choisies pour la suite
des expériences comme témoignant respectivememtedfet inhibiteur de la BSO sur le taux

de GSH et d’'un effet inducteur de la tBHQ sur lextde GSH.

I\VV.3.3. Evaluation de I'effet du SPX-dC et de I'OA sur laux de GSH des

cellules Neuro-2a
Nous avons évalué l'effet du SPX-dC et de I'OA s$artaux de GSH aprés 24 heures
d’exposition des cellules Neuro-2a et comparé ésaltats avec ceux obtenus pour les deux
marqueurs de stress BSO et tBHQ. La figure 35 reaiqie le SPX-dC et I'OA induisent une

baisse significative du taux de GSH par rappoitaniréle.
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Figure 35: Evolution du taux de GSH des cellules Neuro-gsosées pendant 24 heures a tBHQ, a BSO, a
SPX-dC et a OA. Les résultats sont exprimés engemtage de fluorescence (+ écarts-types) par rappor
contrble et correspondent a la moyenne de troiérerpces réalisées en quintuplicats. * indiquedifférence
significative a p<0,05 par rapport au controle.

Les deux plus fortes concentrations de SPX-dCdsqtE00 et 200 nM) permettent d’obtenir
un pourcentage de fluorescence significativemeffierént du controle MeOH. L'OA

provoque une diminution significative de GSH deplls faible concentration testée (22 nM).

IV.4. Effets du SPX-dC et de I'OA sur les changements gmtentiel de membrane

mitochondriale sur la lignée Neuro-2a

La concentration optimale de Mitotracker Red a ddé&erminée sur la lignée Neuro-2a en
testant des concentrations allant de 10 a 2000uUrid.coloration optimale a été obtenue pour
une concentration de 750 nM de Mitotracker Red.

Dans nos conditions expérimentales, 'OA provoquee wiminution du potentiel de
membrane mitochondriale alors que le SPX-dC n’adyefet significatif sur le potentiel de

membrane mitochondriale des cellules Neuro-2a egmpendant 24 heures (Figure 36).
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Figure 36: Effets de I'OA et du SPX-dC sur le potentielrdembrane mitochondriale des cellules Neuro-2a
exposeées 24 heures aux toxines. Les résultategpnimeés en pourcentage de fluorescence (+ SEMjgpgiort
au contrdle solvant et correspondent a la moyederguatre expériences réalisées en triplicats.

IV.5. Effet du SPX-dC et de I'OA sur la fragmentation desacides nucléiques sur la

lignée Neuro-2a

Les cellules Neuro-2a ont été exposées pendantiiB@t45 min a une gamme de SYTO13
afin de déterminer la concentration et la duréaadibation permettant d’obtenir le ratio
lin/lini 1€ plus élevé. Une concentration de SYTO13 de 2gpgliquée pendant 30 min aux
cellules a été retenue.

Dans ces conditions, le SPX-dC ne provoque pasaggnentation des acides nucléiques des
cellules Neuro-2a (Figure 37) alors que pour 'Qike Ckp de 49 nM a été déterminée,

confirmant I'effet de I'OA sur la fragmentation dasides nucléiques.
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Figure 37: Effets du SPX-dC et de I'OA sur la fragmentatd®s acides nucléiques des cellules Neuro-2a
exposées pendant 24 ou 48 heures. Les résultatexgmmmeés sous la forme d’un ratio d’intensité de
fluorescence finale apreés illumination des cellydasrapport a la fluorescence initiale et corresjgmt a la
moyenne de deux expériences réalisées en triplicats
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V. Discussion

Notre étude nous a permis, dans nos conditionsriex@étales, de mettre en évidence les
points suivants (résumes sur la figure 38) :

- le SPX-dC n’est pas cytotoxique sur les lignéebulaires Neuro-2a et M1WT3
exprimant toutes deux des récepteurs muscarinidgié8Ch,

- le test de cytotoxicité classique au MTT n’a pasmis de mettre en évidence un
effet antagoniste ou synergique du SPX-dC aveaopate, la méthacholine ou la
néostigmine,

- le SPX-dC induit un stress oxydant mis en éwgetians notre étude par une baisse
significative du taux de GSH,

- -le SPX-dC n’induit pas de fragmentation deslesinucléiques.

Le fait que le SPX-dC induit une baisse du tauxG&H permet de montrer que la toxine
pénetre dans la cellule et qu’elle est reconnuenceman composé xénobiotique, ce qui peut

enclencher le processus de détoxification.

- SPX-dC : pas de SPX-dC : pas de
Liaison du SI"X-c‘iC‘ aux récepteurs cytotoxicité directe fragmen 'rafion des
nicotiniques (cette étude) acides nucléiques

(Amar et al.. 2008 : Vilarino et al.. 2009)
(cette étude)
Ny y
L] ' v
RnACh RmACh

GSH 6556

SPX-dC : pas de
" baisse du potentiel
de membrane

&S mitochondriale
(cette étude)
/
SPX-dC : baisse du

taux de GSH
(cette étude)

Figure 38: Schéma récapitulatif des effets du SPX-dC a Bélettellulaire

Effets cytotoxiques du SPX-dC

La solution commerciale de SPX-dC a une concentrate 10 uM dans le méthanol. Afin de
pouvoir considérer comme négligeable 'effet cyxiqae de ce solvant sur les cellules, une
dose maximale de 5% de MeOH a été utilisée, carrefgnt a une concentration maximale
de SPX-dC de 500 nM.
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Apres traitement des cellules Neuro-2a et MIWT3dpeh 24 ou 48 heures avec le SPX-dC,
aucun effet cytotoxique significatif n'a pu étresmén évidence ni avec le test au MTT, ni
avec I'’Alamar Blue pour des concentrations en texitant jusqu’a 500 nM.

Ces deux indicateurs de cytotoxicité sont rédwarsges enzymes mitochondriales (Mosmann,
1983 ; O’'Brien et al., 2000). La cytotoxicité mesaravec le MTT ou I'Alamar Blue en
réponse a un toxique peut donc étre interprétéemmonia résultante d'une atteinte
mitochondriale bien que Gonzalez et Tarloff (208iENt montré que ces deux réactifs étaient
egalement réduits par des enzymes cytosoliqueorat douvaient refléter un stress plus
global.

Dans les conditions expérimentales utilisées, éabs de réponse cytotoxique au SPX-dC
mise en évidence sur les lignées Neuro-2a et M1\W&t3donc compatible avec le mode
d’action envisagé du SPX-dC. Si on considéere queSRX-dC se lie aux récepteurs
nicotinigues ou muscariniques, lI'absence de cyioi@x montre que des processus de
compensation des flux ioniques sont sans douteemislace par la cellule. On peut donc se
poser la question du nombre et du (ou des) typis)écepteurs présents dans les lignées
cellulaires utilisées ainsi que des configuratidegixation de la toxine a ces récepteurs.

En effet, a I'échelle cellulaire, la liaison du SHEIK sur les récepteurs nicotiniques de ’ACh
peut avoir comme effet une modulation des fluxdomes (N4, C&*, K*) qui, compensée par
d’autres mécanismes, n‘aurait pas d'effet de cyioi® directe. Une affinité du SPX-dC
pour des récepteurs muscariniques (Gill et al. 32@@ut entrainer, en fonction du sous-type
de récepteur impliqué, une modulation de l'actid&éla phospholipase C ou de I'adénylate
cyclase ¢f. Figure 8) et donc des effets sur le taux d'imdsiiphosphate, le taux de €au

la quantité d’AMPc, ces parameétres pouvant eux-nségtee soumis a d’autres types de

régulations.

Effet du SPX-dC sur le taux de GSH

L’exposition des cellules Neuro-2a pendant 24 hewma SPX-dC provoque une baisse
significative du taux de GSH. Dans nos conditioxgéeimentales, I'OA et la BSO conduisent

au méme type de résultat. S'’il est a présent amw que la BSO inhibe 'enzyme clé de la
synthese du GSH (Hamilton et al., 2007), I'effetl'@A sur la voie de biosynthése du GSH

n'a, a notre connaissance, pas été investiguét l@nc actuellement impossible de savoir si
la déplétion en GSH observée suite au traitementcdiules avec le SPX-dC ou I'OA est la

conséquence d’une inhibition de la synthése de GsHune consommation accrue de GSH,

signe d’'une métabolisation de ce composé dan®tEepsus de détoxification.
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Afin de s’assurer que la déplétion en GSH corredpohien a une consommation plus
importante sous I'effet du stress induit par lainexil serait intéressant de mesurer I'activité
des enzymes impliquées (e.g. la glutathion percsgiddans le cycle redox du GSH/GSSG.

Si I'on se replace dans le schéma général du posede détoxification des xénobiotiques
(phase | de modification, phase Il de conjugaisbrplease Il d’élimination), il pourrait
€galement étre intéressant d’étudier le métabolisgleillaire du SPX-dC en utilisant par
exemple une lignée cellulaire d’hépatocytes (lee f@tant considéré comme l'organe
détoxifiant principal). Cela permettrait dans urermier temps de caractériser la voie
principale de détoxification (e.g. cytochromes P4fQtathion-S-transférase) en recherchant
les conjugués formés par spectrométrie de masdée @gproche a permis par exemple a
Radwan et Ramsdell (2006) de montrer que la br&wrddPbTx-2 est métabolisée par deux
voies différentes : activation de cytochromes P450conjugaison au GSH grace a la

glutathion-S-transférase aboutissant a la format@oonjugués PbTx-2-cysteinyle2.

Effet du SPX-dC sur les processus d’apoptose
Sur la lignée Neuro-2a, dans nos conditions expriaies, le SPX-dC ne provoque pas de
baisse du potentiel de membrane mitochondriale émiévidence avec le Mitotracker Red) ni

de fragmentation des acides nucléiques (mis eregegalavec le SYTO13).

Spirolide, gymnodimine et acide okadaique

Pour évaluer l'effet de doses supérieures sur &anpetres évoqués précedemment, une
approche consisterait a évaporer la solution comialerafin de la concentrer et de pouvoir
tester des concentrations de SPX-dC allant jusb@’aM. Au-dela du colt représenté par une
telle approche, I'intérét semble limité. En effetagunow et al. (2005) ont mis en évidence
'absence de cytotoxicité (test au MTT) de la gyelinune (GYM), autre toxine a action
rapide comportant le motif imine cyclique et agigssur les récepteurs nicotiniques de 'ACh
(Kharrat et al., 2008), sur la lignée Neuro-2a paes concentrations allant jusqu’a 10 pM. lIs
ont en revanche montré que les cellules sensiédiagec un prétraitement a la GYM (10 uM
pendant 24 heures) étaient plus sensibles a l'askddaique (100 nM) que les cellules non
pré-exposees (mortalité cellulaire plus élevée wgneentation du nombre de cellules
apoptotiques) mais ne précisent pas si cet effetpégifique. Les résultats de Dragunow et al.
(2005) semblent mettre en évidence un effet sygeegide la GYM sur le processus
apoptotique induit par I'OA. Il pourrait donc étietéressant, dans le cas de SPX-dC,

d’explorer les effets apoptotiques (e.g. modifimas de la morphologie cellulaire,
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fragmentation de ’ADN) avec un temps d’expositides cellules et des concentrations en

toxine plus élevés et également en combinaison IEVAC
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Les efflorescences phytoplanctoniques ont augmemtiééquence et en intensité ces
derniéres années, notamment en relation avec Bggements climatiques (e.g. Miraglia et
al., 2009) et I'eutrophisation des milieux aquatisiyHeisler et al., 2008). Dans ce contexte,
sont mises en évidence d'une part de nouvellescespéesponsables d'efflorescences
productrices de toxines connues et de nouvelleésdexet, d’autre part, de nouvelles toxines
ou des toxines connues affectant de nouvelles Zitorales.

Ce travail de thése s’inscrit dans l'approche dlbaui vise, sur la base des outils
complémentaires que sont les tests de toxiaitgivo, les tests cellulaires vitro et les
analyses chimiques, a apporter des connaissancesettent de mieux identifier voire
caractériser le danger pour ’'homme représentélgsmtoxicités nouvelles ou émergentes.
Notre démarche s’appuie sur la caractérisatiorré@snses obtenues sur un modele cellulaire
expose a des neurotoxines connues présentantediffémodes d’action. L’objectif est de
disposer d’'une batterie de testsvitro qui permette de cribler I'effet de toxines incoassur
des modeles dont les réponses ont été caractépséaiablement. Les principaux résultats
obtenus au cours de ce travail de thése ont ététdis dans les sections « Discussion » des
différents chapitres. Dans ce chapitre final, dsost replacés dans un contexte plus général
en essayant d’évaluer leurs apports et leurs lgmiie a vis de la problématique des toxines
produites par des efflorescences phytoplanctonigtieles moyens permettant d’apprécier le
risque pour I'hnomme.

L’évaluation du risque est un objectif qui ne péure mené que sur le long terme au vu de la
complexité des processus mis en jeu. Afin de doundri a cette évaluation, nous nous sommes
focalisés sur la caractérisation des réponses déele® cellulaires pour lesquels nous
disposons déja d’un certain nombre de connaissa@Gtest une étape qui doit étre considérée
dans une démarche plus globale, et, 'une des @ersps est d’élargir a d’autres types de
toxicité (e.g. hépatotoxicité, toxicité du déveleppent, génotoxicité, immunotoxicité) afin de
mettre en place une batterie de modéles cellul@rete marqueurs spécifiques de chaque
type de toxicité. L'interprétation des résultatsdera, selon les lignées et les marqueurs, des
informations sur les cibles des toxiques a idemtifpermettant une meilleure appréciation du
risque associée a ces toxiques.

Un certain nombre d’éléments et d’étapes sont éstepour définir une batterie de tests
vitro. Le choix des modeles cellulaires et des marquatilisés sont des éléments clés
guelque soit le type de toxicité testée. Par aileliobtention de réponses robustes des

modeles cellulaires ne peut étre garantie gqu'adadition de respecter une démarche
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meéthodologique rigoureuse et valide statistiquemienn des attendus d’une telle démarche
peut étre la mise en place d’'un arbre décisionnel.

La cellule peut étre considérée comme un ensemidgratif des processus cellulaires et
moléculaires en réponse a un effet toxique. Ellestttue donc un modele intéressant pour
etudier les effets de composés toxiques. D'un pdatvue fondamental, I'utilisation des
cultures cellulaires a notamment contribué a amgliles connaissances concernant le mode
d’'action et les effets cellulaires de substancesiqtes, en particulier des toxines
phytoplanctoniquesc{. Chapitre 1). De plus, dans un contexte plus apgliglifférentes
études ont montré que les cultures cellulairessaés comme systeme de base de tests
fonctionnels peuvent permettre d’évaluer le nivdauoxicité d'un échantillon (e.g. Jellett et
al., 1992 ; Louzao et al., 2001 ; Truman et alQ20Pierrotti et al., 2003).

Eléments de maitrise des aspects méthodologiques

Les lignées cellulaires permettent de travaillensdales conditions physico-chimiques
contrdlées, ce qui permet de conserver des conditite fidélité entre plusieurs séries de
manipulations. De plus, la variabilité liée a llig@ation des lignées cellulaires est considérée
comme plus faible que celle inhérente a la vaiigbihter-individuelle lors d’essais sur
animaux (Harry et al., 1998). Néanmoins, afin defader les résultats obtenus sur les
lignées cellulaires, il est nécessaire d’adopter démarche de «pré-validation » des résultats
obtenus. La validation d'une méthode est définimme étant le processus par lequel la
fiabilité et la pertinence d’'une méthode sont ésafal.g. Spielmann et al., 2008) (Encart 7).

Un des pré-requis pour le développement de testdighees cellulaires est d’évaluer la
variabilité des réponses obtenues pour chacunwoxdiees étudiées. Dans le cadre de la these,
la prise en compte de cet aspect par des analisesigues a été facilitée par le travail en
format microplaque qui permet d'effectuer un nomiséffisant de réplicats tout en
consommant une quantité limitée de toxine. Afin daffranchir de la variabilité inter-
plaques, les densités optiques mesurées sont ¢i@sven pourcentages de survie par rapport
au contréle. Ces données sont ensuite ajustéesraodeale sigmoide plutdét qu’a un modele
linéaire (Jellett et al., 1992 ; 1995 ; Truman ket 2002) car I'ajustement des données est
moins subjectif et permet de prendre en compteotaité des points des courbes dose -

réponse obtenues.
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Encart 7 - Démarche permettant de valider une méthde in vitro
Selon Balls et al. (1990), il y a quatre phasesrggalles pour valider une méthode :

Développement d’'une méthodevitro par 5 :
un laboratoire - Méthode pertinente
- Définition de protocoles et de procédures
\% standardisés

Etude en vue d’une validation de la méthode :
® Définition d’'un plan d’expérience
® Définition d’un ensemble de substances ou | - Une étude de pré-validation pourra étre

d’échantillons de référence conduite dans un petit nombre de

o e . . laboratoires afin d’optimiser les protocoles
® Réalisation de I'étude inter-laboratoires sur

'ensemble de référence

® Collecte et analyse indépendante des résultats

v

Evaluation de la fidélité (répétabilité et
reproductibilité) des données acquises au cours de
I'étude inter-laboratoires

v

Si la méthode évaluée remplit tous les criteres (¢.

pertinence, fiabilité, reproductibilité), elle poar

faire I'objet d’'une demande en vue de son
acceptation comme méthode validée

Schéma simplifié d’apres Bruner et al. (1996)

L’'une des perspectives de ce travail de these aibwonsister en la pré-validation, a I'échelle
d’'un petit nombre de laboratoires, du test suigaée de Neuro-2a qui permet, en fonction
des conditions expérimentales, de détecter trovsliEs de neurotoxines (STXs, PbTXs et
PITXs). En 1998, une étude inter-laboratoires déggure internationale a été tentée par
Jellett et al. (1998) pour un kit prét a 'emplMIST™ Shippable Cell Bioassay for PSPs)
permettant la détection des STXs dans les coqgaslag reposant sur l'utilisation de cellules
en culture. Cette tentative n’a pas abouti, pradraleht en raison de l'instabilité des cultures

de cellules pendant le transport.

Importance de la connaissance des cibles cellulairpour le développement de tests
fonctionnels

Notre étude s’appuie sur la connaissance des aiblegaires pour la détection spécifique de
différentes familles de neurotoxines et la mis@aint de tests fonctionnels. Ceux-ci reposent
sur la reconnaissance spécifique par un récepteligahds possédant une structure chimique
particuliere. Les méthodes fonctionnelles perméttienc de détecter et de quantifier tous les
analogues d’'une famille de toxines partageant Imengécanisme d’action et d’exprimer le

résultat de toxicité sous la forme d’équivalentinex
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Nos résultats concernant la famille des saxitoxi#eticle 1) ont démontré l'intérét du test
basé d'une part, sur l'utilisation de la lignée ldeire Neuro-2a et d'autre part, sur
'antagonisme des effets entre les STXs et le @piabaine/vératridine pour la détection
d’analogues de STXs d’origine phytoplanctoniquéédénte de celle pour lequel le test avait
été concu initialement (e.g. Manger et al., 1998lIgtt et al., 1992).

La connaissance de la cible cellulaire des PITXssreopermis de proposer un test fonctionnel
basé sur l'utilisation de la méme lignée cellulaies Neuro-2a et sur I'antagonisme entre les
effets de I'ouabaine et ceux des PITXs sur la poNgek*-ATPase (Article 3).

Dans le cas ou la cible cellulaire n’est pas idigt]j différents parametres doivent étre pris en
compte. Le choix du (ou des) modele(s) cellulajra{ssi que des marqueurs de cytotoxicité
représentent des étapes cruciales pouvant perntéithentifier les mécanismes cellulaires
impliqués, voire a terme les cibles cellulairescdmposé étudié. En effet, dans un contexte
de vigilance face a I'apparition d’une toxicité nelle ou émergente mise en évidence avec le
bioessai sur souris, I'approche complémentaireistara a tester les extraits d'intérét sur une
batterie de testsin vitro. L'intégration des résultats de I'ensemble des agipes
complémentairesr( vivo, in vitrg phytoplancton, omics, etc.) devrait permettrebtéair un
maximum de données et de mieux évaluer le risque fmmme. Mais, la définition et la

conception d’'une telle batterie de tests est enaogement sujette a discussion.

Quel(s) modele(s) cellulaire(s) choisir pour détectine neurotoxicité?

La complexité du systeme nerveux en termes detsteuet de fonction est telle qu’il est
impossible de le réduire a une ou plusieurs ligreeédisilaires (Harry et al., 1998). De fagon
générale, deux types cellulaires prédominent darsy$téme nerveux : les neurones et les
cellules gliales.

Les cultures primaires de neurones de rat conatitlee modéle de choix pour évaluer la
neurotoxicité de composés (Costa, 1998 ; Harry.e1298). En effet, elles sont généralement
considérées comme plus sensibles aux composéstaagres que les lignées cellulaires
classiques (LePage et al., 2005). Néanmoins, ladeptibilité des résultats obtenus sur des
cultures primaires est souvent moins bonne que cddtenue a partir de lignées cellulaires
classiques (Costa, 1998). Toutefois, les lignédslages étant obtenues a partir de cellules
« transformées », les effets observés peuvent sieefléter exactement les effets obtenus sur
les cellules non transformées.

Dans notre étude, nous avons essentiellement ltéasar la lignée de neuroblastomes murins

Neuro-2a. Ce choix repose sur le fait que c’estligme&e de cellules nerveuses exprimant des
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canaux ioniques et des récepteurs et pouvant peentlet mesurer les fonctions métaboliques
de base (e.g. Kogure et al., 1988 ; Costa 1998).

Dans le cadre de la directive REACH qui vise notamima combler le déficit de
connaissance sur les risques environnementauxngaisas de 30000 substances chimiques
utilisées dans divers secteurs industriels, leshau&ts alternatives aux essaisvivo sont
privilégiées. Cela a eu pour conséquence d'initiee réflexion sur la stratégia vitro a
adopter pour détecter des composés neurotoxiquegpbavoir un impact sur ’lhomme.
Dans ce contexte, Gartlon et al. (2006) ont propdséliser des cultures primaires de
cellules granuleuses de cervelet de rat (caracteueonal fort) et la lignée cellulaire PC12
(issue d'une tumeur de glande médullo-surrénalerade a I'état différencié (caractere
neuronal marqué) et indifférencié (caractére nealrémible) en association avec des tests
permettant, selon ces auteurs, d’évaluer 'effetro@xique de divers composés chimiques
(potentiel de membrane mitochondriale, productidespkces réactives de |'oxygene,
production d’ATP). L’hypothese testée est qu'uneispigrande sensibilité des modéles
cellulaires de type neuronal mettrait en évidenteamposé a potentiel neurotoxique. Mais,
compte tenu des réponses cytotoxiques étudiéesquinon spécifiques, la stratégie proposée
par Gartlon et al. (2006) n'a pas permis de distangdans tous les cas les composés
neurotoxiques des composés cytotoxiques et il @sic dsouhaitable de prendre en
considération d’autres marqueurs de neurotoxicité.

Quoigu’il en soit, il est nécessaire pour évaluer effet neurotoxique, de procéder en
plusieurs étapes permettant d’aller de la rechedalmee cytotoxicité générale vers la mise en
évidence d’'une neurotoxicité au moyen de testsifipées sur différents types cellulaires
incluant d’'une part des lignées de cellules nemgudes cultures primaires neuronales ou
gliales et d’'autre part des lignées de cellules menveuses (Costa et al., 2007 ; Bal-Price et
al., 2008).

Quels marqueurs de neurotoxicité utiliser ?
Lorsque la cible cellulaire d’'une substance toxigiest pas connue, la premiére étape pour
en caracteériser I'effén vitro est d’évaluer son potentiel cytotoxique. Plusieuesqueurs de
cytotoxicité peuvent étre utilisés :
- des marqueurs du métabolisme (e.g. le MTT, I'AlaBlaie) permettant d’évaluer
la viabilité,
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- des marqueurs de lintégrité membranaire (e.g. éachement des cellules
adhérentes, la libération de la LDH, l'incorporatidu rouge neutre dans les
lysosomes),

- des marqueurs permettant d’apprécier l'inhibitiena prolifération cellulaire (e.g.
le nombre de cellules, la quantité de protéinegjuantité d’acides nucléiques,
l'inhibition de la synthése d’ADN).

Ces marqueurs de cytotoxicité classiques ne pegmigias de mettre en évidence de fagon
spécifiqgue un effet neurotoxique. En effet, de nmeuk composés neurotoxiques exercent
leur neurotoxicité sans pour autant avoir d’effet & mortalité cellulaire. Cependant, le
criblage rapide d’effets neurotoxiquesvitro doit commencer par une estimation de I'effet
cytotoxique du composé afin de déterminer ungo@t une Ck (Bal-Price et al., 2008 ;
Forsby et al., 2009). Dans un second temps, degidms cellulaires essentielles doivent étre
testées (e.g. métabolisme énergétique, stress ixyt@méostasie calcique). Enfin, des tests
spécifigues des fonctions neuronales mais pludcitif$ a mettre en ceuvre dans des
laboratoires non spécialisés tels que la croissanomale, la neurotransmission, l'activité
électrique, l'activation de récepteurs et de canapgcifigues peuvent étre envisagées.
L'emploi d'inhibiteurs ou d'activateurs jouant sdes cibles précises (récepteurs de
médiateurs, pompe N&'-ATPase) intervenant dans la transmission nerveasmet de

moduler les réponses de maniere significative.

Réponses des modéles cellulaires : d’'un composégune matrice complexe

Les marqueurs de cytotoxicité et ceux spécifiguemed neurotoxicité sont sensibles et
généralement utilisés pour évaluer 'effet d’'unbstance pure, comme c’est le cas dans la
directive REACH.

Plusieurs études ont montré que les marqueurstdtogigcité classiques tels que le MTT (e.g.
Jellett et al., 1992 ; Truman et al., 1996 ; Hungpag al., 2007 ; Ledreux et al., 2009), la
libération de la LDH (Bellocci et al., 2008), eAlamar Blue (Espina et al., 2009) peuvent
étre utilisés pour détecter et quantifier des tegiphytoplanctoniques présentes dans des
matrices complexes. Les marqueurs spécifiques deueotoxicité cités précédemment n’ont,
a notre connaissance, pas été testés dans le wodie)a détection de toxines contaminant
des matrices complexes telles que des effloresseplagoplanctoniques ou de la chair de

coquillages.
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Les extraits préparés a partir de ces deux typesalgces contiennent un grand nombre de
composés co-extraits qui peuvent interférer ave@telyses et notamment avec les tests sur
lignées cellulaires.

Les extraits d'efflorescences contiennent, par odppux extraits de coquillages ou de
poissons, moins de composés susceptibles de prevagqu effet matrice sur les lignées
cellulaires. Par ailleurs, le solvant d’extractiailisé conditionne la nature des composés co-
extraits (pigments, protéines, lipides, phosphdépi etc.).

Dans nos conditions expérimentales nous avons maie la limite de détection pour les
STXs du test sur Neuro-2a permet de détecter 5 qu&TX par g de lyophilisat
d’efflorescence naturelle (Article 1). Sur les doeg non axéniquesAphanizomenon gracile
obtenues aprés isolement, le fest Neufo-2a a urite lle détection de 0,4 pg éq.STX par
cellule (Article 2). Lors de I'étude des extrait©Odtreopsiscontenant des PITXs (Article 3),
un effet cytolytique direct visible en microscopiptique des extraits a été observé. Un effet
similaire a été rapporté par Jellett et al. (1962)Alvito et al. (2000). Il s’avere donc
nécessaire de travailler les extraits d’effloresesnphytoplanctoniques avec une large
gamme de dilutions sur la microplaque de faconaffranchir de cet effet sans pour autant
perdre en sensibilité puisqu'une dilution de l'extrau quart suffit généralement pour
s’affranchir de I'effet cytolytique.

L’effet cytolytique des extraits de coquillages kg lignées cellulaires a également été décrit
dans la littérature (e.g. Jellett el al., 1992 jll@ad et al., 2009). Il est attribuable en partie
aux acides gras libres co-extraits qui perturbes imembranes cellulaires. Un effet
cytotoxigue (e.g. altérations des niveaux d'actigeantité d’ADN) sur la lignée MCF-7
d’extraits d’hépatopancréas de moules non contasiaéégalement été mis en évidence par
Malaguti et al. (2002b).

Il est donc important de considérer la quantit@diealent chair de coquillage qui est ajoutée
aux cellules. En effet, dans l'article 3, nous Wy observé qu’un effet matrice faiblef. (
Fig. 4, Article 3) car la quantité de chair de dllgges déposée sur les cellules équivalait a un
mg de chair totale. Des expériences ultérieuresnuoritré que les Gl pour des extraits
d’hépatopancréas de moules et d’huitres, obtermés ajme extraction spécifique des toxines
lipophiles, sont de l'ordre de 10 mg.fLL'effet matrice étant lié & la préparation des
extraits, il est difficile de comparer différentésudes entre elles car les méthodes de
préparation des extraits de coquillages differenn daboratoire a l'autre. De plus, des

différences ont également été mises en évidence des extraits provenant de moules et des
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extraits issus d’huitres, mettant en évidence faptexité des réponses induites par ces deux
types de matrices.

Afin d’évaluer l'effet matrice d’extraits de natudbfférente, de maniére prospective, nous
avons travaillé avec des extraits de chair de poissipplémentés avant extraction avec des
guantités de PbTx-3 proches du seuil réglementaireavoir 800 pg éq.PbTx-3 par kg de
chair. Deux méthodes d’extractions ont été utiBsee Annexe 4). Les résultats obtenus, bien
gue préliminaires, ont montré que dans nos comditexpérimentales, le test Neuro-2a est
sensible a la PbTx-3 présente dans les extraithaie de poisson. Toutefois, une variabilité
importante a été observée (allant de 11 a pluée én fonction des lots d’extraits), mettant
en avant I'importance des procédures d’extractierfaton a s’affranchir au maximum des
effets cytotoxiques de matrices complexes.

L'une des facons de s’affranchir des effets despmm@s co-extraits est d’appliquer une
procédure de clean-up qui permet d’éliminer eni@ates interférences liées aux composés

co-extraits. Le tableau XIV résume quelques prosidécrites dans la littérature.

Tableau XIV: Exemples de procédures de clean-up d’extraitodaillages (*) et de culture
de dinoflagellés®} décrites dans la littérature

Famille de toxines Procédure testée Intérét Rétéeen
Filtration cut-off 10 kD Aucun Jellett et al
Saxitoxines * SPE-Cl&vec élution en  Elimination des interférences (1992) '
conditions acides sur test Neuro-2a

SPE Strata™-X avec
Toxines lipophiles * €élution en conditions
acides

Réduction des interférences en Gerssen et
LC-MS/MS al. (2009)

Fractionnement sur SPE Isolement de fractions
Ciguatoxines et contenant des CTXs et Caillaud et

i o
maitotoxine’ Florisil avec elu,t 0N J'autres contenant MTX pour al. (2009)
hexane/acétone/méthanol
test Neuro-2a

Les procédures de clean-up ont montré leur inét éliminer les composés interférents des
extraits de coquillages, permettant ainsi une ewwi# détermination des quantités de toxines
connues présentes dans les extraits.

Dans un contexte de vigilance face a l'apparitionnd toxicité de nature inconnue, le
fractionnement bio-guidé sur lignées cellulaires detraits bruts doit permettre la séparation
des fractions toxiques et I'isolement de I'agespnsable de la toxicité observée.
L’extraction et la purification des extraits somtnd des étapes clés pour une utilisation des
modeles cellulaires comme méthodes complémentaites bioessais sur souris et aux

techniques analytiques. Suite a ce travail de these des perspectives serait d’appliquer des
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procédures de purification sur des extraits de ilages contenant des PITXs afin

d’optimiser le rendement d’extraction.

Stratégies d’étude pour une évaluation du risqueupHomme

Les tests de cytotoxicité classiques (e.g. viabillulaire, intégrité membranaire) appliqués
a I'étude de composés hépatotoxiques sur la lige@ielaire d'origine humaine HepG2 ont
une faible concordance avec la toxicité de ces cségpchez I'hnomme (O’Brien et al., 2006).
Cela est probablement lié au fait que ces testgertionnels ciblent des processus cellulaires
tardifs lorsque la cellule est proche de la monresDests qui permettraient d’obtenir des
informations sur les mécanismes cellulaires précoois en jeu par la cellule exposée a un
toxiqgue devraient avoir un potentiel prédictif plégeveé. En utilisant une technique de
microscopie a épifluorescence, O'Brien et al. (9006t mis en évidence que la mesure du
stress oxydant par l'estimation du taux de GSH iamee le potentiel de membrane
mitochondriale, la quantité d’ADN et la perméabkilite la membrane plasmique représentent
de bons indicateurs permettant de prédire, poua 80% des drogues testées, un potentiel

hépatotoxique chez I’'homme.

Une autre option qui est largement étudiée en rehberepose sur les « omics ». Cette
approche permet d'obtenir la signature d’'un toxigpegs exposition d’'un modele cellulaire

défini. Pour I'étude des toxines environnementalegproche « toxicogénomique » a été

développée il y a une dizaine d’années (Nuwaysimalet 1999). Dans ce contexte, la

toxicogénomique a trois objectifs principaux : @¥couvrir des marqueurs biologiques

d’intérét reflétant I'exposition a un toxique donr(@) examiner le mécanisme d’action a

I'échelle moléculaire de toxiques et (iii) mieuxngprendre les relations entre les maladies de
’lhomme et I'interaction gene-environnement.

Lorsque des cellules sont exposées a un toxigies, ipondent en modifiant I'expression de

certains genes, modifiant par conséquent le nivéeal protéines liées a ces génes. La
neurotoxicité par exemple est la conséquence deulabahs de transports ioniques ou de

transduction de signaux qui entrainent des actimatou inhibitions de voies métaboliques.

La génomique et la protéomique qui ont déja étéleyéps sur différents types cellulaires

pour évaluer les changements liés a I'expositiaredaines phycotoxines (e.g. Ryan et al.,

2007 ; Kellman et al., 2009) ont conduit & déceles acteurs critiques de la toxicité induite.

Ces techniques permettent d’acquérir un large paeeldonnées sur les modifications
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engendrées sur le génome ou le protéome par ugumxat peuvent fournir une empreinte
spécifique du toxique étudié.

Ainsi, Twiner et al. (2008b) ont montré en utilisales puces a ADN que I'AZA1 provoque
une augmentation de la transcription des genesntqubaur des enzymes impliqguées dans la
synthese du cholestérol et des acides gras. Uke édcente en protéomique sur la lignée
cellulaire SH-SY5Y (neuroblastomes humains) a m@ongue I'AZAl1 provogue une
surexpression de protéines impliquées dans le wl&ai®e énergétique ainsi que de protéines
régulant le cytosquelette tandis que des protéingdiquées dans la transcription, la
traduction et la modification de protéines sontssexprimées (Kellman et al., 2009).

Encore peu développées pour des études de newitdpxa protéomique et la génomique
pourraient contribuer a mieux appréhender le mdaetidn de composés toxiques et a terme
aboutir a la mise au point de méthodes de détespénifiques.

La spécificité de modification d’expression de mamgrs liée a une famille de neurotoxines
devra étre étroitement corrélée aux observationsmoeifications réalisées sur lignées
cellulaires telles que celles observées lors deasril de these.

La génomique et l'utilisation de puces a ADN soes adutils en cours de développement en
recherche pour la mise au point d’outils de sulaede relatifs non seulement aux especes de
microalgues toxiques mais aux effets toxiques iisdoéar ces microorganismes.

Malgré I'intérét de I'apport des modeéles cellulaiet de I'approche « omics », il faut garder a
I'esprit que I'extrapolation de la réponse pouraare au risque pour ’lhomme est complexe

et non directe.

L'utilisation des modeles cellulaires a pris darijaeur ces derniéres années pour I'étude des
toxines, et en particulier des phyco- et des cyadoes. Ce travail de these y contribue. Dans
d’autres domaines tels que ceux de la cosmétiguph&rmacie et l'industrie chimique, les
réponses des modeéles cellulaires sont un supponieptant d’évaluer la toxicité de nombreux
COMpOSES.

Au vu de I'ampleur de la tache, plusieurs organsm@attachent a apporter des supports
scientifiques, financiers, opérationnels pour prawuir le développement et la validation de
meéthodes alternatives aux essiisvivo et en particulier pour le développement de tests
cellulaires. Ainsi, la DG Recherche de la Commisdtnropéenne a-t-elle récemment financé
un programme nommé ACuteTox dans le cadre®dBFCRD (http://www.acutetox.org/). Ce
programme vise (i) a acquérir des données toxiopl@gin vivo etin vitro pour une analyse

comparative, (ii) a identifier des facteurs quiweihcent la corrélation entre la toxicitévitro
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et in vivo et définir un algorithme reliant les deux toxisitg(iii) a explorer des outils
innovants et des modeéles cellulaires pour identdi® nouveaux marqueurs et des stratégies
pour mieux prédire la toxicité sur 'animal et hurmeaet enfin (iv) a construire une stratégie
d’analysein vitro automatisable, aboutissant a un modéle prédietibgicité aigué.

Le centre européen de validation des méthodesnatiees (ECVAM) créé par la
Commission européenne apporte son concours a eedgy/projet, notamment pour soutenir
I'effort de validation indispensable pour une apgifion en recherche et fortiori a large
échelle.

Vu la complexité et 'ampleur des données nécessapour une telle validation, la
contribution des travaux scientifiques présentés ad&® mémoire est un support indispensable
aux programmes de validation. L'objectif est d’aio&r I'aide a la décision autour des
services rendus par les écosystéemes aquatiquesst(ex ou cotiers) afin de protéger et

d’'informer les usagers des risques liés aux toxnggoplanctoniques.
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Annexe 1

Phycotoxines, organismes producteurs, voies d’inttcation et zones géographiques concernées

Acide okadaique,

) ) : Pecténotoxines Yessotoxines Azaspiracides Saxeebmnalogues Brévétoxines Ciguatoxines
dinophysistoxines

Phycotoxines

Activation des

Mécanismes Inhibition de Blocage des canaux Activation des canaux :
o - ; . canaux sodiques
d'action des protéines nd nd nd sodigues voltage- sodiques voltage- voltage-
toxines phosphatases dépendants dépendants votag
dépendants

Gonyaulax spinifera,

Lingoludinium Alexandriumspp,

Organismes  Dinophysisspp, . : Azadinium L : . Gambierdiscus
Dinophysisspp. polyedrum, . Gymnodinium catenatum, Karenia brevis
producteurs Prorocentrumspp . spinosum . spp.
Protoceratium Pyrodinium bahamense
reticulatum,
Bivalves (moules,
: . N huitres, clams) et
Voie . . Bivalves (moules, huitres, N . L.
. L Bivalves (moules, huitres, clams, etc.) autres espéces  Poissons récifaux
d'intoxication clams), crabes e
spécifiques des
régions concernées
Zones Japon. Europe Australie, Japon, Mer Floride, Japon, Antilles, Océan
soaraphiaues Rméri uep ' Japon, Mer  Adriatique, Nvelle Mer du Nord Tous les continents  Mexigue, Nouvelle Indien, Océan
geographiq q Adriatique Zélande Zélande Pacifique

nd : non déterminé
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Phycotoxines, organismes producteurs, voies d’inttcation et zones géographiques concernées (suite)

Phycotoxines Maitotoxines Gambiérol Palytoxineretlagues Spirolides Gymnodimines Acide domoique
L Activation de  Canaux sodiques Liaison aux récepteurs I
Mécanismes ) . N o L . Activation des
e canaux ou potassiques  Liaison a la pompe nicotiniques et/ou Liaison aux récepteurs .
d'action des L PR 0 C Y : récepteurs
. cationiques non voltage- Na’, K'-ATPase muscariniques de nicotiniques de l'acétylcholine .
toxines o . Y . glutamatergiques
spécifiques dépendants ? I'acétylcholine
Organismes Gamblgrdlscus Gamblgrdlscus Ostreopsispp Alexandrium ostenfeldii Karenia selliformis Psetmtzschiaspp.
producteurs toxicus toxicus
Bivalves (moules,
Voie Poissons Crabes, poissons Bivalves Palourdes coquilles Saint-

Jacques, pétoncles) et
poissons (anchois)

d'intoxication

Espagne, France,
Grece, ltalie, Japon,
Océan Indien,
Nouvelle-Zélande

Canada, Etats-Unis,
France, Nouvelle-
Zélande, Océan Pacifique

Amérique du Nord, Europe, Canada, Mer du Nord,
Nouvelle-Zélande, Tunisie, Nord USA

Zones Polynésie

. . : Polynésie francaise
géographiques  francgaise
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Principales cyanotoxines, mécanismes d’action, orgemes producteurs et zones géographiques touchées

Cyanotoxines Mecanlir;q;rs]éjsactlon des Cyanobactéries productrices Zones géographiques
Anabaenaspp, Aphanizomenon
. . . . spp, Cylindrospermopsis Australie, Brésil, Espagne,
Cylindrospermopsine Génotoxicite spp,Lyngbyasp., Raphidiopsisp, Etats-Unis,
Umezakiasp
o . Microcystisspp,
Microcystines, nodularines Inhibition de proteines Oscillatoria spp, Canada, Europ(_e du Nord,
phosphatases = : Japon, Suisse
anktothrixspp
Allemagne, Australie,
, o . Ana_baenaspp, Brésil, Chine, Etats-Unis,
Anatoxine-a, Fixation au récepteur Aphanizomenoapp, .
) L L . ) . France, Finlande, Irlande,
homoanatoxine-a nicotinique de l'acétylcholine Oscillatoriaspp, . .
o Italie, Norvege, Nouvelle-
Phormidium sp. .
Zélande
Anatoxine-a(s) Inhibition de I'acétylcholine Anabaens Brésil, Canada, Danemark,
estérase bR Etats-Unis
Anabaena circinalis, .
. ) Allemagne, Australie,
o Blocage des canaux sodiques Aphanizomenospp, L )
Saxitoxine et analogues . : . Brésil, Canada, Chine,
voltage-dépendants Cylindrospermopsispp, Lyngbya :
. . Etats-Unis, France, Portugal
wollei, Planktothrixsp.
B-N-méthylamino-L-alanine Neurotoxicité Toutes les sogches testees en Tous les continents
produisent
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Annexe 2

Organismes producteurs de saxitoxines et répartitio mondiale

En eau douce, les toxines paralysantes ont ététdésepour la premiere fois au début des
années 1980 en Amérique du Nord dans une efflanesca Aphanizomenon flos-aquae
(Mahmood et Carmichael, 1986a). Depuis, d’autresagede cyanobactéries ont été rapportés

comme producteurs de STXs (Tableau A-1).

Tableau A-1 Cyanobactéries productrices de saxitoxines eez@eographiques concernées
(d’aprés Thomazeau et Bernard, soumis)

Zones géographiques

Organismes producteurs Références bibliographiques

concernées
o : Bowling, 1994
Anabaena circinalis Australie Baker et Humpage, 1994
Anabaena flos-aquae Portugal Perreira et al. 2000
Anabaena lemmermannii D_anemark Kaas et Henriksen, 2000
Finlande Rapala et al., 2005
Canada Mahmood et Carmichael, 1986a
Aphanizomenon flos-aquae Chine : Liu et al,, 2006
Etats-Unis Pereira et al., 2000
Portugal Ferreira et al., 2001
Brésil Costa et al., 2006
Aphanizomenon gracile Portugal Pereira et al., 2004
France Ledreux et al., soumis
Aphanizomenon issatschenkoi Brésil Costa et al,, 2006
Portugal Nogueira et al., 2004
Cylindrospermopsis catemaco Mexique Berry et Lind, 2009
Cylindrospermopsis phillippensis Mexique Berry et Lind, 2009

Lagos et al., 1999

Cylindrospermopsis raciborskii  Brésil Molica et al.. 2002

Limnothrix redekei ltalie Pomati et al., 2000

Lyngbya wollei Etats-Unis Carmichael et al., 1997

En milieu marin, une dizaine d'especes apparterantrois genres de dinoflagellés
(Alexandrium Pyrodiniumet Gymnodinium)sont actuellement reconnus comme producteurs
de STXs.

Les saxitoxines en eau douce (Tableau A-1) toutncenen milieu marin présentent une

distribution mondiale (Figure A-1).
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Figure A-1: Répartition des épisodes toxiques attribués axinés paralysantes en milieu cétier en 1970 et
1990 (d’aprés Hallegraeff, 1993)

En Europe, presque tous les pays ayant une facadinne ont été confrontés a des épisodes
d’intoxication paralysante par fruits de mer (IPEMAux Etats-Unis, les blooms a
Alexandrium catenell@t A. tamarensisont observés de facon récurrente chaque annge. Su
la cote EstA. tamarensisest présent des cotes du Maine au Massachusgthgsetarement
jusqu'au New Jersey. Depuis 199, catenellaest rencontré chaque année du nord de la
Californie jusqu'en Alaska. En Asie, le Japon déceul'lPFM en 1948 suite a une
contamination de coquilles Saint JacquesAaiamarenseajui a rendu malade 90 personnes
et causeé trois morts. En Asie du Sud, bien quedensement soit difficile a établir, des cas
d'IPFM ont été signalés en Thailande, en Indonésie Philippines. L'Australie et la
Nouvelle-Zélande connaissent aussi régulieremesitégésodes d’efflorescences produisant
des toxines paralysantes. Concernant le continfeictia, peu de données existent hormis
pour les pays du Maghreb et I'Afrique du Sud qunomencent a mettre en place des réseaux
de surveillance.

Cet inventaire est loin d'étre exhaustif mais itrpet de mettre en évidence le risque présenté

par ces toxines, l'ubiquité du phénomene et l'inipaansidérable qu'il induit sur le plan

202



Annexes

economique, notamment du fait de l'interdictionldecommercialisation de différents fruits

de mer.
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Annexe 3

Toxicités exprimées en Dkg chez la souris pour la toxine botulique, les cyanet les

phycotoxines.

DLso (Hg.kg") sur

Toxine _ o Origine Références
souris (voie i.p.)
_ _ Clostridium _
Toxine botulique type A 0,0012 _ Gill (1982)
botulinum
_ . Mahmood et Carmichael
Anatoxine(a)-s 20 Cyanobactéries
(1986b)
Anatoxine-a, . Devlin et al. (1977) ;
_ 200250 Cyanobactéries
homoanatoxine-a Skulberg et al. (1992)
Microcystines et . - _
_ 50 a 1200 Cyanobactéries  Sivonen et Jones (1999)
nodularines
Cylindrospermopsine 2100 Cyanobactéries Ohtarli é1992)
o Cyanobactéries, Wiberg et Stephenson
Saxitoxine 10 _
Dinoflagellés (1960)
Brévétoxines 170 - 400 Dinoflagellés Plakas et Byci009)
Ciguatoxine (P-CTX1) 0,25 Dinoflagellés Lewis et(@991)
Acide okadaique 200 Dinoflagellés Aune et al. (9007
Azaspiracide (AZAl) 200 Dinoflagellés Satake ef(4098)
Palytoxine 0,7 Dinoflagellés Munday, 2006
Yessotoxine (YTX) 100 Dinoflagellés Tubaro et 20Q9)
Spirolide (SPX-dC) 6,5 Dinoflagellés Marrouchi &t(@008)
Pecténotoxine (PTX2) 220 Dinoflagellés Miles et(2004)
Maitotoxine 0,13 Dinoflagellés Yokoyama et al. (898
Acide domoique 3600 Diatomées Peng et Ramsdelbj199
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Annexe 4

Schéma récapitulatif de la méthode d’extraction déa brévétoxine PbTx-3 a partir de
chair de poisson supplémentée
(a) d’aprés Dickey et al. (1999) (b) d’aprés Batin Dechraoui et al. (2005)

5 grammes + 10 mL MeOH (a)

| Broyage / homogénéisation |

= * — Centrifugation

™~ Culot ré-extrait avec MeOH 80%

\

Surnageant 1 ..
| Broyage / homogénéisation |

Centrifugation
Surnageant2 ——

Surnageant 1 + Surnageant 2

évapor‘aﬁon
Méthode d'extraction 1

Résidu repris dans MeOH 60%
(selon Dickey et al., 1999)

| Partition L/L avec hexane (2 fois) |

~

Phase hexane

Phase méthanol

Résidu repris dans H,0

Partition L/L avec L phase CH,CI

chloroforme (2 fois) _
Cy Résidu repris dans MeOH

—

Phase H,O

5 grammes + 15 mL Acétone (b)

I Broyage / homogénéisation I

| Filtration sur papier Whatman |

Matrice ré-extraite avec acétone

Extrait 1 | Broyage / homogénéisation |

Extrait2 | Filtration sur papier Whatman |

Méthode d’extraction 2

Residu repris dans MeOH 90% (selon Bottein Dechraoui et al., 2005)
0

| Partition L/L avec hexane (2 fois) |—>Phase méthanol

e
Phase hexane — X
Résidu repris dans EtOH 25%

Partition L/L avec éther |—— Phase éther Passage sur

diéthylique (2 fois) cartouche de

silice
/ Résidu repris dans CH,CI l
Phase EtOH / H,0 Eluat sech_e
sous N, puis
stockage
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Annexe 5

Article publié dans Toxicon
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ABSTRACT
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Keywords:

z-Bungarotoxin biotin-XX conjugate
(Biotin-BgTx)

Anatoan-a

Cyanobactena

Homoanatoxin-a

Nicotinic acetylcholine recepror { nAChR)
Tompedo electrocyte membranes

Anatoxin-a (ANTX) and homoanatoxin-a (HANTX), neurotoxins exclusively produced by
cyanobacteria (LDsp 200-250 pg kg, i.p. mouse), are agonists of the nicotinic acetylcho-
line receptors {nAChRs) to which they tightly bind. We have exploited the high affinity
of these peurctoxins for the nicotinic receptors to develop a non-radioactive lizand-
binding assay using Torpedo electrocyte membranes and biotinylated 2-bungarotoxin
(Biotin-BgTx) as tracer for detection of this class of toxins. The affinity of the Torpedo
nAChRs for Biotin-BgTx was determined by chemiluminescence (Kg=1.2 = 10~° M Bio-
tin-BgTx) or color development (Kq=3.5 » 108 M Biotin-BgTx). Binding of ANTX or
HANTX to the nAChRs competitively inhibits the binding of Biotin-BgTx to the receptors
in a concentration-dependent manner (chemiluminescence: G 6.2 = 1078 M ANTX:
color development: ICsg: 1.7 = 10~% M ANTX). The proposed method was validated by
HPLC/MS with detection in the single ion recording mode. The non-radioactive ligand
receptor-binding assay was successfully applied to the analysis of extracts prepared from cy-
anobacteria in culture and from natural habitats, as well as from aqueous samples. This
method is suitable for ANTX and HANTX early survey of environmental samples since it re-
quires minimal manipulations, is highly sensitive and gives consistent signal-to-noise ratios.

© 2008 Elsevier Led. All rights reserved.

1. Introduction

cyanobacteria can synthesize hepatotoxing and/or neuro-
toxins (Sivonen and Jones, 1999; Briand et al.,, 2003).

Massive growth of cyanobacteria and seasonal bloom
formation are among the most important signs of eutrophi-
cation of water reservoirs, lakes, and coastal waters. Cyano-
bacterial blooms, when dominated by toxic cyanobacteria,
are of serious concern for public health, human activities,
and wild and stock animals, since certain species of

* Comesponding author, Tel: +33 (0) 1 69 82 36 42; fax: +33(0) 169
B2 41 41,
E-muail address; aracz@nbemuenrs-gif fr (R Araoz).
! To the memory of whom this work is dedicated,

0041-0101 8 - see front matter © 2008 Elsevier Led, All rights reserved.
doi: 10.1016fj toxicon 2008 05.001

Anatoxin-a (ANTX) and its methyl homologue homoa-
natoxin-a (HANTX) are potent agonists of the nicotinic
acetylcholine receptors (nAChRs) to which they tightly
bind (Aronstam and Witkop, 1981; Skulberg et al., 1992).
ANTX, formerly known as “Very Fast Death Factor”, kills
mice 2-5 min after intraperitoneal injection preceded by
twitching, muscle spasm, paralysis and respiratory arrest
(LDsg i.p. mouse: 200 g kg™'; Devlin et al, 1977). ANTX
and HANTX, hereafter jointly termed cyanobacterial
anatoxins, are produced by some members of the genera
Aphanizomenon, Anabaena, Cylindrospermum, Oscillatoria
and Planktothrix (Sivonen and Jones, 1999; Viaggiu et al,
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2004). Occurrence of anatoxins-producing cyanobacteria
was linked to animal fatalities worldwide, e.g. cows in Can-
ada (Carmichael and Gorham, 1978), dogs in Scotland,
France and New Zealand (Edwards et al, 1992; Gugger
et al., 2005; Wood et al., 2007, respectively), and lesser fla-
mingos in Kenya (Krienitz et al., 2003). Massive prolifera-
tion of cyanobacteria constitutes a potential danger that
needs to be monitored to prevent fatal episodes like the
one that occurred to patients in Caruaru, Brazil (Pouria
et al., 1998) where the haemodialysis water was contami-
nated with microcystin, or the massive human intoxication
due to cylindrospermopsin in the water supply of Palm |s-
land, Australia (Hawkins et al,, 1985).

Most of the current methods for the detection of cyano-
bacterial anatoxins require sophisticated instruments (Mai-
zels and Budde, 2004; Vasas et al., 2004; James et al., 2005).
There is also a lack of reference toxins and standardized as-
says for the survey of this class of toxins. Although, the
mouse bioassay is still used in many countries as the
method of choice for marine biotoxin monitoring, recent
European directives state that any functional method, if
fully validated, can be used to replace the mouse bicassay
(Hess et al., 2006).

In a previous study (Ardoz et al., 2005 ) we adapted a ra-
dio-ligand-binding assay for detection of anatoxins in cell
extracts of axenic cyanobacteria. However, problems inher-
ent o the use of radioactivity (safety, radioisotope decay,
cost issues) prompted us to further improve the receptor li-
gand-binding assay by developing a spedific non-radioactive
method that allows simple visual detection of cyanobacte-
rial anatoxins but cannot differentiate ANTX from HANTX.
The non-radioactive receptor ligand-binding assay is based
on: (i) the use of Torpedo electrocyte membranes rich in
nAChRs, (ii) the high affinity of cyanobacterial anatoxins
for the nAChRs, and, (iii) the use of z-bungarotoxin biotin-
XX conjugate (Biotin-BgTx) as tracer. The non-radioactive
receptor ligand-binding assay is suitable for cyanobacterial
anatoxins survey of environmental samples, as it requires
minimal manipulations, is highly sensitive and gives con-
sistent signal-to-noise ratios.

2. Materials and methods

2.1. Axenic cyanobacteria, environmental samples and toxin
standards

The axenic cyanobacterial strains used in this study
(Table 1) were from the Pasteur Culture Collection of Cya-
nobacteria (PCC). The culture conditions employed are de-
scribed by Rippka and Herdman (1992). A range of
environmental samples were analyzed for their content in
cyanobacterial anatoxins: (1) a cyanobacterial biofilm
from the La Loue River (France) dominated by Phormidium
favosum and containing 8 mgg~! ANTX (Gugger et al.,
2005), (2) floating cyanobacterial mats collected from the
La Loue River in the environs of the toxic biofilms, (3) a phy-
toplankton sample from the water reservoir of Dakar-
Bango (Senegal) dominated by Anabaena flos-aquae and
Anabaena solitaria, (4) a phytoplankton sample from Djoudi
Lake {Senegal ) dominated by Microcystis aeruginosa and (5)
a cyanobacterial bloom sample collected in August 2006

from a small pond in Orsonville (Yvelines, France ) contain-
ing planktonic (Microcystis, Planktothrix, Anabaena and
Anabaenopsis) and benthic (Oscillatoria and Pseudana-
baena) cyanobacteria, as well as diverse colonial unicellular
cyanobacteria. The samples from the La Loue River, Dakar-
Bango and Djoudj Lake were kindly provided by Dr. C. Ber-
nard (Muséum National d'Histoire Naturelle, Paris, France ).
As toxin references, we used purified ANTX from Oscillator-
iasp. strain PCC 9240 that was characterized by GC/MS and
NMR (Araoz et al, 2005), and (+)-anatoxin-a fumarate
(ANTX-fumarate, Tocris, Ellisville, MO, USA).

22, Preparation of cell extracts

22.1. Axenic lyophilized cyanobacteria

Extracts from lyophilized axenic cyanobacterial cultures
were prepared as described (Araoz et al., 2005). Briefly,
20 mg of lyophilized filaments were homogenized in 4 ml
of a solution containing 50 mM acetic acid in water using
a high-speed Ultraturrax T25 homogenizer (Janke and Kun-
kel, Staufen, Germany). The homogenates were incubated
under constant stirring for 4h and then centrifuged
(12,000g; 15 min; 15*C). The supernatants were ultrafil-
tered through 5 kDa MWCO centrifugal units (Vivaspin,
Sartorius, Gottingen, Germany) and stored at —20°C until
use.

222, Axenic senescent cyanobacteria

Two-months-old axenic cultures (40 ml) of Oscillatoria
sp. PCC 9240 and Oscillatoria formosa PCC 10111 were har-
vested by centrifugation (5,000g for 15 min at 22 °C). The
culture supematant were passed through 0.1 pm filter units
(Millex, Millipore, Billerica, MA, USA ) and conserved at4 °C
until use (see Section 24). The cyanobacterial pellets
(~100 mg wet weight) were frozen in liquid nitrogen and
ground with a mortar and pestle in 2 ml of 50 mM acetic
acid in water. The homogenates were incubated for 4 h at
room temperature (22 °C) with constant stirring and then
centrifuged (15 min, 12,000g at 15°C). The supernatants
were passed through0.1 pm filter units and dried in aSpeed-
vac (Savant Instruments Inc, Farmingdale, NY, USA). The
desiccated extracts were resuspended in 100 pl of 50 mM
acetic acid in water and stored at —20°C until use.

223. Cyanobacterial environmental samples

The environmental samples collected from the La Loue
River (cyanobacterial biofilm and floating mats), the water
reservoir of Dakar-Bango and the Djoudj Lake (Table 1)
were processed as follows: 20 mg of lyophilized material
was resuspended in 5 ml 50% (v/v) methanol (MeOH) in
water and sonicated for 10 min (Branson Sonifier 250, Dan-
bury, CT, USA). The homogenates were centrifuged (5,000g
for 15 min at 22 “C) and the supermatants passed through
0.45 pm filter units ( Millex, Millipore), aliquoted and stored
at —20°C until use.

The cyanobacterial bloom sample (2 1) from Orsonville
pond was centrifuged at 5,000g for 30 min at 22 °C within
3 h after collection. The supernatant was passed through
0.1 um filter units and conserved at 4 °C until use (see Sec-
tion 2.4). One gram (wet weight) of the resulting pellet was
frozen in liquid nitrogen and ground with a mortar and
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Table 1
Cyanobacterial samples analyzed by the non-radicactive ligand-binding assay
I, Lyophilized axenic cyanobacteria, origin and medium Toxin Inhibition ()"
Oscillatoria (Cluster 1)
PCC 7515; Water tank, Stockholm, Sweden, 1972% 2N n.d® 10
Ozcillatoria (Clustar 2)
PCC 7112; Soil, San Frandsco, USA, 1970%; BG11 nd® o
Cscillatoria (Cluster 3]
PCC 6401; Marine mud, California, 1964%; BG11 nd® 0
Oscillatoria (Cluster 4)
PCC 6412; Fresh water, California, USA, 19647; BG11 ANTX" 48
PCC 6506; Source unknown; BG11 ANTX® 53
PCC 6602; Fresh water, California, USA, 1964°; BGT1 n.d” 5
PCC 9029; Source unknown, co-identic with PCC 65067; 2N ANTX/HANTX" 51
Oscillatoria (Cluster unknown )
PCC 7823; Garden soil sample, Dundee, Scotland, 1978%; 2N nd” 10
PCC 8808; Communal wash-house, Dijon, France, 1988%; 2N nd® 15
PCC 9240; Lake Hormajarvi, Finland, 1986°; 2 N ANTX DS 85
PCC 10111; Lake Levrasjon, Skane, Sweden, 1981% 2N HANTX ™ 65
Planktothrix (ex Oscillateria cluster 5)
PCC 7805; Veluwemeer, The Netherdands, 1972%; BG11 MIC* 14
PCC 7811; Calcareous water, Vert le Petit, France, 19647 2N nd? 11
PCC 7821; Lake Gjersjfen, Akershus, Norway, 197 17; 2N nd? 5
POC 9214; Fish pond, Landjia, Central African Rep., 1989°; IN nd® 21
Symploca
PCC 9410; Loamy soil, Kathmandu, Nepal; 2N nd® 15
Anaboena flos-aquae :
PCC 9302; Freshwater lake, Canada (525-17-b-1c)™%; 2Nia MiC™ 13
PCC 9332; Lake Windermere, Cumbria, England®; BG11ps nd® 12
PCC 9349; Beaverhill Lake, Alberta, Canada®™; 2Ny nd? 19
Aphanizomenon flos-uqguae
NH-5," Fish pond, Durham, New Hampshire, USA, 1980%; Z8o; STXE o
Cylind respermopsis roci borskii
AWT205%; Oatley Pond, Sydney, Australia, 1997'; Z8os YN 19

2. Senescent axenic cyanobacteria m culture
Cell pellet of strain PCC 9240 ANTX" 59
Cell pellet of strain PCC 10111 HANTX" 50

3. Lyophilized environmental samples

Biofilm; La Loue River, France, 2005™ ANTX™ 100
Cyanobactenal floating mats: La Loue River, France, 2005 ANTX" 27140
Water bloom; reservoir, Dakar-Bango, Senegal, 2005 nd” o
Water bloom; Lake Djoud, Senegal, 2005 nd” 2
Water bloom; pond, Orsonville, France, 2006 nd” o

4. Aqueous sample and culture supernatants

Environmental pond water, Orsonville, France, 2006 n.d.” {e]
Supematant of a senescent culture of strain PCC 9240 ANTX™ 50
Supematant of a senescent culture of strain PCC 10111 HANTX" 75

ANTX, anatoxin-a; HANTX, homoanatoxin-a; MIC, microcystin; CYM, cylindrospermopsin; STX, saxitoxing nd. not detected.

* Rippka and Herdman {1992 ),

" Ardoz et al. (2005).

© Sivonen et al. { 1989).

4 Skulberz et al. (1992).

# Bouaicha et al. (1996).

" schisser (1994),

# Mahmood and Carmichael {1986,

" Harada et al. {1991),

! Rinehart et al. (1994),

i Booker and Walshy (1979),

£ Starr and Zeikus (1993),

! Hawkins et al. (1997).

™ Gugger et al, { 2005).

" This work: the percentage of inhibition is an average value of at least bwo independent experiments performed with chemiluminescence and color de-
tection with triplicates and sometimes with duplicates,

@ Strain NH-5, clonal but not axenic cyanobacterial strain kindly provided by W.W. Carmichael.

# Determined by ligand-binding assay with ['**I]-z-bungarotoxin as tracer.

4 Strain AWT205, clonal but not axenic cyanobacterial strain kindly provided by Dr, Meilan, B.A.
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pestle in 10 ml of 50 mM acetic add in water. The homog-
enate was incubated for 4 h at room temperature with con-
stant stirring and centrifuged (15 min, 12,000g at 15 *C).
The supernatant was filtered through 0.1 pm filter units
and dried in a Speedvac. The desiccated extract was resus-
pended in 500 pl of 50 mM acetic acid in water and stored
at —207C until use.

2.3, Processing of agueous samples

In order to test the applicability of the non-radioactive
ligand-binding assay to the detection of cyanobacterial
anatoxins from aqueous samples, we used filtered media
from cultures of the ANTX-producing strain PCC 9240 and
the HANTX-producing strain PCC 10111 (40 ml, each).
Both cultures were two months old and showed signs of
cell lysis such as phycobiliprotein leakage and therefore po-
tentially released toxins into the medium. The supernatant
{100 ml) of the environmental sample from Orsonville
pond was also analyzed. The aqueous samples were passed
through a solid phase extraction column in order to con-
centrate potential toxins. For this purpose, 500mg of Cig
resin (Baker bond phase C18, Mallinckrodt Baker, Deventer,
Holland ) were conditioned with 2 ml MeOH and 6 ml water
prior to sample loading. The pH of the aqueous samples
was adjusted to 9 with NH40H and immediately loaded
onto the conditioned Cyg resin. The columns were washed
consecutively with 6 ml water and 2 ml 10% (v/v) MeOH
in water. The retained toxins, if any, were eluted with
5 ml MeOH. The eluate was concentrated with a Speedvac
and the resulting pellet was resuspended in 100l of
5 mM acetic acid in water and stored at —20 *C.

24. Radioactive receptor-binding assay

Torpedo electrocyte membranes purified as described
previously (Hill et al., 1991) were resuspended (0.05-
010 mgml~! protein) in PBS (130 mM sodium chloride,
20 mM sodium phosphate buffer, pH 7.0), containing 0.1%
{w/v) BSA and 0.1% {v/v) Tween 20. Inhibition by competi-
tive binding of a-bungarotoxin and anatoxins was per-
formed at 10~® M [131]-a-bungarotoxin (['*1]-a-BgTx) as
described (Ardoz et al., 2005).

25, Non-radioactive receplor-binding assay

Torpedo electrocyte membranes were resuspended
{0.07-0.14 mg ml~! protein) in TBS (150 mM sodium chlo-
rde, 50 mM Tris—HCl, pH 7.4) containing 0.1% (wjv) BSA
and 0.1% (v/v) Tween 20. For K4 determination, aliquots of
100 wl Torpedo electrocyte membranes were incubated
with increasing concentrations of g-bungarotoxin biotin-
XX conjugate (Biotin-BgTx; Molecular Probes, Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA).

For inhibition assays, 100 ul of Torpedo electrocyte
membranes were incubated in 96-well plates for 1 h at
22°C with 1 ul of toxins standards (z-bungarotoxin or
ANTX), or 10 pul of extracts from cyanobacteria or aqueous
samples. Thereafter, 2 ul of 2 x 10~° M Biotin-BgTx were
added and the mixture was further incubated for 5 min.
The reaction mixture was then transferred onto a 48-well

Slot-Blot (Amersham Biosdences, Arlington Heights, IL,
USA) holding a GF/C filter membrane (Whatman, Maidstone
Kent, UK) presoaked with TBS containing 0.1% (wjv) BSA
and immediately vacuum-filtered. Unbound Biotin-BgTx
was washed out with 3 ml ice-cold TBT (TBS, 01% (v/v)
Tween 20, pH 7.4). The amount of Biotin-BgTx attached to
the Torpedo electrocyte membranes was detected by chem-
iluminescence or the color reaction (see next sections).

2.5.1. Chemiluminescence detection

After adsorption of the Biotin-BgTx-nAChR complex
onto the GF/C filter membrane, 50 pl streptavidin conju-
gated to horseradish peroxidase (streptavidin-HRP, Molec-
ular Probes), diluted 1:7500 in TBS, were added to each
well and further incubated for 10 min at 22 *C. The solution
was removed by vacuum filtration and the membranes
were washed successively with 3 ml ice-cold TBT and
250 pl H,0. To detect peroxidase activity, 50 ul of ECL Plus
detection reagent (Amersham Biosciences) were added to
each well. After 5min incubation at 22 °C the detection
mixture was filtered out and the chemiluminescence was
directly detected on the GF/C filter membrane using
a STORM instrument (Amersham Biosciences) in the fluo-
rescence mode. The signals were quantified with the Image
Quant software [Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA, USA).
Alternatively, the treated GF/C filter membrane was placed
in contact with a Hyperfilm ECL™ (Amersham Biosciences)
for 15-60 s and the density of the signals quantified by den-
sitometry in the transmissive mode (GS 800, Biorad, Hercu-
les, CA, USA). In the inhibition assays, a decrease or lack of
the chemiluminescent signals indicated the presence of
ANTX and/or HANTX in the sample.

2.5.2. Color detection

After adsorption of the Biotin-BgTx-nAChR complex
onto the GF/C filter membrane, 100 pl streptavidin conju-
gated to alkaline phosphatase (streptavidin-AP, Promega,
Madison, W1, USA), diluted 1:5000 in TBS, were added to
each treated well and incubated for 10 min at 22 *C. The so-
lution was removed by vacuum filtration and the mem-
branes were washed successively with 3 ml cold TBT and
1 ml water. For color development, 50 ul of a commercial
solution of nitroblue-tetrazolium chlonde/5-bromo-4-
chloro-3 indolylphosphate (NBT/BCIP, Amersham Biosci-
ences) were added to each well and the reaction continued
until a good contrast between negative and positive con-
trols was obtained. The membranes were scanned and
quantification of the signals was performed by densitome-
try of the GF/C filter membrane in the reflective mode (GS
800, Biorad). In the inhibition assays, a decrease or lack of
the color signal indicated the presence of ANTX and/or
HANTX in the cyanobacterial sample.

2.6. Data analysis

Similar controls were performed for radioactive and
non-radicactive protocols. Controls of 100% binding (C.
100%) were obtained in the absence of inhibitors. The
specificity of binding was verified by incubating Torpedo
electrocyte membranes with 1 %1075 M unlabeled o-
bungarotoxin. Background noise due to mnon-specific
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['**1]-2-BgTx or Biotin-BgTx retention by the GF/C filter
membranes was corrected from samples in which Torpedo
electrocyte membranes and inhibitors were omitted
(C. Filter). The percentage of inhibition was calculated
according to: [100 = (signal 100% — signal sample)/(signal
100% — signal filter)]. Independent experiments were per-
formed at least twice with duplicates. The affinity constant
(Kga) for Biotin-BgTx and the inhibition affinity constants
ICsp (concentration of inhibitor at which Biotin-BgTx bind-
ing is inhibited by 50%) were determined using the non-
linear regression one site competition curve (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA).

2.7. Mass spectrometry

Quadrupole Time Of Flight tandem mass spectrometry
(Q-TOF MS/MS) of the floating cyanobacterial mats extract
from the La Loue River was made using an APl Q-Star Pulsar
i mass spectrometer (Applied Biosystems, Foster city, CA,
USA) equipped with an electrospray ionisation (ESI) source.

HPLC/MS analyses were performed using an Alliance
HPLC HT coupled with a Waters 2Q mass detector (Waters,
Milford, MA, USA). ANTX standards (10 pl) or environmen-
tal samples (20 pl) were separated in a SunFire Cyg HPLC
column (4.6 mm ID, 15 an, Waters). Sample injections
(two replicates ) were performed automatically. The mobile
phase comprised water containing 01% v/v formic acid (A)
and 80% acetonitrile containing 0.1% v/v formic acid  B). The
flow rate was 1 mlmin~': 0-20 min: isocratic 0% B: 20-
22 min: gradient 0-80% B; 22-27 min: isocratic 80% B;
27-28 min: gradient 80-0% B. The retention time of ANTX
was 5.5 min. lonisation was performed by positive-ion elec-
trospray and the quadrupole filter mass spectrometer was
operated in the single ion recording mode (SIR) at m/z
166.20 (ANTX [M+ H]*).

3. Results

3.1 Inhibition of Biotin-BgTx binding to nAChRs by
a-bungarotoxin

Once the optimal conditions were set (i.e. Torpedo elec-
trocyte membrane dilution, reaction time, reaction volume,
Biotin-BgTx concentration) for the simultaneous detection
of 48 samples on a Slot-Blot device, we performed a compe-
tition binding assay using unlabeled a-bungarotoxin as in-
hibitor for Biotin-BgTx binding to Torpedo electrocyte
membranes, Increasing concentrations of «-bungarotoxin
(3.1 %107 to 5.0 « 10~° M) were incubated with Torpedo
electrocyte membranes and the inhibition signals revealed
by the ECL method (Fig. 1, left panel). Incubation of Torpedo
electrocyte membranes with Biotin-BgTx in the absence of
inhibitor generates intense bands (see controls of 100%
binding). Filter controls where Torpedo electrocyte mem-
branes were omitted show very low background signals,
ruling out adsorption of Biotin-BgTx and/or streptavidin-
HRP to the GF/C filter membrane. The analysis of the data
gave an ICsq of 1.2 x 1077 M a-bungarotaxin, which is ~3
times the concentration of the tracer molecule
(4 = 107%™ Biotin-BgTx), wvalidating the experimental
design. Similar results were obtained for the unlabeled

ECL+ NET/BCIP

C.Firturl
C.100% == — — ——
“_E.I'.lx 10% -
25x10% -
1.3 x10%
6.3 x 107
31 x107 — —
1.6 x 107 - —
78x108
3.9 x 10¢

20x10%

Bungarotoxin [M]

9.8 x 10
4.9 x 109
24x10%

1.2x10°

SERRESRE
I
I

6.1 x 1070

31 x 1070

Fig. L Inhibition of Biotin-BgTx binding to Torpedo electrocyte nAChR-
membranes by z-bungarotoxin, Dose-dependent inhibition of Biotin-BgTx
binding to Torpedo electrocyte nAChR-membranes by z-bungarotoxin as de-
tected by chemiluminescence (left panel) and color detection {right panel)
Samples were run in duplicates and positioned in two columns with the
coresponding a-bungarotoxin concentrations. C Filter = control filter; C
100% = controls of 100% binding.

g-bungarotoxin competition binding revealed by color de-
tection (Fig. 1, right panel).

3.2. Saturation binding with Biotin-BgTx

Torpedo electrocyte membranes were incubated with
increasing concentrations of Biotin-BgTx (11«10~ to
24 »107°M) and the binding signals detected by either
chemiluminescence or the color method (NBT/BCIP). The
data from typical saturation binding experiments followed
by chemiluminescence and color detection are shown in
Fig. 2A and C. The affinity constant (Ky) of Biotin-BgTx for
the nAChRs was calculated by non-linear regression analy-
sis: Kypa) 1.2 % 1078 M Biotin-BgTx and Kagwerscip)
3.5 x 107® M Biotin-BgTx.

3.3. Inhibition of Biotin-BgTx binding to nAChRs by ANTX

We measured the dose-dependent inhibition of Biotin-
BgTx binding to nAChRs using purified ANTX from Oscilla-
toria sp., strain PCC 9240 (Fig. 2B and D) and commercial
ANTX-fumarate (data not shown). Binding of ANTX to the
nAChRs competitively inhibits further binding of Biotin-
BgTx to the receptors in a concentration-dependent man-
ner (Fig. 3). The ICsp values calculated following detection
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Hg. 2. Saturation binding and inhibition of Biotin-BgTx binding by purified ANTX. (A) Saturation curve of Biotin-BgTx binding to Torpedo electrocyte membranes.
Streptavidin-HRP and ECL Plus detection followed by chemiluminescence quantification (STORM, mean + 5D of triplicates). (B) Dose-dependent inhibition of
Biotin-BgTx binding to Torpedo electrocyte membranes by purified ANTX Biotin-BgTx (4 » 10°® M) was used as tracer. Streptavidin-HRP and ECL Plus detection
followed by chemiluminescence quantification (STORM, mean <+ 5D of triplicates). (C) Saturation curve of Biotin-BgTx binding to Torpede electrocyte membranes.
Streptavidin-AP color detection. Quantification was performed by densitometry in the reflective mode (GS 800, Biorad, mean + 5D of triplicates). (D) Dose-de-
pendent inhibition of Biotin-BgTx binding to Torpedo electrocyte membranes by purified ANTX Biotin-BgTx (4 = 10 % M) was used as tracer, Streptavidin-AP color
detection, Quantification was performed by densitometry in the reflective mode (GS 800, Biorad, mean + SD of triplicates),

by chemiluminescence (62 x10~% M ANTX; 95% confi-
dence intervals 2.6 x 107 % to 1.4 »x 107 M), by color reac-
tdon (17 x10"¥M ANTX; 95% confidence intervals
51x107° to 5.3x10°®M) and by radioactivity (5.6 x
108 M ANTX; 95% confidence intervals 39x 108 to
81 x107%M) are of the same order of magnitude and
with overlapping confidence intervals. The non-radioactive
ligand-binding assay can thus be used instead of the ['*°1]-
o-BgTx-based assay for ANTX detection, without loss of
sensitivity and with the advantage that no radioactive
waste is generated. Mo significant differences could be
established between the detection of ANTX by chemilumi-
nescence or by color reaction (Fig. 2B and D).

The limit of detection (LOD) was estimated as the
mean +3 5D of the inhibition binding of Biotin-BgTx to
the cholinergic receptors in the range of 1x107° to
1x107'M ANTX. The obtained LOD corresponds to 30%
inhibition binding (3.7 = 10~% and 0.9 x 10~% M ANTX for
both, chemiluminescence and color detection methods).

Although HANTX was also inhibitory of Biotin-BgTx
binding to nAChRs (data not shown), the ICsg for this toxin

was not determined because of limited availability of puri-
fied HANTX and lack of commercial standards. However,
given that ANTX and its homologue HANTX are equally po-
tent agonists in the radioactive ligand-binding assay (Araoz
et al, 2005), the non-radioactive method will, of course,
also be applicable for the detection of HANTX.

34. Chemiluminescence detection of anatoxins in
cyanobacterial extracts

Dose-dependent inhibition of Biotin-BgTx binding to
nAChRs by ANTX and selected cyanobacterial strains are
shown in Fig. 3 in a 48-well format. Detection was achieved
by chemiluminescence. Binding of cyanobacterial anatox-
ins to the nAChRs inhibits Biotin-BgTx binding to the nico-
tinic receptors in a concentration-dependent manner.
ANTX inhibition is reflected by a lack of or a reduction of
the chemiluminescence signals compared to controls of
100% binding. Extracts of four cyanobacterial strains were
run in parallel to the ANTX references. Oscillatoria sancta
PCC 7515, which lacks cyanobacterial anatoxins according
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Fig. 3. Dose-dependent inhibition of Biotin-BgTx binding to Torpedo electro-
cyte nAChR-membranes by punfied ANTX and extracts of cyanobactenial
strains. Biotin-BgTx (4 = 107 M) was used as tracer. Chemiluminescence/
ECL+ detection. C Filter = control filter, C 100% — controls of 100% binding,
ANTX samples were run in duplicates and positioned in two columns at the
indicated concentrations. Extracts of the axenic cyanobacterial strains PCC
7515, PCC 9240, PCC 10111 and PCC 6412 are also shown A decrease or
lack of the chemiluminescent signals com pared to controls of 100% binding
indicates the presence of cyanobacterial anatoxins.

to GC/MS, did not inhibit Biotin-BgTx binding to the
nAChRs from Torpedo electrocyte membranes. In contrast,
the ANTX-producing strains PCC 9240 and PCC 6412, as
well as the HANTX-producing strain PCC 10111 did inhibit
Biotin-BgTx binding to the nAChRs. With the toxin-positive
strains PCC 6506, PCC 8029 and PCC 9240 inhibition was
still observed with a 20-fold dilution of cell extracts (data
not shown ). The concentrations of ANTX in the extracts of
the Oscillatoria strains PCC 9240 and PCC 6412 were deter-
mined by extrapolation from the inhibition curve calcu-
lated for ANTX (Fig. 2B). As a result, strain PCC 9240 was
found to contain 3000 pg ANTX g~ lyophilized filaments
whereas for strain PCC 6412 the toxin concentration was
50 pg ANTX g ! lyophilized filaments.

3.5 Color detection of anatoxins in extracts of cultured
cyanobacteria

Fig. 4A illustrates a series of ligand-binding experiments
using various types of extracts in which detection was per-
formed by the NBT/BCIP color method. As described for
chemiluminescence detection, intense bands indicate
absence of inhibitor, while the lack or the reduction of
the intensity of the bands indicates the presence of cyano-
bacterial anatoxins in the samples. The appropriate con-
trols (C. Filter and C. 100%) and a series of ANTX dilutions
were applied in parallel to the extracts, in order to estimate
the degree of inhibition (Fig. 4B). Table 1 summarizes the
inhibition results obtained by chemiluminescence and
color detection.

As negative controls we used cyanobacterial strains that
did not inhibit the binding of ['**1]-x-bungarotoxin to the
nAChRs (A. flos-aquae PCC 9302, PCC 9332 and PCC 9349;

rial) for the preparation of all low molecular mass extracts.

3.6. Color detection of anatoxins in extracts from
environmental samples

Extracts of the cyanobacterial bloom samples collected
in Senegal (Dakar-Bango and Djoudj Lake) did not inhibit
Biotin-BgTx binding to the nicotinic receptors [Fig. 4A,
left panel and right panel). The extract of the cyanobacterial
bloom sample collected in Orsonville gave 30% inhibition in
a first experiment in which clogging of its comresponding
wells was observed (Fig. 4A, left panel). Although the
Orsonville samples were filtered as described in Section
223, the concentration of the 10 ml extract to a final vol-
ume of 500 pl resulted in insoluble precipitates that might
have caused the GF/C filter membrane to clog. Conse-
quently, the precipitates from the concentrated Orsonville
extract were eliminated by centrifugation and the experi-
ment was repeated with the corresponding supernatant
several times. Neither the extracts of the cyanobacterial
bloom sample nor of the water sample from Orsonville
pond were inhibitory in the non-radioactive ligand-binding
assay (Fig. 4A, right panel).

The environmental biofilm sample from the La Loue
River (France), for which ANTX presence was fully docu-
mented {Gugger et al, 2005), showed 100% Biotin-BgTx
binding inhibition to the nAChRs (Fig. 4A, left panel and
right panel, and B). We also analyzed the free floating cya-
nobacterial mats sample collected in the surroundings of
the toxic cyanobacterial biofilms from the la Loue River.
The corresponding extract slightly inhibited Biotin-BgTx
binding to the nAChRs in a first experiment ( 27% inhibition,
Fig. 4A, left panel and B). The sample loading of this extract
in the assay was doubled to 20 pl and the percent inhibition
of Biotin-BgTx binding to the nAChRs was 40% + 38 (Fig. 4A
right panel and B).

3.7. Validation of the non-radicactive ligand-binding assay
by mass spectrometry

To wvalidate the detection of ANTX in the extracts of

environmental samples by HPLC/MS, we performed a cali-
bration curve wsing commercial ANTX-fumarate as
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Hg 4. (A) NET/BOP detection of the inhibition of Biotin-BgTx binding to Torpedo electrocyte membranes by cyanobactenal extracts, environmental blooms and
agueous samples. The various cyanobacterial samples were run in triplicates and positioned in two columns. (B) Histogram showing the percent of inhibition of Bi-
otin-BgTx binding to Torpedo electrocyte membranes by extracts of axenic cyanobacterial strains and environmental cyanobactenal samples. Quantification of the
NET/BCIP signals was performed by densitometryin the reflective mode. C Filter —control filter, C 100% = controls of 100% binding. The percentageof inhibition was
calculated according to: [100 = (signal 100% — signal sample )f{signal 100% — signal filter)|. All the experiments were performed in triplicate. Emror bars indicate the
SD. La Loue (BF) = extract of cyanobacterial biofilm from the La Loue River, France. La Loue (FOM) = extract of the floating cyanobacterial mats from the La Loue River,
France, (*) Extracts from the cellular fraciion of senescent cultures of the cyanobactenal strains PCC 9240 and PCC 10111, (%) Culture supematants(CS | rom senescent
cultures of strains POC 9240 and PCC 10111 that were concentrated by solid phase extraction. LOD: limit of detection.
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standard (Fig. 5A and B). Mass quantification was achieved
in the SIR mode. LC/MS is a direct method and results inalin-
ear calibration curve over the studied range (Fig. 5A). The es-
timated LOD (background mean + 3 SD)was of 1.2 x 107 M
ANTX. The non-radioactive ligand-binding assay was more
sensitive (LODga: 3.7 100 M and LODngrmce: 0.9 x
10~%M ANTX) than the HPLC/MS method used here. The
environmental samples {20 pl) were analyzed by LC/MS us-
ing the same conditions as described {see Section 2.7).
ANTX was detected in the samples corresponding to the
biofilm and to the free floating cyanobacterial mats col-
lected in La Loue River. The presence of ANTX in the envi-
ronmental extracts from Dakar-Bango, Djoudj Lake and
Orsonville pond was neither detected by HPLC/MS
(Fig. 5C) nor by ESI-MS (data not shown). HPLC/MS quanti-
fication of La Loue biofilm sample (3 = 10~% M ANTX) corre-
lates with the inhibition percent of 100% obtained with the
non-radioactive ligand-binding assay. However, the esti-
mated concentration for the floating mats from La Loue
River differs: 5x10~7M ANTX by LC/MS and 1 x10°%M
ANTX by the non-radioactive ligand-binding assay. The
high wariability of the signals observed between the
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replicates of this sample (Fig. 4A, right panel and B) could
explain such differences. Moreover, Q-TOF MS/MS analysis
of the cyanobacterial mats sample from the La Loue River
confirmed unequivocally the presence of ANTX in this sam-
ple (Fig. 5D). The fragmentation pattem following MS/MS
of the protonated parental ion (m/z 166) corresponds to
the mass spectra of ANTX-fumarate shown in Fig. 5B.

4. Discussion

We previously developed a radicactive ligand-binding
assay for the detection of ANTX and/or HANTX from cyano-
bacterial extracts and demonstrated that only extracts from
anatoxins-producing cyanobacteria bind to the nAChRs
(Ardoz et al, 2005). Here, we propose a non-radioactive
method based, as before, on the use of Torpedo electrocyte
membranes rich in nAChRs and on the high affinity of ANTX
and HANTX for the nicotinic receptors, but using Biotin-
BgTx as tracer. The post-synaptic membranes from Torpedo
electroplague tissue contain muscle-type nAChRs with
high specific activity that can be easily purified by sucrose
density gradient centrifugation (Hill et al, 1991). The
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Fig.5. Validation of the non-radioactive ligand-binding assay by HPLC/MS. (A) Calibration curve of ANTX-fumarate by HPLC/MS, Mass detection was performed in
the SIR mode. Two replicates for each ANTX concentration were performed. Each point represents the peak area + 5D of the response versus the retention time
(r* = 0.99). (B) HPLC/MS spectra of ANTX-fumarate standard, Ten microlitres of 1.2 = 10° M ANTX-fumarate was loaded into the SanFire HPLC column, {C) SIR
HPLC/MS chromatograms resulting from the injection of 10y of ANTX-fumarate or 20 ul of environmental cyanobacterial bloom samples. La Loue {BF) = extract
of cyanobactenal biofilm from the La Loue River, France, La Loue (FCM) = extract of the floating cyanobacterial mats from the La Louve River, France, (D) ESI-Q-TOF
MS/MS analysis of the extract of the La Loue (FOM). Sample size: 5 pl. Parental ion: mfz 166.1
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membrane preparations are stable, since no major differ-
ences were observed in the capacity of Torpedo electrocyte
membranes purified in 1989 to bind Biotin-BgTx with those
purified in 2006 and 2007, except that the degree of mem-
brane dilution needed to be adjusted to have similar Biotin-
BeTx binding kinetics (data not shown). Torpedoe electrocyte
membranes rich in nAChRs therefore provide a model sys-
tem for different methodological approaches (Cartaud
et al, 2000) including ligand-binding assays as is the case
in the present communication.

The binding of ANTX and HANTX to the nAChRs pre-
vents further binding of Biotin-BgTx in a concentration-de-
pendent manner. The calculated 1Csp values for ANTX
inhibition obtained by the radicactive and non-radioactive
ligand-binding assays were fairly similar (Table 2) with
overlapping 95% confidence intervals. The LOD for ANTX
in the radioactive method was 1 = 107%M (Araoz et al,
2005), which is close to the LOD determined here for the
Biotin-BgTx assays (3.7 107 and 0.9 = 10~% M ANTX for
the chemiluminescence and color detection methods, respec-
dvely). All of these values are in a range dose o the recom-
mended margin of security of 1 pg 1! (0.6 107% M) ANTX
for safe drinking water, as proposed by Fawell et al (1999).

The non-radioactive ligand-binding assay gives consis-
tent results as evidenced by the inhibition signals of ex-
tracts from strains PCC 9240 and PCC 10111, used as
toxin-positive internal controls (Figs. 3 and 4A). There
are, however, some experimental factors such as the viscos-
ity of the sample that may alter the inhibition results, as
was the case for the Orsonville bloom extract (Fig. 4A, left
panel and right panel). The dogging of the filter by viscous
samples could hamper the proper washing of unbound Bi-
otin-BgTx, or streptavidin-AP leading to an increase of the
color signal. It is thus highly recommended to filter the
samples through disposable capsule filters of 0.2 pm, or
to centrifuge the samples prior to the incubation with the
Torpedo electrogyte membranes. Since the method is based
on the amount of Biotin-BgTx bound to the nAChR-mem-
brane, it is essential that a similar amount of Terpedo elec-
trocyte membranes is retained on the GF/C filter. Therefore,
itis necessary to avoid the clogging of the GF/C filter mem-
brane and to ensure that there is no leakage of the nAChR-
membrane suspension during the washing and filtration
processes.

Axenic cyanobacterial strains of diverse origin were
studied (Table 1) some of which were previously shown
to produce toxins other than anatoxins. Extracts from
Anabaena flos-aquae PCC 9302, co-identic with strain
NRC-525-17, and from Planktothrix sp. PCC 7805, both of

Table 2

which produce microcystin (Harada et al., 1991; Rinehart
et al., 1994; Bouaicha et al,, 1996), and an extract from the
non-axenic Cylindrospermopsis raciborskii AWT205, known
to produce cylindrospermopsin {Hawkins et al., 1997 ) did
not interfere with the Biotin-BgTx ligand-binding assay
(Fig. 4A and B). In addition, an extract of the non-axenic
Aphanizomenon flos-aquae NH-5, a saxitoxin producer
(Mahmood and Carmichael, 1986), was also not inhibitory
in the ['%1]-a-BgTx binding assay (Table 1). Thus, accord-
ing to our results, cyanotoxins not belonging to the
ANTX/HANTX group should not interfere with the non-
radioactive ligand-binding assay.

Toxin release into the culture medium occurs in ageing
cyanobacterial cells, particularly if grown under low light
conditions (Rapala and Sivonen, 1998). With the aim to ap-
ply the non-radioactive ligand-binding assay to aqueousen-
vironmental samples containing cyanobacterial anatoxins,
we tested extracts of media supernatants from senescent
cultures of the control strains Oscillatoria sp. PCC 9240 and
0. formosa PCC 10111. Extracts from the senescent filaments
of strain PCC 9240 and PCC 10111 inhibited Biotin-BgTx
binding to the nAChRs (59 and 50% inhibition, respectively,
Fig. 4A and B, Table 1). Furthermore, the corresponding
supematants, concentrated by solid phase extraction, gave
Biotin-BgTx inhibition values of 50 and 75% for strains PCC
9240 and PCC 10111, respectively (Fig. 4A, right panel and
B, Table 1), confirming toxin leakage into the culture me-
dium. The percent inhibition of 50% calculated for the super-
natant of the senescent culture of strain PCC 9240
corresponds to 1.7 x 10~% M ANTX (Fig. 2D). The fact that
we were able to detect ANTX in this relatively low range of
concentration encourages the application of the non-radio-
active ligand-binding assay for the detection of ANTX in
aqueous environmental samples, provided a step of solid
phase extraction is performed prior to the assay.

Dog neurotoxicosis reported for the La Loue River in
France (Gugger et al., 2005), the Hutt River in New Zealand
(Wood et al., 2007) and the Tarn River in France (Cadel-Six
et al,, 2007) confirmed the importance of benthic cyano-
bacteria as anatoxins producers. Benthic cyanobacteria,
which grow attached to the bottom substrate of a water
course, may also form free floating scums that accumulate
at the river shore (Wood et al., 2007). The cyanobacterial
mats samples collected in the La Loue River, showed inhibi-
tion values close to the LOD of this method (Fig. 4A, left
panel). By increasing the sample loading of this extract in
the assay, its inhibitory activity towards Biotin-BgTx bind-
ing to nAChRs was confirmed (Fig. 4A, right panel). In
agreement with, the analysis of the extract from

Kinetic parameters and LOD determined for the radioactive and non-radioactive ligand-binding assays

['*=1]-2-Bg Tx binding assay

MNon-radioactive ligand-binding assay

Chemiluminescence detection NET/BAP detection

Ka nd.

ICspianTs) 56 = 10 "M ANTX
IC AT 74 % 10°% M HANTX?
LoD 1«10 %M ANTX

12 = 10" ® M Biotin-BgTx 3.5 = 10 ® M Biotin-BeTx
62 = 107" M ANTX L7 » 10°% M ANTX

n.d nd,

3.7 % 107" M ANTX 09« 10°% M ANTX

nd., Mot determined.
* Araoz et al. (2005).
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cyanobacterial mats from La Loue River by Q-TOF MS/MS
confirmed the presence of ANTX.

To validate the non-radioactive ligand-binding assay we
performed a standard curve for ANTX using HPLC/MS. To
maximize the sensitivity of MS detection, SIR for ANTX
[M+H]™ at m|z 166.2 was performed (Fig. 5A). SIR mode
of detection is very sensitive as only the molecular ions
are monitored and along with the retention time in the
HPLC column and the simultaneous detection with a photo-
diode array, this method confirmed the presence of ANTX
in the extracts of the two environmental samples collected
in La Loue River, Mass spectrometry based methods show
variable sensitivity according to the HPLC column and the
mass detector used: e.g. Bogialli et al. (2006) developed
a HPLC/MS/MS method with a LOD of 0.5 » 1070 M ANTX
whereas the HPLC/MS methods developed by Furey et al.
(2003) and James et al. (2005) showed a LOD of
3.6 x 10 and 1.2 x 10-8 M ANTX, respectively. The bioas-
say proposed here is, therefore, suitable for the survey of
cyanobacterial anatoxins in environmental samples.

5. Conclusions

This is the first visual detection method for cyanobacte-
rial anatoxins. The non-radioactive Biotin-BgTx binding as-
say is spedfic for this class of toxins, sensitive and rapid,
allowing the simultaneous analysis of 48 samples as well
as toxin quantification. It could be applied directly to the
analysis of cyanobacterial cell extracts, environmental cya-
nobacterial blooms and aqueous samples. Whenever inhi-
biton values close to the LOD of the method are observed,
the samples need to be concentrated in order to confirm
the presence or absence of cyanobacterial anatoxins. Taken
together, the proposed non-radicactive ligand-binding as-
say is suitable as an early detection method for the survey
of ANTX and HANTX from environmental samples and
could also be applied to the discovery of novel ligands for
the nAChRs.
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Abstract

The first identification of anatoxin-a in a French lotic system is reported. Rapid deaths of dogs occurred in 2003 after the
animals drank water from the shoreline of the La Loue River in eastern France. Sediments, stones and macrophytes surfaces at
the margin of the river were covered by a thick biofilm containing large quantities of several benthic species of filamentous,
non-heterocystous cyanobacteria.

Known cyanotoxins, such as microcystins. saxitoxins and anatoxins were screened from biofilm samples by biochemical and
analytical assays. A compound with similar UV spectra to the anatoxin-a standard was detected by high-performance liquid
chromatography (HPLC) coupled with photo-diode array detector. This toxin was further identified by HPLC coupled with a
UV detector and by electrospray iomisation-Quadrupole-Time-Of-Flight mass spectrometer, and confirmed by tandem mass
spectrometry. These two techniques were necessary to discriminate anatoxin-a in phenylalanine-containing matrices such as
liver samples of poisoned dogs. The toxin and the aromatic amino acid, phenylalanine, present the same pseudomolecular ion at
mfz 166, but have differing fragmentation patterns, retention times and UV spectra. Finally, several cyanobacterial strains were
isolated from the green biofilm and tested for anatoxin-a production. Phomnidium favoswn was identified as a new anatoxin-a
producing species.
© 2003 Elsevier Lid. All rights reserved.

Kevwords; Anatoxin-g; Phenylalanine; Benthic cyanobacteria; Phormiditen favosum; Neurotoxin, Environmental health risks

L. Introduction water bodies, the hepatotoxic cyanotoxins consist mainly of

microcystins and cylindrospermopsins, whereas the neuro-

Cyanobacteria are known worldwide to produce toxins
implicated in animal and human poisoning incidents
(Carmichael, 1997; Sivonen and Jones, 1999). In fresh

* Comesponding author. Tel.: +33 1 40793179; fax: +33 1|
793495,
E-mail address: mgugger@ mnhn fr (M. Gugger).

0041-0101/% - see front matter & 2005 Elsevier Lrd. All rights reserved.

doi:10. 1016/ toxicon. 2005.02.031

toxic cyanotoxins are anatoxins and saxitoxins. These
compounds are found mainly in planktonic cyanobacteria,
but in some rare cases, benthic filamentous cyanobacteria
have also been shown to produce anatoxins, microcystins or
saxitoxins (Edwards et al., 1992; Mez et al.. 1997;
Verschuren et al., 2002).

Anatoxin-a (ANTX-A) was the first cyanobacterial toxin
of which the toxicological effects and chemical structure
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were established (Carmichael et al., 1975: Devlin et al.,
1977). This small alkaloid acts as a postsynaptic depolar-
ising neuromuscular blocking agent (Carmichael, 1997),
which binds to the nicotinic receptor with a higher affinity
than acetylcholine (Spivak et al., 1980). Subsequently, the
presence of this neurotoxin has been reported occasionally
in five countries of Europe, three of Asia, two of North
America and one of Africa (Park et al., 1998; Sivonen and
Jones, 1999; Krienitz et al., 2003). With the exception of a
Japanese Microcystis sp. that produces small amounts of
ANTX-A (Park et al., 1993), this toxin has been found
mainly in filamentous cyanobacteria such as Anabaena spp.
(Carmichael et al., 1975; Sivonen et al., 1989; James et al.,
1997: Bruno et al.. 1994), Aphanizomenon flos-aquae
(Rapala et al, 1993), Oscillatoria sp. (Edwards et al.,
1992), Raphidiopsis mediterranea (Namikoshi et al., 2003),
and more recently in Planktothrix rubescens (Viaggiu et al.,
2004) and Arthrospira fusiformis (Ballot et al., 2005).

So far, the cyanobacterial blooms reported in France had
been found to be either non-toxic or hepatotoxic (Vezie
etal., 1997; Vezie et al., 1998: Humbert et al., 2001; Briand
et al., 2002; Bemnard et al., 2003). In 2003, this country
experienced a long period of warm and dry weather.
Because this weather could favour phytoplankton prolifer-
ation, particular attention was paid by the French national
sanitary services to cyanobacterial blooms in drinking water
reservoirs and recreational areas. Consequently, when two
dogs died soon after drinking water from the shoreline of the
La Loue River (in the Jura region, in eastern France) within
4 days during September 2003, this highly regarded
{category 1) fishing site was closed for bathing, and not
recommended for fishing. Moreover, the potential causes of
the deaths were investigated.

In this paper, we report the cyanobacterial determination
and screening for potential cyanotoxins of water from the La
Loue River and samples of the dogs™ contents. The analysis
of complex matrices containing the amino acid phenyl-
alanine required both chromatographic and mass spectro-
metric methods to ascertain the presence of ANTX-A in
animal samples. For the first time in France, this neurotoxin
was detected in the field and 1n animal samples,
and this very probably led to the poisoning of these
dogs. Subsequently, the benthic cyanobacterial species
Phormidium favosum PMC240.04 isolated from these
French sites was shown to produce ANTX-A.

2. Materials and methods
2.1. Material examined

On the 14th September 2003, stomach samples from two
dead dogs (a 2.5 kg Yorkshire terrier and a 25-kg Dogue of
Bordeaux) were collected and fixed in formalin for
phytoplankton identification. On the 20th November 2003,
samples of the stomach and intestine contents and of

the liver were taken from the bigzer frozen animal for
toxin detection. The samples were freeze-dried and kept at
—20 °C until toxin analysis was performed.

Samples were collected from the biofilms covering the
sediments, stones and macrophytes surfaces of the La Loue
River on September 16 and 18 2003. Field samples were
transferred onto Z8 solid media for cyanobacterial isolation,
fixed in formalin (5% final volume) for phytoplankton
determination under light microscopy, or freeze-dried and
kept at —20 °C for toxin analysis.

2.2, Sereening for toxins

221, Screening for microcvstins

The microcystins content of 10-mg, freeze-dried field
samples was extracted in 1.5 ml of pure methanol, sonicated
10min twice, centrifuged and evaporated before being
resuspended in 200 pl of pure methanol. The extracts were
analysed by a method based on the protein phosphatase 2A
(PP2A) inhibition assay as described by Rivasseau et al
(1999) with some modifications (Briand et al., 2002).

2.2.2. Cell toxicity screening for saxitoxin and derivates

The saxitoxins content of 10-mg, freeze-dried field
samples was extracted in 3 ml of ultra pure water (pH 2),
sonicated 10 min three times, and filtered on (.22-um hlters
(Analypore Labosi). The filtrates were analysed by a cellular
bioassay on mouse neuroblastoma 2A cells (N2A) versus a
saxitoxin standard (Institute of Marine Biosciences,
Canada) following a modified method described by Manger
et al. (1993).

223 HPLC-DAD screening for ANTX-A

ANTX-A content was extracted in 6 ml of acetic acid
50mM and centrifuged twice, before filtering the super-
natant on (L.22 pm filters (Analypore Labosi). The filirates
were analysed by high-performance liquid chromatography
coupled with photo-diode array detection (HPLC-DAD).
The HPLC-DAD analysis was carried out by injecting 20 pl
into an EQUISIL BDS C,g column (5 pm, 250 4.6 mmd.i,
Cluzeau). Isocratic chromatography was performed using
water/acetonitrile (97.5/2.5, v/v) containing NaH.PO,
(5.107° M, pH 3.5), at a flow rate of (.8 ml min" ! The
photo-diode array UV detection (Prostar 9065 polychrom,
Varian) was carried out with absorbance monitored in the
range 200300 nm (ANTX-A: 4,,,=227 nm). ANTX-A
fumarate (Sigma, St Louis, USA) was used as a reference
standard in this study.

2.3, Determination and discrimation of ANTX-A from
complex matrices

2.3.1. Extraction of the field and dog samples to retrieve
ANTX-A

Freeze-dried field samples (20 mg) were extracted with
15 ml of methanol/water (4/1, v/v), stirred, then sonicated
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and centrifuged to eliminate cellular debris. The process was
carried out twice. The combined supernatants were
evaporated to dryness and then reconstituted in milli-Q
water acidified with 0.1% formic acid prior to solid phase
extraction (SPE). The cartnidge (C;g Chromabond Elut,
3 ml. 500 mg. Macherey-Nagel) was preconditioned with
pure methanol (6 ml), followed by water (6 ml), and the
extract was applied to the carridge, which was washed
successively with acidified water, methanol/acidified water
(20/80%, viv, 7ml each) and pure methanol (8 ml). The
fractions eluted with 0-20% methanol were collected,
evaporated to concentrate and dissolved in 1 ml of water
for HPLC-UV analyses. The samples analysed by mass
spectrometry (MS) were similarly extracted as described
above, except that the fractions were eluted from another
cariridge (Bakerbond SPE SDB 200 mg, Mallinchradt
Baker) and kept at +4°C until analysis. A similar
procedure was used to isolate ANTX-A from dog samples
and from cultured strains. The reference standards of
anatoxin-a fumarate and /-phenylalanine (Prolabo, France)
were used.

2.3.2. HPLC-UV analysis for anaroxin-a/phenylalanine
discrimination

HPLC-UV analyses were performed with a Merck LC
system workstation, equipped with a Model LaChrom
L-6200 pump (Merck-Hitachi, USA), a Model LaChrom
L-7400 UV detector mode, a degassing solvent, a
LaChrom L-7200 autosampler, and a post-column reactor
(Kratos PCRS 520, ABI Analytical Kratos division)
thermostatted at 37 °C. Data were acquired and processed
using the Borwin system. Separations were carried out on a
150> 21 mmi.d column packed with 5-pm reversed-phase
Zorbax SB 300 C;g silica (Agilent Technologies, USA).
Mobile phase A contained milli-Q) water acidified with 0.1%
formic acid, adjusted at pH 3.5 and mobile phase B, pure
acetonitrile. The chromatography run consisted of a linear
gradient extending from 5 to 20% B over 30 min to elute the
analytes. The flow rate was 0.8 ml min™~ '

Table 1

2.3.3. Mass spectrometry analyses for anatoxin-
a/phenvialanine discrimination

Mass spectra data were performed with a typical
hybrid tandem mass spectrometer time of flight (Q-Star
Pulsar i Applied Biosystems) equipped with an electro-
spray iomisation (ESI) source. All experiments were
performed in the positive-ion mode. Data were acquired
and processed using Analyst Qs software. The capillary
voltage was set to 2500V, and the declustering potential
was typically of 20 V for Tof MS mode. The mass scan
range was from m/z 100-1000, and the scan cycle was
1 5. For M5/MS experiments, the mass scan range was
from mfz 30-170, with selection of the ion at m/z 166,
and the collision energy was set to 30eV with a
declustering potential of 60 V.

3. Results

3.1, Canine neurotoxicosis and cvanobhacterial inventory

in the field and dog samples

Both dogs died beside the La Loue River at a distance of
5 km on September 11 and 14, 2003. As reported by the
veterinarian, both dogs (a Yorkshire terrier weighing 2.5 kg
and a Dogue de Bordeaux weighing 25 kg) showed similar
clinical symptoms such as vomiting, paralysis of the
muscles of the hind legs and respiratory failure before
death. In the small dog, the symptoms and death were
devastating, as they appeared as soon as it emerged from the
river, In the bigger dog, the symptoms were delayed, with
death occurring within 5 h.

In this region, the river is surrounded by meadows and
forests. Insecticide and herbicide treatments were not
observed around either of the sites. Pathogens were not
detected in the water by routine tests in the bathing area
nearby. Nevertheless, the river flow was very slow
(11 m s ', recorded at both sites) due to the drought. For
about 10km along the shoreline of the river, all surfaces
(sediments, plants and stones) were covered by I-m wide

Cyanobactenial diversity in field samples from the La Loue River (September 16 and 18, 2003) and in stomach contents from dogs which died on

September 11 and 14, 2003

Water column
of La Loue

Cyanobacterial species

Green biofilm at shoreline
of La Loue

Stomach contents

Yorkshire ternier Dogue de Bordeaux

Lynghva sp.

Oscillatoria cl. lmosa ++
Oscillatoria sp. ++
Phormidium favosum

Phormidium sp.

+ 4+ 4+ + +

Pseudanabaena sp.
Tolypothrix sp.

+ 4+ + +

Symbols: (+) present, (+ + ) dominant.
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Fig. 1. HPLC/DAD screening for ANTX-A in La Loue field samples. (A) Green biofilm e xtract from the La Loue River. (B) ANTX-A standard.
(C) UV spectra of the peaks eluted at 3.40 min from green biofilm extract (—) and 3.59 min corresponding to ANTX-A standard (- - - -).

green marginal biofilm. Microalgae (diatoms, green algae)
and cyanobacteria were observed in fixed samples originat-
ing from the water column, the green biofilm and the dogs’
stomach contents {Table 1). Cyanobacteria were dominant
in the two latter samples. On the basis of morphological
criteria, seven filamentous morphotypes belonging to the
Oscillatoriales order were identified in the different samples
(Table 1).

3.2, Screening for known cyanotoxing

As neurological signs occur in the context of contami-
nation by anatoxins and saxitoxins, but also in the early
stages of microcystins intoxication, rough screening for
these three types of cyanotoxin was performed on the green
biofilm samples with HPLC-DAD, N2A hioassay and PP2A
inhibition assay. No microcystins or saxitoxins were found

Table 2

(data not shown). A compound with a characterisic UV
spectra at 227 nm, and with a retention time of 3.40 min,
which 1s close to that observed for the ANTX-A standard,
was detected by HPLC-DAD (Fg. 1).

3.3, Mdentification of anatoxin-a in field and dog samples

The ESI-MS spectra of the studied samples in the mass
scan range from m/z 166.0-166.5 and their comresponding
ESI-MS-MS fragmentition patterns are summarised in
Tahle 2. The presence of ANTX-A in the green biofilm
samples was confirmed by MS/MS experiments using the
Qg TOF mass spectrometer. The [M+H] " ion peak at miz,
166.13 charactenstic of ANTX-A standard (Table 2), was
found in the three green biofilm samples tested (Fig. 2(A)).
The fragmentation pattern of this [M+H]" ion peak at m/z
166.13 was identical for the green biofilm samples

Comparison of the ESI-MS/MS fragmentation paterns for the major [M+H]" peaks determined by ESI-MS at m/z 166,13 and 166.07 in
extracts of green biofilm, an isolated strain of Phormidium favesum. dog liver and dog stomach and intestine contents, ANTX-A and Phe

standards
Sample IM+H]T ESI-MS/MS major 1ons at m/z

at m'z
ANTX-A standard 166.13 14910 131.09 120,08 107.09 105.07 93.07 91.06 79.06
Green biofilm 166.13 149.10 13109 120,08 107.09 105.07 Q3.7 91.06 79.06
Phormidium 166.12 149.10 131.08 120,08 107.08 105.06 93.06 91.05 79.05
Sfavosum
Liver 166.09 149,07 131.06 120,09 107.06 103.07 93.08 91.07 79.07
Stomach/mtestine content 16609 120.08 107.05 103.06 93.07 79.06
Phe standard 166.07 120.07 107.05 103.04 03.06 79.04

Samples were spiked with 1-5 pl, except for the liver extract, for which 15 pl were used.
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Fig. 2. ESI-MS spectrum and ESI-MS/MS fragmentation pattern of the La Louwe field samples compared to the ANTX-A standard. (A) ESI-MS
spectrum of the green biofilm from the La Loue River. (B) ESI-MS/MS fragmentation pattern of the [M+ H] ™" peak at m/z 166.13 of the green
biofilm. (C) ESI-MS/MS fragmentation pattern of the [M+ HI+ peak at miz 166,13 of the ANTX-A standard.
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and the ANTX-A standard (Fig. 2(B) and (C); Table 2). The
dog stomach and intestine content samples showed a
predominant peak at m/z 166.09, with a fragmentation
pattern giving a major peak atm/z 120.09 (Fig. 3(A) and (B):
Table 2). This peak at m/z 166.09 corresponded to the amino
acid Phe, as shown by comparison with ESI-MS and ESI-
MS/MS spectra of Phe standard (Fig. 3(B)). Phe is an
essential aromatic amino acid that mammals acquire in their
diet.

The ESI-MS analysis of a 15-pL spike of dog liver
extracts also revealed a peak at m/z 166.09. Selected ions at
m/z values of 16609, 166.10 up to 166.15 in the MS/MS
experiments gave the same pattern as that found for the Phe
standard, whereas with ion selection set to m/z 166.16, the
fragmentation pattern corresponded to a combination of
major fragments of Phe and minor fragments of ANTX-A
(Fig. 3(C), Table 2). This led us to suspect the presence of
ANTX-A 1n dogs’ liver samples.

1.4, Distinction between ANTX-A and Phe in the dog liver
extracts by HPLC-UV

Similar experiments were conducted with different
proportions of Phe and ANTX-A (1-1, 10-1, 100-1),
showing that a predominance of Phe within an extract
could mask a small amount of ANTX-A during ESI-MS
detection. Several extraction methods (pH variation,
cariridge properties) were investigated, but none permitted
the differential elution of these two compounds from crude
extracts.

However, the UV spectra and the maximum absorption
of these two compounds differed, making it possible to
distinguish between them by HPLC-UV analysis. The
ANTX-A absorption maximum occurs at 227 nm, whereas
that of Phe occurs at 257 nm. Similarly. the retention time

Nom
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Fig. 4. HPLC-UV chromatogram from dog liver exract distinguish
between anatoxin-a and phenylalanine 30 pl were injected. The
retention times for ANTX-A and Phe standards were of 5.13 and
9.19 min. respectively. Chemical structures for anatoxin-a from
http:{fwww-cyanosite. bio_purdue edu/c yanotox/toxins html  and
for phenylalanine http:ffwww chemie. fu-berlin.defchemmistry/biof
aminoacid/phe_enhiml.

for the ANTX-A and Phe standards were 5.13 and 9.19 min,
respectively. Chromatograms of the dog liver extracts
(Fig. 4) revealed the concomitant presence of the cyanotoxin
and the aromatic amino acid eluted at retention times of 5.17
and 9.20 min, respectively. The concentration of ANTX-A
was high as 0.6 mgg ' in the dog liver extracts, and
estimated to reach a level of up to 8 mg g in the green
biofilm extract.

3.5. A new cyanobacterial ANTX-A producer

Three out of the seven benthic oscillatorioid morpho-
types observed in the environmental samples were success-
fully isolated and tested for their ANTX-A producing
potential. One of those. identified as P. favosum (Bory)
Gom. according to the traditional classification (Fig. 5)
and maintained in the Paris Museum Collection at MNHN,
strain number PMC240.04, was shown by ESI-MS/MS and

Fig. 5. Micrograph of an anatoxin-s—producing Phormidium
favestm isolated from a cyanobacterial biofilm from the La Loue
River. Scale bar: 20 pm.
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HPLC-UV analysis to produce ANTX-A. This microorgan-
ism was present in the green biofilm and in canine samples,
as well as being predominant in the smaller dog’s stomach
contents (Table 1).

4. Discussion

Cyanobacterial studies and surveys published to date
have revealed that only microcysting have occurred in
France, despite the reported presence of other cyanotoxins
such as anatoxins, homoanatoxins, saxitoxins and cylin-
drospermopsins, in neighbouring countries. This is the first
report of environmental and poisoned-animal samples
containing anatoxin-a in France. Furthermore, the strain of
P. favosum PMC240.04 that was producing this neurotoxic
alkaloid was isolated.

4.1. Detection of anatoxin-a in natural samples

Despite early characterisation studies on ANTX-A (Devlin
et al., 1977), the detection of anatoxins in the field is rare, and
impeded by the rapid degradation of these toxins to form non-
toxic compounds and by the availability and the complexity of
the methods of detection. Recent improvements in chromato-
graphic methods such as solid-phase microextraction and
HPLC with fluorescence detection (Namera et al., 2002) or
LC-ESI-MS (James et al., 1998; Takino et al., 1999; Furey et
al., 2003) should make it possible to detect these neurotoxic
alkaloids and to simplify their detection. In this study, the
retrieval of the toxin was dependent on the methods used and
on the complexity of the matrices. The detection of ANTX-A
in different environmental samples e.g. P. favoswm, green
biofilm and dog's liver required both chromatographic
methods and mass spectrometry. HPLC-UV was first used to
screen for ANTX-A in field samples, and its presence was
confirmed by tandem mass spectrometry. Mass spectrometry
permitted to detect lower concentrations, and so it was selected
for the analysis of the canine samples. The matrices of these
samples were more complex, because the [M+H] " peak atm/
z 166 corresponded to two different compounds. This indicates
that the detection of the molecularion [M+H] ™" at m/z 166 in
animal and plant tissues is not sufficient to confirm the
occurrence of ANTX-A, and needs to be completed by at least
a fragmentation to confirm its presence. Moreover, depending
of the proportions of these two compounds in the crude
biological extracts examined, Phe might mask ANTX-A.
Thus, the separation of the two compounds in the liver sample
was satisfactorily achieved by chromatographic methods
coupled with UV detection.

4.2. New occurrence and novel species producing the rare
neurofoxin anatoxin-a

So far, the anatoxins-producing cyanobacteria have been
restricted to few planktonic genera such as Anabaena,

Aphanizomenon, Cylindrospermum, Planktothrix and one
benthic genus Oscillatoria (Sivonen and Jones, 1999).
But recent studies have reported four new ANTX-A
producing species (Namikoshi et al., 2003: Ballot et al.,
2005: Viaggiu et al., 2004, this study), which indicates that
the number of cyancbacterial species able to produce this
neurotoxin has certainly been underestimated so far.

The genus Phormidium is cosmopolitan, and can be
found in floating mats, in biofilms on water bodies and on
wall surfaces. This microorganism, accompanied by other
filamentous cvanobacterial morphotypes, had spread as a
large green biofilm along the shoreline of the river, and this
was most probably associated with the exceptional drought-
related conditions of 2003, such as high water temperature
and the lowest annual discharge ever observed for the La
Loue River. P. favesum present in this mass development
was shown to produce ANTX-A. Similarly, two other
Phormidium species have been associated with toxin
production: Phormidium formosum (Bory ex Gom) Anagn.
& Kom., isolated from Norwegian freshwater phytoplank-
ton that produces homoanatoxin-a (Skulberg et al., 1992,
1994), and more recently Phormidiwm aff. formoswm and
Phormidium aff. amoenum, isolated from growing mats on
the surface of Australian water reservoirs and which are
suspected of producing an unidentified toxin with protracted
effects in the mouse bioassay (Baker et al., 2001). So far, the
benthic cyanobacteria have been regarded as a nuisance
organism, mainly when detached mats or biofilms enter in
the water column. The commonly-occurring genus Phormi-
dium should now be considered to consist of potential toxin
producers, and therefore, a cause of concern for water and
health authorities.

4.3. Toxicity potential and risk assessment

The smaller dog’s stomach contained mainly the toxic
species P. favosum, which can explain why the symptoms
and death occurred more quickly in this animal. To evaluate
the dose of biofilm potentially absorbed by each dog that
had led to these fatal outcomes, the estimations of the
toxicity of ANTX-A for mouse were assumed to be
equivalent to those for dogs. The LDs, (lethal dose resulting
in 50% deaths) of ANTX-Ais200 pg kg~ ! body weight via
intraperitoneal injection in the mouse (Carmichael et al.,
1979), and there was upto 8 mg g ! (dry weight) of ANTX-
A in the green biofilm extract. These parameters indicate
that a dose of 6 and 60 g of biofilm would be sufficient to kll
the smaller (2.5 kg) and the bigger dog (25 kg), respectively.
It also highlighted the high toxicity of this cyanobacterial
biofilm and thus, the risk associated with its accidental
consumption during recreational exposure.

According to monitoring reports (Sivonen et al., 1989; Park
et al, 1993, 1998: Bumke-Vogt et al., 1999; Chorus, 2001),
neurotoxins are less frequently encountered than hepatotoxins.
Unlike the microcystins, the anatoxins have not been system-
atically investigated during bloom occurrences in France.
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Furthermore, the production of cyanotoxins by benthic
cyanobacteria is generally itemised in the context of animal
intoxications, such as for Scottish and Irish dogs (Edwands
etal., 1992: James et al., 1997) and for cattle in Swiss alpine
pastures (Mez et al, 1997). The occurrence ANTX-A
intoxication of this study may explain similar cases of
neurotoxic symptoms observed in 37 dogs along the Tam
River valley (South France) in 2002 and 2003 that resulted in
the death of 26 dogs. In the absence of any other neurotoxic
compounds (e.g. agricultural pesticides), ANTX-A was
suspected, but the neurotoxin-producing organism look for
among the planktonic cyanobacteria has not yet been found.
This means that it is still important to identify the causal agent
and the organism responsible for its production by testing
planktonic and benthic cyanobactena

The health risks associated with cyanotoxin exposure are
difficult to extrapolate to human, even though considerable
evidence of human poisoning has been reported (Falconer,
1999; Duy et al., 2000; Hitzfeld et al., 2000). The possible
swallowing during the recreational use of lakes and rivers is
relevant, particularly for children in age of mouthing
behaviour (L. 8. Environmental Protection Agency, 2002).
This study demonstrated that the health risk of exposure to
cyanobacteria and cyanotoxins could arise even from sediment
from rivers, which are usually not affected by cyanobacterial
proliferation. Consequently, the surveillance of bathing areas,
mainly in terms of counting and identifying planktonic
cyanobacteria or chlorophyll-a measurement of water column
samples (Bartram et al., 1999) should be extended to include
sediment examination in the context of biofilm proliferation.
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