Multi-exposition aux phycotoxines

Que savons-nous (ou pas) des risques posés par I'exposition individuelle
et combinée aux toxines marines ?
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Les phycotoxines

Métabolites secondaires produits par
certaines especes de micro-algues marines

(dinoflagellés et diatomées)

Karenia brevis, Texas

En grande quantité quand efflorescences (blooms)

- Sont aérosolisées > exposition par voies inhalée et cutanée

- S’accumulent dans coquillages = exposition alimentaire

Grande diversité de toxines : 10 classes chimiques
anciennement classées par syndrome : DSP, PSP, ASP, NSP et CFP

Certaines réglementées (UE) dans les FAM : teneurs max autorisées,
surveillance

Risques liés a exposition individuelle en Europe (orale aigue) Efsa 2008-2010
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Phycotoxines « lipophiles » ayant ét¢ associées a
I"intoxication diarrhéique
par les coquillages (DSP)




Phycotoxines « lipophiles » ayant ét¢ associées a
I"intoxication diarrhéique
par les coquillages (DSP)

OA-DTXs

Dinoflagellés du genre Dinophysis




Groupe de l'acide okadaique (AO) et des
dinophysistoxines (DTXs)

e « Vraies » toxines du DSP : syndrome GlI, diarrhée

* Toxicité systémique aigue : intestin + foie

- Intoxications humaines, études in vivo FAO 2004, 2011

- ARfD orale d’aprés LOAEL cas humains = 0,3 pg éq. OA/kg pc Efsa 2008

Teneur maximale réglementaire
R853/2004 (CE)
160 pg éq. OA/kg de chair ‘4'?,

W Conso. 400 g

D Adulte 60 kg




Groupe de l'acide okadaique (AO) et des
dinophysistoxines (DTXs)

e « Vraies » toxines du DSP : syndrome Gl, diarrhée

* Toxicité systémique aigue : intestin + foie

- Intoxications humaines, études in vivo FAO 2004, 2011

- ARfD orale d’aprés LOAEL cas humains = 0,3 pg éq. OA/kg pc Efsa 2008

* Risque (UE) : probab. 20 % exposition > ARfD, P95 = 3 ARfD Efsa 2008



Groupe de I'acide okadaique (AO) et des
dinophysistoxines (DTXs)

« Vraies » toxines du DSP : syndrome GI, diarrhée

Toxicité systémique aigue : intestin + foie

- Intoxications humaines, études in vivo FAO 2004, 2011

- ARfD orale d’aprés LOAEL cas humains = 0,3 pg éq. OA/kg pc Efsa 2008

Risque (UE) : probab. 20 % exposition > ARfD, P95 = 3 ARfD Efsa 2008

Mécanisme
AO
Molecular Key Key Key Adverse
Toxicant Initiating Event Event Event GlUTEaE
Event
Cellular level Organ level Organism level

Adverse Outcome Pathway (AOP)



Groupe de I'acide okadaique (AO) et des
dinophysistoxines (DTXs)

« Vraies » toxines du DSP : syndrome GI, diarrhée

Toxicité systémique aigue : intestin + foie

- Intoxications humaines, études in vivo FAO 2004, 2011

- ARfD orale d’aprés LOAEL cas humains = 0,3 pg éq. OA/kg pc Efsa 2008

Risque (UE) : probab. 20 % exposition > ARfD, P95 = 3 ARfD Efsa 2008

Mécanisme

Inhibition Hyperphos- Key A° permbté
OA-DTXs des PP2A et _phoryl° P Event & motilité Diarrhée
PP1 intestinales

Cellule Organe Organisme




Groupe de l'acide okadaique (AO) et des
dinophysistoxines (DTXs)

« Vraies » toxines du DSP : syndrome GI, diarrhée

Toxicité systémique aigue : intestin + foie

- Intoxications humaines, études in vivo FAO 2004, 2011

- ARfD orale d’aprés LOAEL cas humains = 0,3 pg éq. OA/kg pc Efsa 2008

Risque (UE) : probab. 20 % exposition > ARfD, P95 = 3 ARfD Efsa 2008
Meécanisme : Inhibition des PP2A et PP1

Toxicité a terme & CMR : peu de données
— Promoteurs de tumeurs

— Etudes de génotoxicité : non mutagene mais adduits a I’'ADN et aneugene
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Phycotoxines « lipophiles » ayant ét¢ associées a
I’intoxication diarrhéique
par les coquillages (DSP)

OA-DTXs
"
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Phycotoxines « lipophiles » ayant ét¢ associées a
I’intoxication diarrhéique
par les coquillages (DSP)

OA-DTXs
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Substituent

C43 CH,OH
C43 CH;
C43 CHO
C43 CH,OH
C43 COOH
C43 COOH
C34 OH

PTXs




Pectenotoxines (PTXs)

* Produites par Dinophysis sp.

* Toxicité systémique aigue
- chez ’lhomme, contribution a intox. DSP ?

- Etudes in vivo (ip, vo) : faible potentiel diarrhéique

faible biodisponibilité orale
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Pectenotoxines (PTXs)

* Produites par Dinophysis sp.

* Toxicité systémique aigue
- chez ’lhomme, contribution a intox. DSP ?

- Etudes in vivo (ip, vo) : faible potentiel diarrhéique

faible biodisponibilité orale Réglementées avec OA-DTXs R853/2004 (CE)
TMR = 160 pg éq. OA/kg de chair

alors que mécanisme d’action distinct
|

Dépolymérisation de l'actine-F
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Pectenotoxines (PTXs)

* Produites par Dinophysis sp.

* Toxicité systémique aigue
- chez ’lhomme, contribution a intox. DSP ?

- Etudes in vivo (ip, vo) : faible potentiel diarrhéique

faible biodisponibilité orale Réglementées avec OA-DTXs R853/2004 (CE)
TMR = 160 pg éq. OA/kg de chair
alors que mécanisme d’action distinct
mugueuses digestives et foie

- ARfD orale d’aprés LOAEL histol. rongeurs = 0,8 ug éq. PTX2/kg pc Efsa 2009
Teneur maximale sans risque = 120 ug éq. PTX2/kg de chair de FdM D

* Risque (UE) : probab. 0,2 % exposition > ARfD. P95 = ARfD Efsa 2009
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Phycotoxines « lipophiles » ayant ét¢ associées a
I’intoxication diarrhéique
par les coquillages (DSP)

OA-DTXs
"
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Groupe des yessotoxines (YTXs) '

* Trés nombreux analogues et métabolites dans les coquillages

* Persistantes dans les tissus de coquillages

* Toxicité aigue : aucun cas d’intoxication chez I’"homme reporté

- Etudes in vivo (ip, vo) : coeur, pas de potentiel diarrhéique FAO 2004, 2011

) N . . Conso. 400 g
vo : tres faible absorption Adulte 60 kg

- ARfD orale d’aprés NOAEL souris mo = 25 pg éq. YTX/kg pc Efsa 2008 D
Teneur maximale sans risque = 3,75 mg YTX/kg de chair de FdM

Teneur maximale réglementaire
3,75 mg éq. YTX/kg de chair
R853/2004 (CE) modif. 2013
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Groupe des yessotoxines (YTXs) '

Tres nombreux analogues et métabolites dans les coquillages

Persistantes dans les tissus de coquillages
Toxicité aigue : aucun cas d’intoxication reporté chez I’"homme
- Etudes in vivo (ip, vo) : coeur, pas de potentiel diarrhéique FAO 2004, 2011

- vo : tres faible absorption

- ARfD orale d’aprés NOAEL souris mo = 25 pg éq. YTX/kg pc Efsa 2008

Risque (UE) : probab. 0,5 % exposition > ARfD. P95 = 10 fois < ARfD Efsa 2009
Mécanisme : primaire inconnu, altérations cytosquelette. Pas d’inh® PP2A et PP1

Toxicité a terme & CMR : peu de données
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Phycotoxines « lipophiles » ayant ¢t¢ associées a
I’intoxication diarrhéique
par les coquillages (DSP)

OA-DTXs

R1(C3) R2(C8) R3(C22) R4(C23)
Azaspiracid-1 H H
Azaspiracid-2 H CH;
Azaspiracid-3 H H
Azaspiracid-4 OH H
Azaspiracid-5 H H
Azaspiracid-6 H CH;
Te St M BA Azaspiracid-7 OH H
Azaspiracid-8 H H
Azaspiracid-9 OH
A7asniracid-10 H
11 OH
= AZASs =
13 OH
Azaspiracid-14 OH
Azaspiracid-15 OH
Azaspiracid-16 OH
Azaspiracid-17 H

Azaspiracid-19 H
Azaspiracid-21 OH
Azaspiracid-23 OH




Phycotoxines « lipophiles » ayant ¢t¢ associées a
I’intoxication diarrhéique
par les coquillages (DSP)

Dinoflagellés des genres
Azadinium et Amphidoma

AZAs > AZP .

Diarrhée sévere, N-V, crampes
stomacales



Azaspiracides (AZAs) ' .

e Toxicité aigue :

- intestin + estomac, foie, tissus lymphoides, poumons, coeur

Meécanisme : Altération actine-F
primaire ? Pas d’inh® PP2A et PP1

- Intoxications humaines, études in vivo FAO 2004, 2011

- ARfD orale d’aprés LOAEL cas humains = 0,2 pg éq. AZA1/kg pc Efsa 2008

Conso. 400 g

R853/2004 (CE) Adulte 60 kg

160 pg ég. AZA/kg de chair 4,9,0

Teneur maximale réglementaire W )
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Azaspiracides (AZAs) ' . %/m\\\\

e Toxicité aigue :

- intestin + estomac, foie, tissus lymphoides, poumons, coeur

Meécanisme : Altération actine-F
primaire ? Pas d’inh® PP2A et PP1

- Intoxications humaines, études in vivo FAO 2004, 2011

- ARfD orale d’aprés LOAEL cas humains = 0,2 pg éq. AZA1/kg pc Efsa 2008

Conso. 400 g

R853/2004 (CE) Adulte 60 kg

160 pg ég. AZA/kg de chair 4,9,0

Teneur maximale réglementaire W )

* Risque (UE) : Probab. 4 % exposition > ARfD. P95 = ARfD Efsa 2009

* Toxicité a terme & CMR : peu de données
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Phycotoxines « lipophiles » ayant¢t¢ associées a
I’intoxication diarrhéique
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Phycotoxines « lipophiles » ayant¢t¢ associées a
I’intoxication diarrhéique
par les coquillages (DSP)
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Groupe des imines cycliques (Cls) " ‘

« Fast-acting toxins »

Mécanisme : Antagonistes du nAChR

Toxicité aigue : systeme nerveux périphérique & central, muscle strié

- Pas de cas reportés d’intoxication humaine FAO 2011, Efsa 2009

DL, ip, vo rongeurs. Peu d’explorations in vivo

Risque (UE) : Exposition (SPXs) vs DL, souris vo Efsa 2009

Toxicité a terme & CMR : pas de données

28



Phycotoxines responsables de I’intoxication
amnésiante par les coquillages (ASP)

s

Isodomoic acid A
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Phycotoxines responsables de I'intoxication
amnésiante par les coquillages (ASP)

%
oo A
Maux de téte,
désorientation,
confusion,
troubles mémoire

— convulsions, coma
voire mort

Isodomoic acid H



Acide domoique (DA) "‘ ////l\%

* Toxicité aigue : SNC (hippocampe)

- Intoxications humaines, études in vivo FAO 2004, 2011

- ARfD orale d’aprés LOAEL cas humains = 30 pg DA/kg pc Efsa 2009

Teneur maximale réglementaire D Conso. 400 g
R853/2004 (CE) Adulte 60 kg

20 mg DA/kg de chair 4,9,0

* Mécanisme : Activation des récepteurs non-NMDA du glutamate

chl:;g;eu:s |\Ilnf+lux dd Dommages Neuroto.
kalnatz aC:ZUJ, € [Ca2+] cellulaires Xicité
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D

Groupe de |'acide domoique (DAs) "‘

Toxicité aigue : SNC (hippocampe)

- ARfD orale d’aprés LOAEL cas humains = 30 pg DA/kg pc Efsa 2009

Mécanisme : récepteurs AMPA et kainate (non-NMDA) du glutamate

Risque (UE) : Probab. 1 % exposition > ARfD. P95 = 0,5 ARfD

Toxicité a terme & CMR
— Reprotoxicité apres adm® unique ou 1 sem. :
* Tératogénicité
* Neurotoxicité NN immédiate et permanente

* Neurotoxicité développementale
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Phycotoxines responsables de I’intoxication
paralysante par les coquillages (PSP)
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Phycotoxines responsables de I'intoxication
paralysante par les coquillages (PSP)

Dinoflagellés STXs
Alexandrium et

Pyrodinium

hydrophiles

Paresthésies, vertiges, nausées
Paresthésies +, ataxie

Paralysie respiratoire, mort
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Groupe des saxitoxines (STXs)

* Toxicité aigue : systeme nerveux périphérique surtout (sensoriel, moteur)

- Intoxications humaines, études in vivo FAO 2004, 2011

- ARfD orale d’aprés LOAEL cas humains = 0,5 pg éq. STX/kg pc Efsa 2009

R853/2004 (CE) Adulte 60 kg

Teneur maximale réglementaire W D Conso. 400 g
7 i 0
800 ug éq. STX/kg de chair 4,9,0

* Mécanisme : Inhibition du CSSP (Na,, site 1)
\

4 Partagé par TTX et analogues = intoxication
paralysante par poisson fugu

+ dans mollusques bivalves et gastéropodes

\_ Europe Efsa 2017 )
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Groupe des saxitoxines (STXs)

Toxicité aigue : systeme nerveux périphérigue surtout (sensoriel, moteur)

- Intoxications humaines, études in vivo FAO 2004, 2011, Efsa 2009

- ARfD orale d’aprés LOAEL cas humains = 0,5 pg éq. STX/kg pc Efsa 2009

Mécanisme : Inhibition du CSSP (Na,, site 1)

Exposition (UE) Efsa 2009

— A selon hypothese de ttt données de contamination censurées (test MBA)
— P95 : jusqu’a 10 ARfD

Toxicité a terme & CMMIR : pas de données
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Autres phycotoxines présentes en Europe

PLTXs

hydrophiles
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Co-occurrence / co-exposition

 Co-occurrence de toxines du fait gu’il y a plusieurs groupes
de toxines produits par une méme micro-algue

e Co-occurrence de toxines du fait de la co-occurrence de
différents genres/espéeces de micro-algues

 Co-exposition a différentes toxines due a une consommation
simultanée de différents aliments contaminés

26/01/2018 41



Production de plusieurs groupes de toxines
par une méme micro-algue

* Certaines especes de Dinophysis produisent les dérivés de 'acide okadaique
(inhibiteur PP2a) et les pecténotoxines (agissant sur la F-actin)

— OA, DTX2 and Pectenotoxin-2

Dinophysis acuta

[y
R ey
) e
W - i ]
vy W

ass A => OA and Pectenotoxin-2 /
26/01/ 70 PSR

Dinophysis saccculus
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* Certaines souches d’Alexandrium ostenfeldii produisent
des saxitoxines (inhibiteurs de canaux sodiques) et les
spirolides (inhibiteurs de récepteurs nicotiniques

d’acétylcholine)

“i'n!p gg?’-..

Alexandrium ostenfeldii
26/01/2018



 Certaines souches de Gambierdiscus produisent des
ciguatoxines (activateurs de canaux sodiques) et les
maitotoxines (agissant sur les pompes ioniques non-

spécifiques, flux cellulaire du calcium)

eSS 5., S —
G. toxicus (rdachi and Fukuyo, 1979)

26/01/2018 44



Occurrence de différentes especes micro-
algales simultanées rapportée

OA et PTX2 : rapporté partout

STX et SPX : Canada, Pays-Bas, Finlande

e OAetYTX:rapporté en Norvege et en Italie

e AZA + YTX : rapporté en Norvege

 OA et AZA : rapporté en Irlande

26/01/2018
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Effet des co-expositions:
AO + AZA1 (souris / gavage)

Estimated LD,p and LDsg for both OA and AZA1 alone and OA combined
with an AZA1 dose of 570 pg/kg body weight. The results are expressed
with 95% confidence intervals.

LD1o (ng/kg) LDsg (ng/kg)
OA alone —> 780 —> 880
682-898 788-992
AZA1 alone 570 775
435-735 596-1055
OA with AZA1 = 570 ng/kg —> 728 —> 863
659-812 796-934

Aune T., Espenes A., Aasen J.A.B., Walter J., Quilliam M.A., Hess P., and Larsen S.
(2012) Study of possible combined toxic effects of azaspiracid-1 and okadaic acid
in mice via the oral route. Toxicon 60, 895-906.

26/01/2018 47




ng/g organ weight OA

5000 -+

500 4
450 -
400 -
350 -
300 A
250 -
200 -
150 -
100 -

50 -

B Dose OA 780 ug/kg b.w.
I Dose OA 880 ug/kg b.w.
Dose AZA 570 pg/kg b.w. +
/1 Dose OA 780 pg/kg b.w.
~| I Dose AZA 570 ug/kg b.w. +
Dose OA 880 ug/kg b.w.

||]I




Effet des co-expositions:
AO + YTX (souris / gavage)

—> Daily oral co-administration of 1Img YTX

[/kg/day and 185 ug OA/kg/day for 7 days
neither caused lethal effects, nor diarrhea or

others sighs and symptoms of toxicity

Sosa, S., Ardizzone, M., Beltramo, D., Vita, F., Dell'Ovo, V., Barreras, A., Yasumoto,
T., Tubaro, A. (2013). Repeated oral co-exposure to yessotoxin and okadaic acid, a
short term exposure study in mice. Toxicon 76, 94-102.

26/01/2018 49



Effet des co-expositions:
in vitro

« AZA1/OA, and YTX/OA mixtures showed

increasing antagonism with increasing toxin
concentrations

 AZA1/YTX mixture showed increasing synergism
with increasing concentrations, especially for
mixtures with high YTX concentrations

Ferron, P.J.,, Dumazeau, K., Beaulieu, J.F., Le Hegarat, L., Fessard, V. (2016).
Combined Effects of Lipophilic Phycotoxins (Okadaic Acid, Azapsiracid-1 and
Yessotoxin) on Human Intestinal Cells Models. Toxins 8, 50.

26/01/2018 50



Conclusions

* Exposition orale in vivo (gavage / souris) ne montre
pas d’effet cumulé pour les combinaisons AO+AZA1

et AO+YTX

* Expositions cellulaires (Caco2) suggerent
antagonisme pour les combinaisons OA+AZA1, and
YTX+OA et synergisme pour la combinaison
AZA1+YTX

26/01/2018 51



Risque lié a une exposition aigue
a plusieurs classes de phycotoxines ?

* Approche par mélanges d’exposition

— Pas de données de co-contamination mais co-occurences

OA + PTX2

STX + SPX

OA + YTX

AZA1l + YTX

AZA1l + OA
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Risque lié a une exposition aigue
a plusieurs classes de phycotoxines ?

e Approche par groupes d’évaluation cumulée (CAG)
Efsa 2013 ERC pesticides

CAGl[ Organe/Tissu cible }

> CAGZ{ Effet spécifique/phénoménologique }

CAG3[ Mode d’action }

US EPA Approche par groupes de
mécanisme commun (CMGs) =) CAG4 { Mécanisme d’action }

53



a

Risque lié a une exposition aigue
plusieurs classes de phycotoxines ?

 Approche par groupes d’évaluation cumulée (CAGs) Efsa 2013

OA-DTXs

PTXs

AZAs

CAG1 [ Tractus gastro-intestinal }

CAG2 [ Diarrhée 1
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a

Risque lié a une exposition aigue
plusieurs classes de phycotoxines ?

* Approche par groupes d’évaluation cumulée (CAGs) Efsa 2013

OA-DTXs

PTXs

AZAs

CAG1 [ Tractus gastro-intestinal J

CAG2 [ Diarrhée 1
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Risque lié a une exposition aigue
a plusieurs classes de phycotoxines ?

* Approche par mélanges d’exposition
* Approche par groupe d’évaluation cumulée (CAG) Efsa 2013

* Approche combinée Euromix ERC pesticides

————————————————————————————————————————————————————————————————————————————

——————————————————————————————————————————————————————————

g;’ﬁf;ifé '\ Molecular Organeﬁe Cellular T.'ssud
p 1 Effects Effects Effects Effecté
Triggers

\——————————

—————————————————————————————————————————————————————————————————————————————

Common Molecular Initiating Event Common target organs
(MIE) and early ke ents / phenomenological effects

Use all available information on
common events from all levels

Adverse Outcome Pathway (AOP)

%> EuroMix
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Risque lié a une exposition aigue
a plusieurs classes de phycotoxines ?

* Approche combinée exposition-effets communs/AOPs

OA + PTX2 Molecular Cellular Key Events

Tissue/Organ

Initiating
Event

Vs

#° contraction

musculature

Vs

#A° sécrétion
mugqueuses

épithéliales

A 4
g ic® Altération
oo i jonctions
cytosquelette jonc

\,
\
\
N\,
N\,
\
\
\
N\
N\,
\,
N\,
\
\
\,
\,
AN
\\ \
N\,
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N\,
\
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N\,
\\

4

Altération
perméabilité
intestinale

|

Diarrhée 1
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Risque lié a une exposition aigue
a plusieurs classes de phycotoxines ?

* Approche combinée exposition-effets communs/AOPs

Molecular .
Cellular Key Events Tissue/Organ
OA + PTX2 Initiating y
Event
2
° contraction
-DTX PP2A/PP1 - L0 - T S——— >
[ OA-DTXs }4[ / } ’[ Hyperphosporyl® P } | musculature

p
#A° sécrétion
mugqueuses

A

E \\\\ L
: e N
PTXs Dépolym® Désorganis® | ) ter:tlon B A ter’at:n’
actine F cytosquelette ,jO.nC,I(.)nS p.erme:fn e
épithéliales intestinale

Apoptose (voie Domm?ges
. cellulaires
intrinseque)

(histol)

Diarrhée 1
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Risque lié a une exposition aigue
a plusieurs classes de phycotoxines ?

* Approche combinée exposition-effets communs/AOPs
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Risque lié a une exposition aigue
a plusieurs classes de phycotoxines ?

e Approche combinée exposition-effets communs/AOPs

STX + SPX (Cl) CAG1 [ Systéme nerveux }

CAGZ{ Motrices }
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Risque lié a une exposition aigue
a plusieurs classes de phycotoxines ?

* Approche combinée exposition-effets communs/AOPs

STX + SPX (Cl) CAG1 { Systéme nerveux }

CAGZ{ Motrices ]

Mc.)l.eCl.llar Cellular Key Events Tissue/Organ
Initiating
Event
inh dénol’ Inh® transmiss®
STXs Na, LGS 2 influx nerveux
Paralysie
musculaire
Blocage de la neurotransmission
SPXs nAChR .
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Multi-exposition aux phycotoxines :

conclusions

Certaines co-expositions possibles

Manque des données de:

Co-contamination : détection multi-toxines
Effets combinés (mélanges occurrents)

Mécanisme d’action (AOPs)

Toxicité chronique & CMR
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Merci de votre attention
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Key dates

® Opening of abstract submission: 15 November 2017
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