Un contaminant des fruits de mer, la saxitoxine,
une protéine inhabituelle capable de la détecter, la saxiphiline.
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L es proliférations massives d’'al-
gues neurotoxiques ont lieu de fa-
¢on périodique dans de nombreuses
régions du monde. Elles peuvent
conduire & une accumulation de
toxines par les coquillages, ces neu-
rotoxines s’avérant extrémement
dangereuses pour I'homme. De
nombreux pays controlent la toxicité
de ces produits a l'aide d’'un bioes-
sai sur souris. Le développement
d'une méthode biologique alterna-
tive pourrait étre facilité par la -
couverte d'une protéine hydrosolu-
ble capable de piéger les neurotoxi-
nes paralysantes avec une forte affi-
nité. Cette protéine appelée saxiphi-
line est produite par des animaux
d’origine marine, mais également de
facon étonnante par des animaux
terrestres.

De nombreux mollusques se nour-
rissent par filtration et ingestion de
plancton. Certaines especes d'al-
gues planctoniques produisent des
toxines qui sont donc consommées
par les coquillages. Ces molécules
semblent inoffensives pour les bival-
ves qui les accumulent alors qu’elles
s’averent toxiques pour les organis-
mes situés a des niveaux trophiques
supérieurs (1).

Les fruits de mer contaminés ne
présentent aucun signe extérieur qui
permette de les différencier des pro-
duits sains. Il existe principalement
quatre syndromes différents d’intoxi-
cation par les fruits de mer liés a
'accumulation de toxines : amnési-
que, neurotoxique, diarrhéique et
paralytique.

La saxitoxine, sujet de cet article,
est l'agent responsable du syn-
drome d’intoxication paralysante par
les fruits de mer (IPFM), ayant eu
des répercussions a travers le
monde entier (figure 1).

On sait désormais qu’en plus de la
saxitoxine, appelée ainsi en raison
de sa premiére observation dans
I'organisme Saxidomus giganteus, il
existe une vingtaine d’analogues
regroupés sous l'appellation toxines
paralysantes (figure 2). Tous ces
analogues ne présentent pas la

méme toxicité mais peuvent subir
des phénomeénes de conversion a
haute température et en milieu
acide. On considére généralement
que la préparation alimentaire des
coquillages contaminés ne réduit
pas la toxicité et peut dans certains
cas l'augmenter.

rer importante. Par exemple lors
d'un incident au Guatemala en
1987, dans la ville de Champerico,
21 personnes sont mortes sur #5
intoxiquées. La moitié des enfants
agés de moins de 6 ans victimes
d'IPFM sont morts (2,4).
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Figure 1. Régions du monde ou les toxines paralysantes
ont été détectées dans des coquillages (2,3).

Le syndrome d'intoxication paralysante

Les toxines paralysantes bloquent le
canal sodique voltage-dépendant,
empéchant par conséquent la pro-
pagation de linflux nerveux et pro-
voquant la paralysie dont le syn-
drome tire son nom. Dans les pre-
mieres phases de l'intoxication, les
victimes présentent des picotements
et un engourdissement au niveau de
la bouche, de la langue et du visage
ainsi que des extrémités, et occa-
sionnellement des nausées et vo-
missements. Si I'empoisonnement
est plus séveére, les victimes présen-
tent des symptdomes d’ataxie, de fai-
blesse, et des vertiges avant une
paralysie compléte. Dans les cas
fatals, le diaphragme cesse de fonc-
tionner et on aboutit & la mort par
défaillance cardiorespiratoire. Les
traitements sont symptomatiques,
avec par exemple une assistance
respiratoire des victimes paralysées
jusqu’'a ce que leur organisme ait
éliminé les toxines. La mortalité di-
rant un épisode d'IPFM peut s’'ave-

L’industrie des fruits de mer est trés
concernée par les problemes de
santé publique associés a ces toxi-
nes. Un épisode d’empoisonnement
par les coquillages a des répercus-
sions durables sur le secteur des
fruits de mer dans son ensemble, la
confiance des consommateurs étant
généralement difficile a rétablir.

La surveillance des toxines paralysantes
par des méthodes hiologiques

Le premier niveau de contrdle se
caractérise par le suivi des popula-
tions d’algues toxiques dans les zo-
nes de production. Le second ni-
veau concerne le contrdle systéma-
tigue des coquillages avant leur
mise sur la marché, consistant a dé-
terminer la toxicité éventuelle des
produits ainsi que le type de conta-
minants. En ce qui concerne les
toxines paralysantes, la méthode
officielle de I'administration améri-
caine adoptée par de nombreuses
agences de régulation a travers le
monde, consiste a extraire 100g de
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Figure 2. Structure générale des toxines
paralysantes

chair de coquillage & l'aide d’'une
solution acide a haute température,
et a injecter un aliquot de I'extrait
dans des souris par voie intrapérito-
néale. Cette méthode est colteuse,
imprécise et peu sensible, et suscite
des réactions trés négatives au n-
veau de l'opinion publique de plus
en plus sensibilisée aux problemes
d’éthique animale. De nombreux ef-
forts ont donc été consacrés au dé-
veloppement de méthodes alternati-
ves n'impliquant pas d'expérimenta-
tion animale.

Jusqu’'a présent, les recherches ont
abouti & la mise au point de tests in
vitro basés sur l'activité biologique
des toxines paralysantes, mais éga-
lement a la production d’anticorps
dirigés contre ces toxines. Les tests
cellulaires détectent ces toxines par
leur capacité a empécher la mort
cellulaire provoquée par un exces
de sodium intracellulaire. Cet exces
est généré artificiellement par l'ac-
tion simultanée de toxines activatr-
ces du canal sodique et de compo-
sés bloguant les pompes permettant
le rejet du sodium en exces.

Le blocage du canal sodique par les
toxines paralysantes empéchent
cette cascade toxique et le nombre
de cellules viables, corrélé positive-
ment & la concentration en toxines
paralysantes, est déterminé par les
techniques classiques (5).

Un autre test in vitro consiste a utili-
ser le canal sodique recombinant ou
isolé a partir de tissus, et a mesurer
le déplacement de saxitoxine ra-
dioactive par les toxines de I'échan-
tillon (6). Ces deux tests se prétent
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difficilement & I'automatisation et au
criblage d'un grand nombre d'é-
chantillons. L’approche basée sur
les anticorps anti-saxitoxine souffre
de lincapacité intrinseque des anti-
corps a détecter I'ensemble des dé-
rivés toxiqgues mais a cependant
donné lieu & la commercialisation
d’un test ELISA (7)

La saxiphiline, un nouvel outil pour -
tecter les toxines paralysantes

Il y a quelques années, un nouveau
récepteur de la saxitoxine a été dé-
couvert chez la grenouille d’Améri-
gue du Nord Rana -catesbeiana.
Cette protéine a été nommée saxi-
philine en raison de son affinité pour
cette classe de toxines (8). Avant
cette découverte, plusieurs indices
de I'existence de ce récepteur solu-
ble (non membranaire) avaient été
rapportés dans la littérature. Néan-
moins, la connaissance de I'activité
biologique de la saxitoxine sur la
canal sodique a détourné les scien-
tifiques de cette protéine inhabi-
tuelle, I'associant au canal sodique,
la considérant parfois méme comme
un fragment de ce canal. Au début
des années 1990, il a été démontré
que ce récepteur des toxines paraly-
santes appartenait a la famille des
transférines (9), protéines circulatoi-
res connues pour leur capacité a
fixer le fer et & le distribuer aux cel-
lules. Il semblerait que dans le cas
de cette transférine inhabituelle, un
des sites de fixation du fer ait subi
des mutations pour ne plus fixer dé-
sormais le fer, mais bien les toxines

paralysantes (10,11).

De plus, la saxiphiline de Rana ca-
tesbeiana, dont la séquence pri-
maire est parfaitement connue, pos-
sede un insert présentant une fo-
mologie évidente avec le domaine
de type 1 de la thyroglobuline. Cette
partie de la protéine lui confére une
seconde activité biologique caracté-
risée par linhibition des cystéines
protéinases telles que la papaine et
les cathepsines (12).

Un fait surprenant concernant la
saxiphiline réside dans la diversité
des organismes qui la possedent.
Découverte initialement chez des
amphibiens, on sait désamais
gu’elle est également présente chez
les reptiles, les poissons et chez
une variété d'arthropodes. Elle n'a
cependant été observée chez aucun
oiseau ou mammifere (12). La saxi-
philine est présente chez de nom-
breux animaux terrestres, ce qui est
extrémement curieux puisque les
organismes producteurs de toxines
paralysantes sont connus seule-
ment en milieu aquatique.

Une des isoformes de saxiphiline
d’origine terrestre, découverte chez
le cent-pieds tropical Ethmostigmus
rubripes, lie certaines toxines avec
une affinité sub-picomolaire, ce qui
représente une des plus fortes inte-
ractions connues entre une protéine
et une molécule organique, surpas-
sée par l'interaction biotine-avidine.

Cette isoforme de saxiphiline de
cent-pieds a permis la mise au point
d'un test en microplaque 96 puits
basé sur le déplacement de saxi-
toxine tritiée. Le test s’est avéré trés



robuste, peu sensible aux acides et
sels contenus dans les échantillons
de coquillages (13). Les résultats
obtenus a partir d'une série d'échan-
tilons standards présentent une
forte corrélation avec les méthodes
officielles telles que le test souris et
'analyse par chromatographie en
phase liquide, mais également avec
I'activité biologique mesurée a l'aide
du canal sodique. De plus, la saxi-
philine est capable de lier 'ensem-
ble des toxines paralysantes, y com-
pris les variants moins toxiques tels
gue les toxines de type C. Néan-
moins, ce test n'est pas applicable
aux études sur le terrain puisqu’il
impligue la manipulation de produits
radioactifs.

Les propriétés de cette protéine en
font un candidat idéal pour le déve-
loppement d’'un biocapteur a toxines
paralysantes, qui puisse étre mis en
ceuvre directement sur le terrain,
c’est-a-dire dans les zones de pro-
duction et de récolte. A I'heure a-
tuelle, les coquillages sont testés
apreés récolte et lorsqu’une toxicité
est mise en évidence, I'ensemble de
la récolte est détruite. Si les exploi-
tants étaient capables d’identifier la
toxicité avant récolte, ils auraient
alors la possibilité de retarder cette
derniére afin de laisser aux coquilla-
ges le temps de détoxifier. Un bio-
capteur faciliterait grandement Ile
travail de surveillance et limiterait
les risques d’intoxication, en particu-
lier dans les régions du monde ou le
contrble des fruits de mer souffre
d'un manque de moyens et de res-
sources.

Les seules techniques existantes
adaptables au terrain reposent sur
une reconnaissance antigene/
anticorps dont les limites ont été dis-
cutées précédemment. Il est extré-
mement difficile de produire des an-
ticorps capables de reconnaitre I'en-
semble des variants de toxines pa-
ralysantes, et la saxiphiline présente
'avantage majeur d'étre un récep-
teur pour I'ensemble de ces toxines.

Quelle est la fonction de la saxiphiline?

La fonction de la saxiphiline reste un
mystére. Une hypothése évidente
est qu’elle participerait a un systéme
de défense contre les toxines para-
lysantes. Toutefois, ce récepteur n'a
jamais été mis en évidence dans les
coquillages capables d'accumuler

ces toxines. Le seul groupe chez
lequel cette hypothése pourrait étre
vérifiée est la famille des crabes
xanthidés (14). Certaines espéces
présentent dans leur chair des toxi-
nes paralysantes a des concentra-
tions extrémement élevées (figure
3), un seul crabe pouvant parfois
contenir suffisamment de toxines
pour tuer plusieurs centaines d'indi-
vidus en théorie.

L'origine de ces toxines n'est pas
évidente puisque les crabes ne sont
pas des filtreurs tels que les bival-
ves, et une origine phytoplanctoni-
que est peu vraisemblable. Les cra-
bes qui accumulent les toxines para-
lysantes possédent un systéme neu-
ro-musculaire résistant a ces toxines
mais ne semblent pas produire de
saxiphiline. En revanche, ceux qui
n'accumulent pas les toxines et leur
sont sensibles expriment parfois la
saxiphiline. On pourrait alors imagi-
ner que cette famille de crabes ait
développé deux systémes de dé-
fense distincts le premier dans
’lhaemolymphe avec la saxiphiline
entrant directement en contact avec
la toxine exogéne, le second au sein
des tissus a travers le développe-
ment d’une résistance aux toxines
paralysantes autorisant leur accu-
mulation. Dans ce cas, quels pour-
raient étre les avantages sélectifs
respectifs de ces différentes espe-
ces?

Enfin I'on peut s’interroger sur d’au-
tres fonctions possibles de la saxi-
philine. Pourquoi des créatures ter-
restres auraient-elles besoin de pro-
duire la saxiphiline?

Les toxines mralysantes sont-elles
plus répandues dans [I'environne-
ment que les études actuelles ne le
laissent entrevoir? Ou bien existe-t-il
une classe de molécules proches de
la saxitoxine et agissant en tant que
régulateurs physiologiques, peut-
étre au niveau du canal sodique?
Toutes ces questions sont encore
aujourd’hui sans réponse mais la
saxiphiline représente d'ores et déja
un point de départ exceptionnel pour
le développement de méthodes d-
ternatives de détection des toxines
paralysantes au plus proche du ter-
rain.
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Figure 3 . Atergatis floridus, crabe de récif capable de contenir de grandes

guantités de toxines paralysantes, ayant déja provoqué plusieurs intoxica-
tions mortelles. (photographie Le Llewellyn)
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