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Connaditre, évaluer, protéger

Le directeur général

Maisons-Alfort, le 19 mai 2017

AVIS
de I’Agence nationale de sécurité sanitaire de I’alimentation,
de I’environnement et du travail

relatif a la toxicité aigué et chronique de la BMAA
(béta-méthylamino-L-alanine)

L'’Anses met en ceuvre une expertise scientifique indépendante et pluraliste.

L’Anses contribue principalement a assurer la sécurité sanitaire dans les domaines de I'environnement, du travail et de
I'alimentation et a évaluer les risques sanitaires qu’ils peuvent comporter.

Elle contribue également & assurer d’'une part la protection de la santé et du bien-étre des animaux et de la santé des
végétaux et d'autre part a I'’évaluation des propriétés nutritionnelles des aliments.

Elle fournit aux autorités compétentes toutes les informations sur ces risques ainsi que I'expertise et I'appui scientifique
technique nécessaires a I'élaboration des dispositions Iégislatives et réglementaires et a la mise en ceuvre des mesures
de gestion du risque (article L.1313-1 du code de la santé publique).

Ses avis sont publiés sur son site internet.

L’Anses a été saisie le 11 janvier 2016 par la Direction générale de I'alimentation (DGAI) et la
Direction générale de la santé (DGS) pour la réalisation de I'expertise suivante : Demande d'avis
relatif & la toxicité aigué et chronique de la BMAA (béta-méthylamino-L-alanine).

1. CONTEXTE ET OBJET DE LA SAISINE

La béta-méthylamino-L-alanine (BMAA) est un acide aminé non protéinogéne. Cette neurotoxine
est suspectée d’'étre associée a des maladies neurodégénératives. Au sein de la population
autochtone de I'lle de Guam (dans I'Océan Pacifique), des cas suspects de syndrome « sclérose
latérale amyotrophique/Parkinson/démence » (complexe ALS/PDC selon I'acronyme anglais)
observés dans les années 1950 pourraient étre imputables a une bioamplification de la BMAA
dans la chaine alimentaire a partir de graines et de fruits d’un arbre local (le cycas), contaminés
par des cyanobactéries de son systéme racinaire. La consommation traditionnelle, par cette
population autochtone, de chauves-souris se nourrissant des graines des cycas a été proposée
comme principal vecteur d’exposition (Cox et al., 2002, 2003).

En France, de récents travaux menés par I'lfremer (Institut Francais de Recherche pour
I'Exploitation de la Mer) ont mis en évidence la présence de BMAA dans des mollusques bivalves
(moules, huitres) collectés dans plusieurs zones conchylicoles en 2013 (Réveillon, 2015). Ces
travaux complétaient une premiére étude qui ne s’était intéressée qu’aux coquillages de I'étang de
Thau (Réveillon et al., 2014).

Par ailleurs, des zones de sur-incidence de cas de sclérose latérale amyotrophique (SLA) ont été
rapportées dans certaines régions frangaises, dont une dans laquelle les coquillages marins sont
exploités et consommés (Masseret et al., 2013). La question de I'implication éventuelle de
coquillages contaminés par la BMAA dans la survenue de maladies neurodégénératives peut se
poser.

Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail,
14 rue Pierre et Marie Curie, 94701 Maisons-Alfort Cedex
Téléphone : + 33 (0)1 49 77 13 50 - Télécopie : + 33 (0)1 49 77 26 26 - www.anses.fr
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Depuis, une vaste étude financée par 'Agence Nationale de la Recherche a été conduite entre
2012 et 2016 afin d’'investiguer le lien possible en France entre la SLA et I'exposition a la BMAA
(projet ANR BMAALS). Les conclusions de cette étude ont été présentées en février 2016 lors de
la réunion de clbture.

Dans ce contexte, 'Anses a été saisie le 11 janvier 2016 par la DGAI et la DGS afin de répondre
aux questions suivantes :

1) Quel est le degré de robustesse du lien épidémiologique suggéré entre I'exposition chronique
a la BMAA et des maladies neurodégénératives de type « SLA/Parkinson/démence », a
travers une revue bibliographique, qui pourra intégrer, entre autres, les éléments liés a I'lle de
Guam ?

2) Quelles sont les données toxicologiques disponibles sur la BMAA ?

3) Au vu des données toxicologiques, compte tenu des niveaux observés par ['lfremer dans
certains coquillages, peut-il exister une préoccupation sanitaire liée a la BMAA en lien avec
lingestion de produits aquatiques (& relier sans doute a des scenarii réalistes de
consommation de coquillages) ?

4) L’Agence peut-elle déterminer, en complément des réponses aux questions précédentes, des
pistes de recherches et des études a engager prioritairement ?

2. ORGANISATION DE L’EXPERTISE

L’expertise a été réalisée dans le respect de la norme NF X 50-110 « Qualité en expertise —
Prescriptions générales de compétence pour une expertise (Mai 2003) ».

L’expertise reléve du domaine de compétences du Comité d’experts spécialisé « Evaluation des
risques physico-chimiques dans les aliments » (CES ERCA). L'Anses a confié l'instruction de cette
saisine au groupe de travail, le GT « BMAA », constitué par décision du 2 juin 2016 suite a un
appel a candidatures public.

Les travaux du groupe de travail ont été présentés au CES ERCA tant sur les aspects
méthodologiques que scientifiques lors des réunions pléniéres du 23 juin 2016, 15 décembre
2016, 15 février 2017 et 12 avril 2017. L’ensemble des travaux a été adopté par le CES ERCA en
réunion pléniére du 12 avril 2017. Le rapport produit par le groupe de travail tient compte des
observations et éléments complémentaires transmis par les membres du CES ERCA, en
particulier par deux experts nommés relecteurs. Ces travaux sont ainsi issus d'un collectif
d’experts aux compétences complémentaires.

L’Anses analyse les liens d’intéréts déclarés par les experts avant leur nomination et tout au long
des travaux, afin d’éviter les risques de conflits d’intéréts au regard des points traités dans le cadre
de I'expertise.

Les déclarations d’intéréts des experts sont publiées sur le site internet de 'Anses (www.anses.fr).

Afin de réaliser une recherche bibliographique la plus exhaustive possible concernant les articles
traitant i) des méthodes analytiques pour la détection et la quantification et ii) de I'occurrence
(mesure de la concentration) de la BMAA et de ses isoméres dans les produits aquatiques (marins
ou d’eau douce) pouvant étre consommeés par I’'Homme, le GT « BMAA » a décidé de suivre la
méthodologie d’'une revue systématique. Pour les données de toxicité (humaine, animale et
mécanistique), le GT « BMAA » a réalisé une analyse approfondie de la littérature.

Page 2/18



Avis de I’Anses
Saisine n° 2016-SA-0012

3. ANALYSEDU GT « BMAA » ETDbuU CES ERCA

Le Comité d’experts spécialisé « Evaluation des risques physico-chimiques dans les aliments »
(CES ERCA) a adopté le rapport d’expertise collective réalisé par le groupe de travail
« BMAA » dont une synthése est présentée ci-apreés.

3.1. Analyse physico-chimique de la BMAA et de ses isoméres

La BMAA est un acide aminé non protéinogéne. Trois isoméres de cette molécule ont été décrits a
ce jour : l'acide 2,4-diaminobutyrique (DAB), la N-(2-aminoéthyl)glycine (AEG) et la f—amino-N-
méthylalanine (BAMA) (figure 1).

0 O 0. _OH
N HoN HoN OH
~ NHQ
NH. NH, 0 NH
B-N-methylaminoalanine 2 4-diaminobutanoic acid N-(2-aminoethy)glycine B-amino-N-methylalanine
(BMAA) (DAB) (AEG) (BAMA)

Figure 1 : Structure de la BMAA et ses isoméres, le DAB, I'AEG et la BAMA (Jiang et al., 2012).

La BMAA a été mise en évidence pour la premiére fois en 1967 dans des graines de cycas (Vega
et Bell, 1967). A partir de 2003, des travaux de I'équipe de Cox rapportent la production
généralisée de BMAA par les cyanobactéries (Cox et al.,, 2003, 2005). Néanmoins, avec le
développement de nouvelles méthodes analytiques, des résultats plus contrastés sur la présence
et les concentrations de BMAA apparaissent et sont le sujet d’'une forte controverse dans la
littérature scientifique (Kriger et al., 2010 ; Banack et al., 2011 ; Faassen, 2014). En particulier, de
récents travaux de [I'lfremer rapportent I'absence de production de BMAA en conditions
expérimentales par des souches de cyanobactéries pourtant rapportées comme étant productrices
(Réveillon et al., 2015).

La question de la fiabilité de la méthode analytique a été identifiée comme une question centrale
par le GT « BMAA ». Il a donc été décidé de réaliser un inventaire de I'ensemble des méthodes
d’analyse utilisées dans les études d’occurrence et de toxicité citées dans la littérature puis de
classer ces méthodes selon le degré de confiance que I'on peut avoir dans les résultats, du point
de vue qualitatif (présence) et quantitatif (concentration).

Pour les aspects qualitatifs, les critéres retenus ont été :
- La mention du temps de rétention permettant d’attester la séparation de la BMAA et de ses
isoméres ;
- La mention de la limite de détection ;
- Le suivi en LC-MS/MS des transitions spécifiques de la BMAA et de ses isoméres afin de
les différencier les unes des autres. Le ratio d’ions est un élément optionnel mais qui
permet de conforter I'identification des toxines.

Pour les aspects quantitatifs, les criteres retenus ont été :
- En premier lieu, le fait que les critéres qualitatifs soient bien respectés ;
- La mention de la limite de quantification dans la matrice ;
- Le calcul du taux de récupération lors de I'extraction avec son écart-type associé ;
- D’autres critéres quantitatifs optionnels confortant la confiance dans la démarche
analytique tels que l'utilisation d’'un étalon interne marqué, la présence d’informations
concernant le domaine de linéarité, la fidélité, etc.
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Sur la base de I'ensemble de ces critéres, un code a été attribué a chacune des publications
expertisées :

- Critéres qualitatifs et quantitatifs non satisfaisants (NS : non satisfaisant)

Criteres qualitatifs satisfaisants et quantitatifs non satisfaisants (MS : moyennement
satisfaisant)

Critéres qualitatifs et quantitatifs satisfaisants (TS : totalement satisfaisant)

Au terme de ce classement, 48% des publications ont été évaluées comme NS, 27% comme MS
et 25% comme TS.

Il convient de mentionner que la BMAA peut étre présente dans les matrices sous une forme libre
ou liée a des protéines. Les protocoles d’extraction varient donc en fonction de la stratégie
analytique choisie. La teneur en BMAA totale (libre et liée) peut étre déterminée en hydrolysant
directement la matrice a analyser. La figure 2 présente les grandes étapes de l'analyse de la
BMAA et de ses isoméres.

Prise d’essai {Echantlllon frais ou lyophilisé

Lyse cellulaire (ex. sonication)

BMAA libre (ex. TCA 0.1 M, mélange MeOH-eau)
BMAA liée (i.e. HCl 6 M 24h & 110°C sur protéines)
BMAA totale (i.e. sans distinction libre/liée)

Optionnelle mais recommandée
Pu atio Par précipitation des protéines (i.e. pour BMAA liée)
m Par SPE (ex. échange de cations)
v l
Derivation

Avec agents de dérivation (ex. AQC®, FMOC, dansyl chloride, EZ-Faast®)
Réduit la polarité et/ou rend la molécule fluorescente

FLD (aprés dérivation)
MS

MS/MS
MSHR (aprés dérivation)

} Avec et sans dérivation

Figure 2: Schéma global de l'analyse de la BMAA et de ses isomeres (d’aprés Réveillon, 2015,
mémoire de thése). TCA : acide trichloroacétique ; FMOC : 9-fluorenylmethylchloroformate ; SPE : extraction
sur phase solide, MSHR : spectrométrie de masse haute résolution.

3.2. Définition de la sclérose latérale amyotrophique (SLA)

Le GT « BMAA » a fait le choix de ne retenir que la SLA dans son analyse car elle est le
dénominateur commun a toutes les maladies neurodégénératives suspectées d’'étre associées a
une exposition a la BMAA.

La SLA se définit par I'atteinte a la fois des neurones moteurs centraux (corps cellulaires situés
dans le cortex) et des neurones moteurs périphériques (corps cellulaires dans le bulbe rachidien
ou la corne antérieure de la moelle épiniére). La mort progressive des neurones moteurs, qui
innervent les fibres musculaires striées, aboutit 8 une absence de contraction des muscles, en
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périphérie. La maladie peut revétir deux formes distinctes a son début (i) une forme bulbaire
affectant les motoneurones du tronc cérébral, les symptémes sont alors une difficulté a articuler ou
déglutir ou (ii) une forme spinale, les neurones moteurs périphériques sont atteints, ce qui se
caractérise par une difficulté a mouvoir un membre (Inserm, 2015). Les patients conservent leurs
capacités mentales intactes, mais perdent 'usage des muscles a commande volontaire et I'issue
est fatale aprés 3 a 5 ans d'évolution, par atteinte des muscles respiratoires ou liés a la déglutition.
La SLA n’est pas une maladie a déclaration obligatoire. Il n’'y a, a ce jour, aucun marqueur
biologique spécifique de la maladie. Le diagnostic repose sur un faisceau d’arguments et
I'élimination des diagnostics différentiels (myosite a inclusion, neuropathie motrice a blocs de
conduction, myélopathie cervicarthrosique, ...) (www.has.fr.)

La SLA est rare avant I'age de 40 ans et augmente de facon exponentielle avec I'age par la suite.
L'age moyen d'apparition est de 58-63 ans pour la SLA sporadique et 40-60 ans pour la SLA
familiale, avec un pic d'incidence dans la tranche d’dge de 60-69 ans dans les formes
sporadiques ; 20 % des formes sont de présentation bulbaire. Les hommes ont un risque de SLA
plus élevé que les femmes, avec un ratio homme/femme de 1,2-1,5. L’évolution de la maladie n’est
pas linéaire mais curviligne, avec une aggravation en début et fin de maladie. La survie moyenne
est de 3 ans. De 5 a 10 % des formes sont familiales avec une résolution génétique pour 70%
d’entre elles (35% de formes liées a des mutations du géne C9). L’incidence moyenne
standardisée de la SLA au niveau mondial est de 1,68 (1,50 a 1,85) / 100 000. Il existe toutefois
une hétérogénéité dans les incidences standardisées de I'Europe du Nord [1,89 (1,46 a 2,32) / 100
000] et I'Asie de I'Est [0,83 (0,42 a 1,24) / 100 000] ou I'Asie du Sud [0,73 (de 0,58 a 0,89)/100
000). Des taux homogénes ont été signalés dans les populations d'Europe, d'/Amérique du Nord et
la Nouvelle Zélande [incidence standardisée de 1,81 (1,66 a 1,97) / 100 000].

L’'une des hypothéses de travail relatives a la physiopathologie de la SLA est une libération
excessive de glutamate au sein des réseaux glutamatergiques, au caractére excitotoxique. Le
glutamate est le neurotransmetteur excitateur majeur du systéme nerveux central, et joue un role
crucial dans les fonctions cognitives, la plasticité synaptique, la croissance neuronale. Cette sur-
stimulation de neurones post-synaptiques aboutit classiquement a la mort neuronale.

Le rapport du GT « BMAA » détaille les critéeres de la maladie, les aspects anatomopathologiques,
les mécanismes physiopathologiques, les facteurs génétiques, l'incidence et la prévalence de la
maladie, les facteurs de risques associés, la cohorte de Ille de Guam, les études
épidémiologiques explorant le lien entre la SLA et la BMAA, I'étude BMAALS (financée par 'ANR).

3.3. Données toxicologiques

3.3.1 Données de toxicocinétique et de toxicodynamique

La biodisponibilité orale de la BMAA a été étudiée chez deux espéces animales, le rat (Duncan et
al., 1991™) et le singe (Duncan et al., 1992"°). Bien que réalisées avec des méthodes analytiques
classées non satisfaisantes, les données suggérent une absorption importante et rapide.

Dans le cadre de cette expertise, les données d’une étude de cinétique réalisée par le National
Toxicology Program (NTP) ont été transmises a I’Anses sous la forme d’un poster présenté a un
congres scientifique. Ces travaux n’ont pas été valorisés sous forme de publication soumise a
comité de lecture. Les résultats, basés sur 'administration orale de BMAA radiomarquée ('*C-
BMAA), confirment la forte biodisponibilité orale de la BMAA chez le rat (Garner et al., 2013™).

Le passage de la barriere hématoencéphalique a été montré chez le rat nouveau-né aprés
administration sous-cutanée de BMAA et chez la souris nouveau-né exposée par le lait de méres
ayant recu de la BMAA par voie intraveineuse (Andersson et al., 2013¥ ; Karlsson et al., 2015°).

La présence de BMAA dans les tissus (dont le cerveau) a été étudiée chez des rats adultes aprés
administration orale, intraveineuse ou sous-cutanée mais selon des méthodes analytiques jugées
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non fiables du point de vue quantitatif (Duncan et al., 1991"°; Andersson et al., 2013" ; Karlsson
et al., 2015™°). Dans I'étude de Garner et al. (2013™°) avec de la C-BMAA administrée par voie
orale, en administration unique, la radioactivité a été retrouvée au niveau du foie, du tissu adipeux,
des muscles et de la peau. Moins de 0,01% de la dose a été retrouvée dans le cerveau. Aprés
administration unique ou répété, 50 a 60% de la radioactivité serait présente sous forme liée aux
protéines dans les tissus.

Concernant le métabolisme de la BMAA, les données sont trés lacunaires et n‘ont pas permis
d’identifier les produits de dégradation ni leur proportion relative au composé parent.

L’élimination urinaire de BMAA serait faible (Duncan et al., 1992NS: Andersson et al., 2013 ;
Garner et al., 2013™).

Une excrétion importante par le lait de femelles allaitantes est rapportée chez la souris avec de la
“C-BMAA (Andersson et al., 2013"%).

3.3.2 Données de toxicité chez I'animal de laboratoire

Par voie orale, cing études ont été identifiées et analysées par le GT « BMAA », deux chez la
souris et trois chez le singe.

- Chez la souris adulte CD-1, les 2 études ne montrent aucune anomalie comportementale, ni
aucun symptdme caractéristique d’une pathologie neurodégénérative de type SLA. Dans
I'une des études (Perry et al., 1989"°), des souris femelles ont été exposées par gavage
pendant 11 semaines a de trés fortes doses de BMAA (500 a 1000 mg/kg p.c./j), dans l'autre
(Cruz-Agado et al., 2006), des souris males ont été exposées par voie alimentaire a une
dose de BMAA de 28 mg/kg p.c./j pendant un mois.

- Chez le singe cynomolgus (macaque) adulte male, différentes doses de BMAA (de 100 a
350 mg/kg p.c./j) ont été administrées dans le cadre d’'un protocole complexe et avec des
durées d’exposition allant jusqu’a 12 semaines mais de maniére séquentielle. Selon les cas,
certains animaux ont développé des faiblesses musculaires, des dysfonctionnements des
neurones cortico-moteurs a caractére parkinsonien ainsi que des anomalies du
comportement avec des changements dégénératifs au niveau du cortex cérébral et de la
moelle épiniére. Ces déficits moteurs ont pu étre atténués par I'administration de L-DOPA,
précurseur de la dopamine (Spencer, 1987 ; Spencer et al., 1987).

- Chez de jeunes singes vervets nourris 140 jours avec de la BMAA (210 ou 21 mg/kg p.c./j)
administrée dans de la banane, il a été observé le développement d'une maladie
neurofibrillaire avec des dépbts neuroamyloides et de la protéine Tau hyperphosphorylée
dans le cerveau. L’administration conjointe par voie orale de sérine (210 mg/kg/j) diminue de
maniere significative la densité des enchevétrements neurofibrillaires. Les vervets sont
moins sensibles que les macaques a développer le tableau clinique (Cox et al., 2016").

Par voie intrapéritonéale, trois études ont été identifiées et analysées par le GT « BMAA », une
chez la souris et deux chez le rat.

- Chez la souris adulte NIH Suisse outbred, 5 doses de BMAA ont été testées par
administration unique (30, 300, 1000, 2000, 3000 mg/kg p.c. et un groupe témoin) a des
groupes de males et de femelles avec une période d'observation de 14 jours. De maniére
qualitative (sans analyse statistique de I'ensemble de la dose-réponse), les auteurs ont défini
une DLsy de 3000 mg/kg p.c. sur la base des symptbmes suivants ayant conduit a
'’euthanasie des animaux : myocloniel, convulsions, miction/défécation incontrolées dans les
20 min post-injection. La dose minimale avec effet (LOAEL aigué) est de 2000 mg/kg p.c.
(1/6 femelle moribonde). L’examen histologique sur 6 organes (cerveau, foie, poumon, cceur,

! Myoclonie : contractions musculaires rapides involontaires
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rate, rein) d’un seul animal par groupe n’a montré aucune lésion (Al Sammak et al., 2015").
La BMAA a été détectée dans le cerveau et le foie de souris traitées et pas dans ceux des
témoins, mais selon une méthode jugée non fiable par le GT « BMAA ».

Chez le rat Wistar adulte, des signes de neurotoxicité aigué (mouvements circulaires,
balancements puis dans un second temps ataxie) ont été observés quelques heures aprés
'administration unique ou répétée jusqu’a 21 jours de BMAA sous forme L-BMAA (a des
doses entre 500 et 2000 mg/kg p.c.) ou en mélange racémique de D- et L-BMAA (jusqu’a
4000 mg/kg p.c.) a des méles et des femelles. Des altérations histologiques sont rapportées
uniquement au niveau du cervelet, de type excitotoxique (Seawright et al., 1990).

Dans une autre étude, de jeunes rats males Wistar ont recu une dose de 300 mg/kg p.c. de
BMAA pendant 5 jours consécutifs. Des tests comportementaux ont été pratiqués toutes les
semaines pendant 14 mois. Des examens biologiques et histologiques ont également été
réalisés sur le cerveau. Il a été observé une perte du volume musculaire unilatérale (gauche)
jusqu’a 17%, devenant bilatérale aprés 8 mois. Au niveau du cerveau, le volume du cortex
cérébral a également été diminué de maniére bilatérale de 10 a 18%. Il a aussi été observé
un élargissement des ventricules latéraux. Les analyses neurochimiques ont montré une
élévation du glutamate et de la taurine ainsi qu'une baisse de l'acide y-aminobutyrique
(GABA) au niveau du cortex moteur. Les auteurs estiment que le rat se révéle étre un bon
modele reproduisant les symptdmes observés lors de la SLA (de Munck et al.,, 2015;
Munoz-Saez et al., 2015).

Par voie sous-cutanée, trois études ont été identifiées et analysées par le GT « BMAA », toutes
chez le rat nouveau-né ou trés jeune.

Dawson et al. (1998) ont étudié trois groupes de rats nouveau-nés Sprague Dawley males et
femelles. Le groupe A a regu une dose de 500 mg/kg p.c. au 5°™ jour post-natal, le groupe B
une dose de 500 mg/kg p.c. au 2°™ et au 5°™ jour post-natal et le groupe C une dose de
100 mg/kg p.c. au 2°™ et au 5°™ jour post-natal. Des tests psychomoteurs ont été pratiqués
entre le 6°™ et le 84°™ jour post-natal ainsi que des dosages hormonaux et neurochimiques.
Les tests usuels comportementaux n’ont montré que de faibles variations en limite de
significativité. Aucun dysfonctionnement des fonctions motrices n’a été observé a I'exception
des membres postérieurs écartés et d’une activité locomotrice augmentée. Au niveau du
poids des organes, seul celui des ovaires était plus élevé (groupes A et B) et celui du
cervelet diminué (groupes A male et B femelle). Au niveau hormonal, la TSH était plus
élevée (groupe A male), ainsi que 'lGF1 (groupe B maéle) et la T4 libre diminuée (groupe B
femelle). Concernant I'aspect neurochimique, les seuls changements observés étaient au
niveau de la moelle épiniére, 'aspartate et le glutamate étant augmentés (groupe C femelle)
au niveau du cervelet, 'aspartate étant diminué (groupe A méle) au niveau de I'hippocampe,
la sérotonine augmentée (groupes A et B femelle, groupes A, B, C maéle) et diminuée
(groupe C femelle).

Karlsson et al. (2009a%°, b™) ont administré de la BMAA a la dose de 200 ou 600 mg/kg
p.c./j a des rats Wistar males au 9°™ et 10°™ jour post-natal. A la forte dose, les rats ont
manifesté de séveéres troubles neurologiques moteurs. Aprés sevrage, des tests
comportementaux ont été pratiqués entre le 13°™ et le 27°™ jour post-natal. Les résultats
ont montré une hyperactivité avec une difficulté a la locomotion et une perte du réflexe de
redressement sans grand effet sur la performance musculaire. Les fonctions cognitives
semblaient étre altérées. Dans les tests pratiqués en semaine 1 a 22 d’age post-natal (afin
d’évaluer les effets a long terme chez I'animal adulte), 'apprentissage spatial mais pas de la
mémoire spatiale a long terme testée 2 semaines aprés la phase d’acquisition étaient
perturbés sans lien avec les altérations des capacités motrices.

La méme équipe (Karlsson et al., 2011%) a complété son protocole d’étude par un volet
comportemental chez des animaux exposés a des doses moindres de 50 et 200 mg/kg p.c.
au 9°™ et 10°™ jour post-natal (ainsi qu’a la dose forte de 600 mg/kg p.c.). Des observations
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ont été faites périodiquement chez les animaux agés de 13 a 26 semaines. Les deux plus
faibles doses testées ont entrainé une altération de la mémoire spatiale mais pas d’altération
des autres types de mémoire, aucune anomalie histologique y compris au niveau de
'hippocampe n’a été mise en évidence. A la forte dose, des pertes neuronales ont été
observées au niveau du cortex cingulaire et de I'hippocampe. Les auteurs estiment que ces
changements observés chez le rat ne coincident pas avec les observations post-mortem sur
des tissus de patients décédés de la SLA.

En conclusion, les points suivants peuvent étre dégagés d’un point de vue toxicologique :

- Il est difficile de faire le bilan des données issues des études disponibles dans la littérature : les
concentrations en BMAA testées sont trés élevées, beaucoup ont utilisé une voie d’administration
non orale, le nombre d’animaux par groupe est faible, la période d’administration ciblée sur la
période de grande sensibilité de développement du cerveau ne reflete pas la réalité d’exposition
du consommateur.

- La neurotoxicité de la BMAA est démontrée chez le rat et chez le singe mais les données
toxicologiques actuellement disponibles ne permettent pas d’identifier une dose sans effet
applicable a 'lHomme.

- Il semble exister une grande différence de sensibilité entre espéces, la souris adulte paraissant
résistante a la neurotoxicité induite par la BMAA méme pour des doses trés élevées. L'origine de
cette particularité mériterait d’étre élucidee.

3.3.3 Données mécanistiques

Excitotoxicité et dépendance au bicarbonate

La neurotoxicité de la BMAA a également été observée in vitro sur des cellules issues de
rongeurs, de sangsue, et des lignées humaines. Son caractére excitotoxique, c’est-a-dire le
processus de mort cellulaire se produisant suite a l'activation d’acides aminés excitateurs
(glutamate) est le mécanisme le plus souvent proposé (Chiu et al., 2013). L’interaction de la BMAA
avec le bicarbonate est susceptible de conduire a une molécule « ressemblant » au glutamate, et
jouant le réle d’agoniste des récepteurs glutamatergiques, en particulier les récepteurs
ionotropiques de type NMDA (acide N-méthyl-D-aspartique) (Weiss et al., 1989). Ces études ont
mis en évidence le réle central des ions bicarbonates dans le mécanisme d’action de la BMAA.

Des injections intracraniennes (striatum) de BMAA a des souris ont montré que la toxine induit la
mort de neurones hippocampiques in situ. Ces résultats ont été confirmés in vitro, car la BMAA
exerce un effet cytotoxique dose-dépendant (50 uM a 1 mM) sur une lignée cellulaire spinale
proche des motoneurones (Buenz & Howe, 2007). D’autres résultats in vitro ont montré que la
BMAA a des concentrations plus faibles (10 uM) potentialise la mort neuronale induite par d’autres
molécules neurotoxiques (NMDA, kainate, amyloide-3, MPP+). Cette observation suggére que la
BMAA est susceptible d’agir a faibles concentrations comme co-acteur d’'un phénoméne
neurodégénératif impliquant d’autres molécules. Cette neurotoxicité implique les récepteurs
glutamatergiques ionotropiques (NMDA) et métabotropiques (mGIuR5), ce qui suggére que la
BMAA est excitotoxique via différentes cibles moléculaires (Lobner et al., 2007).

Hyperphosphorylation de Tau?

Différentes études ont montré que la BMAA joue un rble sur le niveau de phosphorylation de la
protéine Tau, soit en inhibant l'activité de sa principale phosphatase, PP2A, soit en augmentant
l'activité de la kinase GSK3[B. Ainsi, la BMAA agit comme un agoniste de certains récepteurs
métabotropiques du glutamate comme mGIuRS5 (Liu et al., 2009 ; Arif et al., 2014).

2 Tau (Tubulin-Associated Unit) est une protéine neuronale associée aux microtubules qui a été identifiée comme étant
le composant majeur des paires de filaments en hélice (Paired Helical Filaments, PHF) qui constituent les
dégénérescences neurofibrillaires (DNF), supposées a I'origine de la maladie d'Alzheimer. Les protéines Tau de la DNF
sont agrégées et anormalement phosphorylées.
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Surexpression de TDP-433

Plusieurs études in vitro et in vivo suggeérent que la BMAA entraine une surexpression de TDP-43
ainsi que la formation d’agrégats de cette protéine (de Munck et al., 2013 ; Munoz-Saez et al.,
2013, 2015 ; Karlsson et al., 2015 ; Yin et al., 2014).

Incorporation protéique

Un mécanisme par lequel la BMAA exercerait ses effets neurotoxiques est sa capacité a étre
incorporée dans les protéines au cours de la synthése protéique (Glover et al., 2014 ; Karlsson et
al., 2014). Cette incorporation aurait lieu uniquement a la place des résidus alanine et sérine
(Glover et al., 2014 ; Dunlop et al., 2013).

Ce phénoméne d’incorporation protéique de la BMAA entrainerait ainsi des défauts de structure de
ces protéines (« misfolding ») et donc une accumulation de protéines au niveau lysosomal (Dunlop
et al., 2013). Cette anomalie de synthése protéique associée & une entrée massive de Ca?'
conduit également a des phénoménes de stress au niveau du réticulum endoplasmique, a des
dérégulations des systemes de réduction/oxydation (« redox »), ainsi qu'a une activation de
certaines caspases pro-apoptotiques comme la caspase-12 et donc a la mort cellulaire (Perry et
al., 1989 ; Buenz & Howe, 2007 ; Lobner et al., 2007 ; Santucci et al., 2009 ; Liu et al., 2010 ;
Karlsson et al., 2012 ; Chiu et al., 2013 ; de Munck et al., 2013 ; Karlsson et al., 2013 ; Okle et al.,
2013).

Il serait intéressant de connaitre la nature des protéines dans lesquelles la BMAA pourrait
s’incorporer et d’étudier le role de ce « misfolding » dans la physiopathologie de la SLA.

Interaction avec la neuromélanine

La voie de synthése de la neuromélanine est commune avec celle des catécholamines dont la
dopamine, un neurotransmetteur essentiel dans le contréle du striatum. Une accumulation de
neuromélanine modifiée par la BMAA pourrait perturber le fonctionnement des neurones a
dopamine (Krone et al., 2016). La BMAA pourrait induire une accumulation de produits
intermédiaires du catabolisme des catécholamines impliqués dans des processus d’oxydation
regroupant un dysfonctionnement mitochondrial, une accumulation de radicaux libres, une
peroxydation lipidique, une agrégation protéique et une activation microgliale, conduisant a un
vieillissement neuronal précoce commun a de nombreuses pathologies neurodégénatives
(McManus et al., 2011 ; Heitz et al., 2012 ; Lastres-Becker et al ., 2012 ; Dariani et al., 2013 ; An et
al., 2014 ; Eleuteri et al., 2015 ; Tan et al., 2015). Enfin, en interagissant avec ce pigment mais
sans y étre incorporée, la BMAA pourrait étre stockée de nombreuses années avec la possibilité
d'un relargage tout au cours de la vie, pouvant conduire a des atteintes chroniques au niveau
cérébral notamment un état inflammatoire permanent et une gliose réactionnelle contribuant au
développement de pathologies neurodégénératives (Krone et al., 2016).

Il a été montré que la BMAA avait la capacité de se lier a la mélanine dans divers tissus dont le
systéme nerveux central et de s’accumuler dans les cellules riches en ce pigment (Karlsson et al.,
2009c). L’'accumulation de BMAA dans des structures cérébrales précises pourrait induire une
neurotoxicité ciblée, uniquement dans les neurones riches en neuromélanine et les tissus proches
lors d’'un relargage de la BMAA. Ce phénoméne aurait lieu sur de nombreuses années. Cette
hypothése pourrait expliquer (i) la difficulté de corrélation entre les taux plasmatiques et cérébraux
de BMAA, de nombreuses études ayant été faites sur des zones cérébrales largement dépourvues
en neuromélanine, (ii) la neurotoxicité originale de la BMAA — telle que décrite dans le syndrome
de I'lle de Guam — regroupant un syndrome parkinsonien, une SLA, la maladie d’Alzheimer et une

 TDP-43 (TAR DNA-binding protein 43, protéine de liaison d'’ADN de réponse transactionnelle de 43 kDa) est une
protéine localisée dans le noyau cellulaire dans la plupart des tissus qui se lie a I'ADN et participe a la régulation de la
transcription. Cette protéine peut également se lier a 'ARN pour assurer sa stabilité. En coupant et en réarrangeant les
ARNmM par épissage alternatif, TDP-43 contréle la production de différentes versions de certaines protéines. Au moins 60
mutations dans le géne TARDBP ont été trouvées chez des patients atteints de SLA.
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rétinopathie pigmentaire rare, (iii) 'impact a trés long terme de la BMAA sur les populations
exposeées.

Dans le cadre de cette hypothése, il pourrait donc étre intéressant (i) de se focaliser sur les
structures riches en mélanine et neuromélanine pour les dosages de BMAA dans le systéme
nerveux central incluant le locus cceruleus, la substance noire et le tissu rétinien, (ii) d’utiliser
préférentiellement lors d’expérimentation animales, des espéces riches en neuromélanine
(Marsden, 1961) et d’éviter le modéle murin, quasi dépourvu de cette substance au niveau
cérébral (Barden & Levine, 1983). Ces différences inter-espéces importantes dans leur expression
régionale de neuromélanine pourraient ainsi apporter un début d’explication a des études
contradictoires pour l'effet de la BMAA sur le cerveau lorsqu’elles comparent modéle souris
(pauvre en neuromélanine) et modéle simien (riche en neuromélanine), (iii) de suivre les fonctions
rétiniennes des personnes ou animaux exposeées a la BMAA.

3.3.4 Génotoxicité

Un test d’Ames réalisé sur 5 souches de Salmonella Typhimurium (TA97a, TA98, TA100, TA102 et
TA1535) avec 5 concentrations comprises entre 11 et 900 ug de BMAA/boite, avec et sans
activation métabolique, n’a montré aucune élévation significative du nombre de révertants. Un
autre test (SOS/umuC assay) a été réalisé avec 6 concentrations comprises entre 0,32 et 1000 ug
de BMAA/mI sur la souche de Salmonella Typhimurium TA1535/pSK1002, avec et sans activation
métabolique, donnant également un résultat négatif (Novak et al., 2016).

3.4. Evaluation du poids des preuves du lien entre I'exposition chronique a la
BMAA et la SLA

Dans son avis du 25 juillet 2016, basé sur les recommandations du Groupe de Travalil
« Méthodologie de I'Evaluation des Risques » (GT MER), 'Anses définit le concept du poids des
preuves comme étant « une synthése formalisée de lignes de preuves, éventuellement de qualités
hétérogénes, dans le but de déterminer le niveau de plausibilit¢é d’hypothéses ». La ligne de
preuves est « un ensemble dinformations de méme nature, intégrées pour évaluer une
hypothése». L’intégration des lignes de preuves permettrait alors d’exprimer le poids des preuves.
Cette intégration peut se faire selon une méthode qualitative ou quantitative.

Le GT « BMAA » a choisi de suivre une méthode qualitative sans notation en prenant soin de
détailler autant que possible les critéres utilisés. Les critéres retenus pour cette analyse ont été
ceux de Hill (1965) car ce sont les plus largement reconnus et utilisés dans le domaine
épidémiologique. Les neuf critéres constituant un argumentaire en faveur de l'inférence causale de
la relation étudiée sont : la temporalité, la force de I'association, la reproductibilité des résultats, la
relation dose-réponse, les preuves expérimentales du type de parallélisme de la cause et de I'effet
(notamment I'effet de la suppression de I'exposition), la spécificité, la plausibilitt mécanistique, la
cohérence biologique, I'analogie.

La temporalité : ce critére est difficile a renseigner considérant les éléments suivants :
- Le délai entre I'exposition a la BMAA et I'apparition de symptdomes neurotoxiques chez
I’étre humain pourrait étre long (analogie avec les maladies a prions, le neurolathyrisme) ;
- Il n'existe évidemment pas de modéle humain et il n'y a pas d’études de cas ;
- Les seules données disponibles chez I'animal de laboratoire sont issues d’'un modeéle aigu
ou subaigu (administration sur une période courte).

La force de I'association entre le facteur de risque environnemental et I'apparition de SLA:
méme dans I'exemple historique de I'lle de Guam et sa population chamorro ou l'incidence de
SLA était 50 a 100 fois supérieure au niveau moyen mondial dans les années 1950,
I'association avec I'exposition a la BMAA ne peut pas étre estimée car les analyses réalisées
dans des graines de cycas, des chauves-souris et des cerveaux humains ont suivi une

Page 10/ 18



Avis de I’Anses
Saisine n° 2016-SA-0012

méthodologie jugée non satisfaisante par le GT, en termes de détection (confirmation de
présence) et de quantification (concentration)®.

La reproductibilité des résultats de I'association : des cas de SLA potentiellement associés
a la BMAA ont été rapportés dans plusieurs régions du monde (Guam, Japon, Indonésie), mais
le lien avec une exposition a la BMAA pourrait étre d0 a des facteurs de confusion (tels que les
facteurs génétiques ou d’autres facteurs environnementaux).

La relation dose-effet chez I’'Homme : ni les données épidémiologiques des cas historiques
de I'lle de Guam ni les données expérimentales chez I'animal de laboratoire ne permettent
d’étayer ce critére.

L'effet de la suppression de l'exposition: les exemples historiques (Guam, Japon,
Indonésie) montrent qu’'une modification dans les habitudes de vie (en particulier le régime
alimentaire) a diminué 'incidence de la SLA a un niveau comparable au niveau moyen mondial
pour les générations suivantes. Il n’est toutefois pas certain que cette modification soit associée
a une diminution ou a la suppression de I'exposition a la BMAA.

La spécificité de l'effet: pas de spécificité de l'effet, la BMAA n’est pas le seul facteur
potentiel qui expliquerait 'apparition de la SLA, qui est une maladie multifactorielle.

Analogie : d’autres toxines proches de la BMAA (par exemple la B-N-oxalylamino-L-alanine,
désignée par les 2 acronymes BOAA et 3-ODAP) sont connues comme responsables de
pathologies neurologiques des voies motrices, comme le neurolathyrisme.

Plausibilité et cohérence biologique: du point de vue mécanistique, les données
expérimentales in vivo et in vitro confirment la neurotoxicité de la BMAA et suggeérent plusieurs
meécanismes d’action possibles voire complémentaires (excitotoxicité, incorporation protéique,
interaction avec la neuromélanine) et la présence de marqueurs de maladies
neurodégénératives (hyperphosphorylation de la protéine Tau, forme agrégée de TDP-43).

Au-dela des critéres de Hill, le GT « BMAA » constate que la SLA, bien que multifactorielle, a une
composante génétique bien documentée qui permet I'exclusion de ces cas et donc l'identification
d’un lien avec des facteurs environnementaux. La présence de cas groupés de SLA, notamment la
présence de cas familiaux non génétiques, conforte I'hypothése d'une exposition liée aux
habitudes de vie (ex. habitudes alimentaires) et a I'environnement. Toutefois, il n'a pas été
possible, jusqu’a ce jour, d’identifier un lien de causalité entre les cas groupés et I'exposition a la
BMAA.

Au vu de ces critéres, le GT « BMAA » conclut que le lien de causalité entre I'exposition a
la BMAA et la survenue de SLA n’est pas démontré, en I'état actuel des connaissances.

De maniére générale, dans le cas des maladies neurodégénératives, multifactorielles,
établir un lien épidémiologique selon les criteres de Hill s’avere difficile.

Néanmoins, I'hypothése que I'exposition a la BMAA soit un facteur favorisant des
phénoménes neurotoxiques est hautement probable, principalement par sa capacité a
activer des mécanismes de neurodégénérescence.

“1l est regrettable que ces analyses n’aient pas été réactualisées avec les nouvelles méthodologies retenues par le GT.
Cela est également le cas pour I'étude de Pablo et al. (2009)NS qui suggere la détection de BMAA dans des cerveaux de
patients américains (hors Guam) atteints de SLA, sans corrélation avec I'environnement. De maniére générale, il existe
une controverse sur la présence de BMAA liée intracérébrale (a la fois chez 'lHomme et I'animal).
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3.5. Sources et occurrence de la BMAA

3.5.1 Organismes producteurs de la BMAA

Au sein des milieux aquatiques, il est considéré a ce jour que la présence de BMAA trouve son
origine dans la prolifération de certaines espéces phytoplanctoniques ou phytobenthiques. Tandis
que les cyanobactéries ont été d’abord considérées comme étant les principaux producteurs de
BMAA en eau douce (Cox et al., 2005™°), une étude plus récente a montré que peu d’espéces de
cyanobactéries en produisent en conditions expérimentales (Réveillon et al., 2015™). En
revanche, divers diatomées et dinoflagellés d’origine marine ou présents dans les milieux salins
ont récemment été décrits comme producteurs de BMAA et de ses isoméres (Jiang et al., 2014 ;
Lage et al., 2014™S ; Réveillon et al., 2015™).

3.5.2 Contamination des milieux aquatiques et d’autres milieux

Le rapport du GT « BMAA » présente des informations détaillées sur la contamination des
ressources en eau, des animaux aquatiques (dulcicoles et marins), des plantes et des aérosols par
la BMAA et ses isoméres, le DAB, 'AEG et la BAMA.

Les informations relatives aux animaux aquatiques (dulcicoles et marins) susceptibles d’'étre
consommeés par 'Homme ont été renseignées dans une base de données, en rapportant les
résultats d’analyse pour chaque échantillon et en prenant en compte uniquement ceux obtenus par
des méthodes analytiques jugées satisfaisantes pour la détection et pour la quantification.

Le tableau 1 présente le nombre de résultats recueillis par catégorie d’aliment qui ont permis
d’estimer I'exposition du consommateur a la BMAA totale selon divers scénarios.

Tableau 1: Liste des espéces de produits de la mer ou d'eau douce et les catégories d’aliment
auxquelles ils correspondent

Produit Nombre de | Nombre de résultats inférieurs Catéaorie d’aliment
résultats alalimite de détection* 9
Bréme 2 2° Produits d'eau douce
Corégone 2 2°2 Produits d'eau douce
Crabe 2 12 Crustacés, mollusques et coquillages
Crevette 9 Kh Crustacés, mollusques et coquillages
Ecrevisse 7 72" Produits d'eau douce
Hareng 3 2°2 Poissons de mer
Huitre 35 0 Crustacés, mollusques et coquillages
Loup de mer 2 2° Poissons de mer
Morue 4 42 Poissons de mer
Moule 138 0 Crustacés, mollusques et coquillages
Omble chevalier 4 3@ Produits d'eau douce
Perche 4 42 Produits d'eau douce
Pétoncle 3 0 Crustacés, mollusques et coquillages
Plie 3 0 Poissons de mer
Sandre 2 2° Produits d'eau douce
Saumon 6 6" Poissons de mer
TOTAL 226

* la valeur de la limite de détection est variable selon les études’
2 limite de détection = 0,10 mg/kg de poids frais ; ° limite de détection = 0,01 mg/kg de poids frais.
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3.6. Estimation de I'exposition alimentaire pour ’'Homme

A partir des données de consommation individuelle pour la population générale (INCA2, Afssa,
2009) et pour les forts consommateurs de produits de la mer (CALIPSO, Afssa, 2006) ainsi que
des données de contamination, I'exposition a ét:_é calculée selon I'équation suivante :
5 = G = Ly

ksl PC'
Ou:
- E; estl'exposition journaliére totale de l'individu i (ug par kg de poids corporel par jour),
Cik est la consommation moyenne journaliére de I'aliment k par l'individu i (g par jour),
Lk est la teneur pour le contaminant étudié estimée dans 'aliment k (mg par kg de poids frais),
PC,; est le poids corporel de l'individu i (kg)
et n est le nombre total d’aliments consommés par I'individu i.

Par ailleurs, deux types d’exposition ont été calculés :

- D’une part, 'exposition _chronique : en prenant comme paramétre de contamination la
concentration moyenne. L’exposition chronique correspond a la quantité de substance qu’un
individu peut ingérer quotidiennement sur une longue période de sa vie, en relation avec un
effet toxicologique se manifestant tardivement.

- Dautre part, 'exposition_aigué : en prenant comme paramétre de contamination le 95°™
percentile lorsque le nombre de données de la catégorie est supérieur a 30; ou la
concentration maximale lorsque le nombre de données de la catégorie est inférieur a 30.
L’exposition aigué correspond a un effet toxicologique se manifestant rapidement, dés la
premiére ingestion.

Ces deux types d’exposition ont été calculés d’une part, avec I'ensemble des données disponibles
et d’autre part, avec les données francaises uniquement, au nombre de 138. A noter que les
données frangaises ne portent que sur les moules et les huitres.

Les résultats détaillés figurent dans le rapport du GT « BMAA » et ne sont pas repris ici. Les
estimations de I'exposition alimentaire (tous produits confondus : mollusques, crustacés, poissons)
se situent dans les gammes suivantes :

Pour I'exposition aigué a la BMAA totale chez I'adulte :

- en moyenne de 0,295 ug/kg p.c./j pour la population générale a 2,149 ug/kg p.c./j pour les
forts consommateurs ;

- au 95°™ percentile de 1,352 ug/kg p.c./j pour la population générale a 5,124 ug/kg p.c./j pour
les forts consommateurs.

Pour I'exposition chronique a la BMAA totale chez I'adulte :

- en moyenne de 0,069 ug/kg p.c./j pour la population générale a 0,52 pg/kg p.c./j pour les forts
consommateurs ;

- au 95°™ percentile de 0,319 ug/kg p.c./j pour la population générale a 1,224 ug/kg p.c./j pour
les forts consommateur.

4. CONCLUSIONS ET RECOMMANDATIONS DU CES ERCA

Les données toxicologiques (in vivo et in vitro) montrent la neurotoxicité de la BMAA, qui de ce fait
constitue un danger pour ’'Homme.

Ces données ne permettent cependant pas d'établir une relation dose-effet ni une valeur
toxicologique de référence (aigué ou chronique).

Le danger de la BMAA ne peut donc pas étre caractérisé.
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A lissue de leur analyse, le GT « BMAA » et le CES ERCA ont conclu que le lien de causalité
entre I'exposition a la BMAA et la survenue de SLA n’était pas démontré, en I'état actuel des
connaissances. Cette pathologie, a linstar des autres maladies neurodégénératives, est
multifactorielle et de cinétique lente.

Les données de [I'lfremer ont montré que la BMAA était quantifié¢e dans I'ensemble des
échantillons d’huitres et de moules du littoral frangais (n = 138). A partir de ces données et
d’autres données disponibles dans la littérature, I'exposition des consommateurs francgais a pu étre
estimée selon plusieurs scénarios mais elle n'a pas pu étre comparée a des expositions de
consommateurs d’autres pays, le GT « BMAA » n’ayant identifié aucune information publiée.

Compte tenu de ces éléments, le CES ERCA n’est pas en mesure de se prononcer sur le niveau
de préoccupation sanitaire a I'égard de la BMAA dans les produits de la mer et d’eau douce.

Piste de recherche a envisager en priorité

- Analyser la BMAA sous forme libre et sous forme liée dans des échantillons de cerveaux de
patients atteints de SLA ainsi que des échantillons témoins selon une méthode analytique fiable.

- Acquérir des données métaboliques et toxicologiques pour caractériser le danger et définir une
valeur toxicologique de référence (pour la BMAA et pour ses isomeres, 'AEG, le DAB et la BAMA).

- Obtenir des données de contamination des produits de la mer et d’eau douce (coquillages,
poissons, crustacés) selon une méthode analytique fiable et permettant de prendre en compte la
variabilité temporelle et spatiale. La recherche de la BMAA pourrait faire partie de la liste des
toxines incluses dans le cadre de la veille d’émergence des biotoxines marines dans les
coquillages, pilotée par la DGAI.

- Mener une étude épidémiologique cas-témoin pour investiguer le possible lien de causalité entre
I'exposition a la BMAA et la survenue de SLA.

De maniére plus détaillée, il conviendrait de :

- Produire un matériel de référence pour permettre a la communauté scientifique de caractériser
les méthodes analytiques mises en ceuvre et comparer les résultats, sans a priori sur les
méthodes (i.e. dérivation vs. sans dérivation).

- Clarifier la production de BMAA par les cyanobactéries (quelles souches en produisent, de fagon
constitutive ou induite, a quelles concentrations).

- Réévaluer les voies de bioaccumulation de la BMAA dans les produits de la mer et d’eau douce.
En effet, de récents travaux montrent la production de BMAA par certaines espéces de
diatomées (telles que Phaeodactylum tricornutum, Chaetoceros sp, Thalassiosira pseudonana).

- Mieux prendre en compte les informations relatives aux habitudes alimentaires dans les études
épidémiologiques visant a établir le lien entre I'exposition a la BMAA et la survenue de SLA.

- Définir un marqueur fiable d’exposition (BMAA, métabolite ou autre biomarqueur).
- Investiguer I'origine de la faible susceptibilité de la souris a la neurotoxicité de la BMAA.

- Etudier les mécanismes de liaison, d’incorporation ou d’interaction de la BMAA et de ses
isoméres aux protéines dans les matrices biologiques.
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5. CONCLUSIONS ET RECOMMANDATIONS DE L’ AGENCE

L’Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail endosse
les conclusions du Comité d’experts spécialisé « Evaluation des risques physico-chimiques dans
les aliments (CES ERCA) ».

Les données épidémiologiques disponibles ne permettent pas de proposer un niveau de preuve
entre I'exposition a la BMAA et la survenue de SLA. Selon la classification utilisée par le CIRC
(Centre international de Recherche sur le Cancer), cela correspondrait a un groupe 3 ('agent n’est
pas classifiable) en raison d’absence de données confirmant une exposition a la BMAA dans les
populations ou des excés d’incidence de SLA ont été observés. Plus spécifiquement, des études
dans I'lle de Guam ont montré une sur-incidence de cas de SLA dans le passé que I'on ne
retrouve plus aujourd’hui, sans pouvoir déterminer si cette situation a un lien avec I'exposition
alimentaire a la BMAA. Aucune étude cas-témoin n’ayant exploré ce lien, I'hypothése reste posée
sans que I'on ait les moyens d’apporter des éléments de réponse.

L’Anses souligne donc l'importance d’engager des travaux de recherche visant a compléter les
connaissances sur la BMAA, en particulier des études épidémiologiques de type cas-témoin
investiguant les habitudes de vie et I'exposition alimentaire a la BMAA.

Dr Roger Genet

MOTS-CLES

Béta-méthylamino-L-alanine ; BMAA ; maladies neurodégénératives; SLA; sclérose latérale
amyotrophique

Beta-methylamino-L-alanine ; BMAA ; ALS ; amyotrophic lateral sclerosis ; neurodegenerative
deseases
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Sigles et abréviations

AEG : N-(2-aminoéthyl) glycine

AMPA : a-amino-3-hydroxy-5-méthylisoazol-4-propionate
AQC : aminoquinolyl-N-hydroxy-succinimidyl carbamate
BAMA : B—amino-N-méthylalanine

BMAA : béta-méthylamino-L-alanine

Ca®": calcium

CG-MS : chromatographe en phase gazeuse couplée a une spectromectrie de masse

CL/FLD : chromatographie en phase liquide associée a un détecteur fluorimétrique

CL-SM/SM : chromatographie en phase liquide associée a une spectromectrie de masse en tandem

DAB : acide 2,4-diaminobutyrique

DFT : démence fronto-temporale

DNF : dégénérescences neurofibrillaires

DOPA : dihydroxyphénylalanine

FMOC : 9-fluorenylmethylchloroformate

GABA : acide y-aminobutyrique

GSK : glycogéne synthase kinase

LCR : liquide céphalo-rachidien

MA : maladie d’Alzheimer

MAM : méthylazoxyméthanol

MP : maladie de Parkinson

MPTP : 1-méthyl-4-phényl-1,2,3,6-tétrahydropyridine
NMDA : N-méthyl-D-aspartate

PP2A : phosphatase 2A

SN : substance noire

SOD : superoxyde dismutase

SNC : systéme nerveux central

SLA : sclérose latérale amyotrophique

SMHR : spectrométrie de masse haute résolution
SPE : extraction sur phase solide

Tau : Tubulin-Associated Unit

page 9/ 145

Avril 2017



Anses o rapport d’expertise collective Saisine « 2016-SA-0012 » Toxicité de la BMAA

Liste des tableaux

Tableau 1 : Critéres diagnostiques définis par Airlie House, ou critéres El Escorial révisés (1998) ................. 25
Tableau 2 : Les critéres de SLA familiale (adaptés de Byrne et al., 2011) ......coooiiiiiiiiiiiii e 29

Tableau 3. Synthése des données relatives a la contamination des milieux aquatiques par la BMAA et ses
£ 0 =Y =T SR 58

Tableau 4 : Tableau de synthése des données relatives a la contamination de I'air et du sol par la BMAA et
SES ISOMIBIES ...ttt ettt ettt ettt ettt e e bt e ea et ettt e ea bt e b et e ea bt e e b et oo b et e 1a Rt e ea bt e e R et e e Re e e ea R e e ehe e e be e e e r e e e nar e e enne e 61

Tableau 5: Synthése des articles éligibles relatifs aux concentrations de BMAA chez des organismes

aquatiques consomMMES Par FTHOMME. ... e e e 63
Tableau 6 : Synthése des articles classés orange relatifs aux concentrations de BMAA chez des organismes
aquatiques consomMMES PAr FHOMME ... e 66
Tableau 7. Données de contamination selon le pays d’origiNe ...........cocuiii i 72
Tableau 8 : Liste des espéces de produits de la mer ou d’eau douce et les catégories d’aliment auxquelles ils
[oTo ] (=TT oTo] g e [=T o | PSR 73
Tableau 9 : Exposition aigué a la BMAA totale en ug/kg pc/j chez les adultes, population générale................ 75

Tableau 10 : Exposition aigué a la BMAA, au DAB et a 'AEG en ug/kg pc/j chez les adultes, population
Lo =T aT=T = [PPSR 76

Tableau 11: Exposition aigué a la BMAA, au DAB et a 'AEG en pg/kg pc/j chez les adultes, forts
[oTo] a1=To] 4o gF= 1 (=T U PR 77

Tableau 12 : Exposition aigué a la BMAA, au DAB et a 'AEG en ug/kg pc/j chez les enfants, population
Lo =TT = SR 78

Tableau 13 : Exposition chronique a la BMAA, au DAB et a 'AEG en pg/kg pc/j chez les adultes, population
Lo =TT = SRS 79

Tableau 14 : Exposition chronique a la BMAA, au DAB et a 'AEG en ug/kg pc/j chez les adultes, forts
ToToT a1 ToT 0 0] gF= 1 C=TU T =TSSP 80

Tableau 15 : Exposition chronique a la BMAA, au DAB et a I'AEG en ug/kg pcl/j chez les enfants, population
o [T AT = [ PRSP 81

Liste des figures

Figure 1 : Structure de la BMAA et ses isoméres naturels, le DAB, 'AEG et laBAMA ... 14
Figure 2 : Schéma global des procédures analytiques proposées pour l'analyse de la BMAA et ses isomér1eg
Figure 3 : Organisation du SYSTEME MOTEUT ..........oiiiiiiiiiie e e e et e e e et e e e snteeeeesnraeeeeans 24
Figure 4 : Synapse glutamatergique dans 1€ SNC. ... e 27
Figure 5 : Structures du NMDA, de la BMAA et de 'acide glutamique ............ccccooiiiiiiiiiii e 51
Figure 6 : Structures de la BOAA, de I'acide glutamique et de la BMAA ..o 52
Figure 7 ; Structures de I'acide domoique et de I'acide KainiqQUe...........ccueiiiiiiiiei i 53
Figure 8 : Structures de la BMAA, du DAB, de TAEG et du BAMA ... 53

page 10/ 145 Avril 2017



Anses o rapport d’expertise collective Saisine « 2016-SA-0012 » Toxicité de la BMAA

1 Contexte, objet et modalités de reéalisation de
I’expertise

1.1 Contexte

La béta-méthylamino-L-alanine (BMAA) est un acide aminé non protéinogéne. Cette neurotoxine est
suspectée d’étre associée a des maladies neurodégénératives. Au sein de la population autochtone
de I'lle de Guam (dans I'Océan Pacifique), des cas suspects de syndrome « sclérose latérale
amyotrophique/Parkinson/démence » (complexe ALS/PDC selon I'acronyme anglais) observés dans
les années 1950 pourraient étre imputables a une bioamplification de la BMAA dans la chaine
alimentaire a partir de graines et de fruits d’'un arbre local (le cycas), contaminés par des
cyanobactéries de son systéme racinaire. La consommation traditionnelle, par cette population
autochtone, de chauves-souris se nourrissant des graines de cycas a été proposée comme principal
vecteur d’exposition (Cox et al., 2002, 2003).

En France, de récents travaux menés par llfremer (Institut Francais de Recherche pour
I'Exploitation de la Mer) ont mis en évidence la présence de BMAA dans des mollusques bivalves
(moules, huitres) collectés dans plusieurs zones conchylicoles en 2013 (Réveillon, 2015). Ces
travaux complétaient une premiere étude qui ne s’était intéressée qu’aux coquillages de I'étang de
Thau (Réveillon et al., 2014).

Par ailleurs, des zones de sur-incidence de cas de sclérose latérale amyotrophique (SLA) ont été
rapportées dans certaines régions frangaises, dont une dans laquelle les coquillages marins sont
exploités et consommés (Masseret et al., 2013). La question de l'implication éventuelle de
coquillages contaminés par la BMAA dans la survenue de maladies neurodégénératives peut se
poser.

Depuis, une vaste étude financée par 'Agence Nationale de la Recherche a été conduite entre 2012
et 2016 afin d’'investiguer le lien possible en France entre la SLA et I'exposition a la BMAA (projet
ANR BMAALS). Les conclusions de cette étude ont été présentées en février 2016 lors de la
réunion de cléture.

1.2 Objet de la saisine

Dans ce contexte, 'Anses a été saisie le 11 janvier 2016 par la Direction générale de I'alimentation
(DGAI) et la Direction générale de la santé (DGS) afin de répondre aux questions suivantes :

1) Quel est le degré de robustesse du lien épidémiologique suggéré entre I'exposition chronique a
la BMAA et le syndrome de maladies neurodégénératives « SLA/Parkinson/démence », a travers
une revue bibliographique, qui pourra intégrer, entre autres, les éléments liés a I'lle de Guam ?

2) Quelles sont les données toxicologiques disponibles sur la BMAA ?

3) Au vu des données toxicologiques, compte tenu des niveaux observés par I'lfremer dans certains
coquillages, peut-il exister une préoccupation sanitaire liée a la BMAA en lien avec l'ingestion de
produits aquatiques (a relier sans doute a des scenarii réalistes de consommation de
coquillages) ?

4) L’Agence peut-elle déterminer, en complément des réponses aux questions précédentes, des
pistes de recherches et des études a engager prioritairement ?
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1.3 Modalités de traitement : moyens mis en ceuvre et organisation

L’expertise a été réalisée dans le respect de la norme NF X 50-110 « Qualité en expertise —
Prescriptions générales de compétence pour une expertise (Mai 2003) ».

L’expertise reléve du domaine de compétences du Comité d’experts spécialisé « Evaluation des
risques physico-chimiques dans les aliments » (CES ERCA). L’Anses a confié l'instruction de cette
saisine au groupe de travail « BMAA », constitué par décision du 2 juin 2016 suite a un appel a
candidatures public.

Les travaux du groupe de travail ont été présentés au CES ERCA tant sur les aspects
méthodologiques que scientifiques lors des réunions plénieres du 23 juin 2016, 15 décembre 2016,
15 février 2017 et 12 avril 2017. L’ensemble des travaux a été adopté par le CES ERCA en réunion
pléniere du 12 avril 2017. Le rapport produit par le groupe de travail tient compte des observations
et éléments complémentaires transmis par les membres du CES ERCA, en particulier par deux
experts nommés relecteurs. Ces travaux sont ainsi issus d’'un collectif d’experts aux compétences
complémentaires.

1.4 Prévention des risques de conflits d’intéréts

L’Anses analyse les liens d’intéréts déclarés par les experts avant leur nomination et tout au long
des travaux, afin d’éviter les risques de conflits d’'intéréts au regard des points traités dans le cadre
de I'expertise.

Les déclarations d’intéréts des experts sont publiées sur le site internet de 'agence (www.anses.fr).
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2 Méthode d’expertise

Afin de réaliser une recherche bibliographique la plus exhaustive possible concernant les articles
traitant i) des méthodes analytiques pour la détection et la quantification et ii) de I'occurrence de la
BMAA et de ses isoméres dans les produits aquatiques (marins ou d’eau douce) pouvant étre
consommés par I'Homme, le GT « BMAA » a décidé de suivre la méthodologie d’'une revue
systématique. Pour les données de toxicité (humaine, animale et mécanistique), le GT « BMAA » a
réalisé une analyse approfondie de la littérature.

Le détail de la méthodologie de sélection des articles scientifiques est présenté dans les sections
correspondantes de ce rapport.
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3 Analyse physico-chimique de la BMAA et de ses
isomeres

3.1 Mise a jour et propriétes structurales

La B-N-méthylamino-L-alanine (BMAA) est un acide aminé non protéinogéne (figure 1). Trois
isoméres de cette molécule ont été décrits a ce jour : 'acide 2,4-diaminobutyrique (DAB), la N-(2-
aminoéthyl)glycine (AEG) et la B—amino-N-méthylalanine (BAMA).

0 O 0. _OH
N HoN HoN OH
~ NHQ
NH. NH, 0 NH
B-N-methylaminoalanine 2 4-diaminobutanoic acid N-(2-aminoethy)glycine B-amino-N-methylalanine
(BMAA) (DAB) (AEG) (BAMA)

Figure 1 : Structure de la BMAA et ses isomeéres naturels, le DAB, I'AEG et la BAMA (Jiang et al., 2012)

La BMAA a été mise en évidence en 1967 pour la premiére fois dans des graines de cycas (Vega et
Bell, 1967). A partir de 2003, des travaux de I'équipe de Cox rapportent la production généralisée de
BMAA par les cyanobactéries (Cox et al, 2003 ; 2005). A partir de 2008, des résultats plus
contrastés sur la présence et les concentrations de BMAA apparaissent, et notamment I'absence de
la BMAA dans des souches de cyanobactéries considérées comme productrices de BMAA. Ces
résultats contradictoires se sont traduits par une controverse analytique relative a la détection de la
BMAA et de ses isomeres (Krlger et al., 2010 ;Banack et al., 2011 ; Faassen, 2014). De plus, il
existe une sorte de bimodalité quant a I'absence/présence de BMAA dans les cyanobactéries, en
fonction de la méthode analytique. Par exemple, certaines méthodes de chromatographie en phase
liquide (LC) utilisant une détection par fluorescence (FLD) rapportent systématiquement de la BMAA
contrairement aux autres méthodes plus sélectives utilisant une détection par spectrométrie de
masse (MS) (Combes et al., 2013 ; Jiang et al., 2013 ; Réveillon et al., 2014, 2016b ; Faassen,
2014; Jiang et al., 2014a).

Du fait de cette controverse, dans le cadre de cette saisine, les membres du GT « BMAA » ont
commenceé leurs travaux par une expertise de la fiabilité des méthodes d’analyse de la BMAA et de
ses isoméres. lls ont pour cela réalisé dans un premier temps un inventaire de I'ensemble des
méthodes d’analyse utilisées pour les études d'occurrence citées dans la littérature. L’objectif était
d’évaluer les méthodes utilisées du point de vue de la confiance que I'on peut avoir dans les
résultats d’analyse. Pour ce faire, chacune des méthodes a été évaluée selon des critéres qualitatifs
et quantitatifs. Sur la base de I'ensemble de ces critéres, chacune de ces publications a été
expertisée afin de renseigner, dans un second temps, les autres membres du GT « BMAA »
chargés de la collecte des données de présence sur la possibilité de considérer ou non les résultats
issus de chacune de ces publications. Ces informations ont également été prises en compte dans
l'interprétation des études de toxicité.
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3.2 Méthodologie suivie pour la sélection des articles

Afin de réaliser une recherche bibliographique la plus exhaustive possible concernant les articles
traitant de l'analyse de la BMAA et de ses isoméres, une revue systématique de trois bases de
données a été réalisée : Scopus, Pubmed et Web of Science. La méthodologie suivie comportait
deux phases, une premiére phase d’identification basée sur 'utilisation d’'une phrase de recherche,
une seconde qui consistait a classer les publications sur la base du titre et du résumé.

3.2.1 Premiére étape de sélection

Chacune de ces trois bases de données a été interrogée en utilisant la méme phrase de recherche,
afin d’harmoniser le processus de recherche bibliographique ; les champs interrogés sont les titres,
résumés et mots clés. La phrase de recherche choisie est présentée dans l'annexe 1. Elle
comprend différentes orthographes de « BMAA » afin d’étre exhaustif. Partant du postulat que tous
les articles faisant référence a la présence d’'isomeéres de la BMAA (DAB, AEG, BAMA) mentionnent
également celle de la molécule originelle, la BMAA, il n’a pas été jugé opportun d’inclure le nom des
isoméres dans la phrase de recherche. De plus, pour se focaliser sur les aspects analytiques et
éviter d’avoir trop de « bruit de fond » dans les résultats de cette revue systématique, le terme
« analysis » a été associé a la phrase de recherche.

Les résultats trouvés ont ensuite été compilés dans le logiciel EndNote afin de retirer tous les
doublons. Une recherche manuelle de doublons a également été réalisée.

3.2.2 Seconde étape de sélection

L’ensemble des publications trouvées a ensuite été trié et classé sur la base des titres et résumés.
Les quatre catégories retenues sont les suivantes :

- Organismes aquatiques
- Autres organismes

- Articles de revue

- Articles non pertinents.

Les articles correspondant aux deux premiéres catégories ont été lus en entier afin d’en extraire les
informations relatives aux méthodes d’analyse et les compiler dans un document Excel (Annexe 2),
les articles de revues ayant permis de compléter les recherches d’articles.

3.3 Inventaire des méthodes de dosage utilisées pour les études
d’occurrence citées dans la littérature

La figure 2 (page suivante) présente le schéma global de 'analyse de la BMAA et de ses isoméres
selon les différentes procédures décrites dans la littérature.
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Preca e {Echantillon frais ou lyophilisé

Lyse cellulaire (ex. sonication)

BMAA libre (ex. TCA 0.1 M, mélange MeOH-eau)
BMAA liée (i.e. HCI 6 M 24h & 110°C sur protéines)
BMAA totale (i.e. sans distinction libre/liée)

Optionnelle mais recommandée
Par précipitation des protéines (i.e. pour BMAA liée)
Par SPE (ex. échange de cations)

v

Dérivation

Avec agents de dérivation (ex. AQC®, FMOC, dansyl chloride, EZ-Faast®)
Réduit la polarité et/ou rend la molécule fluorescente

FLD (apres derivation)
MS

MS/MS
MSHR (aprés dérivation)

} Avec et sans dérivation

Figure 2 : Schéma global des procédures analytiques proposées pour I'analyse de la BMAA et ses
isoméres (d’aprés Réveillon et al., 2015b, mémoire de thése). TCA : acide trichloroacétique ; FMOC : 9-
fluorenylmethylchloroformate ; SPE : extraction sur phase solide, MSHR : spectrométrie de masse haute
résolution

3.3.1 Traitement de I’échantillon

La BMAA peut étre extraite de différentes matrices sous une forme libre ou liée a des protéines
contenues dans certains échantillons. Les protocoles d’extraction varient donc en fonction de la
stratégie analytique choisie. Ainsi, la toxine libre peut étre extraite en premier de la matrice, puis ce
méme échantillon est traité une nouvelle fois de maniére a hydrolyser la matrice, permettant ainsi la
libération de la forme liée de la BMAA. Cette approche permet d’obtenir deux fractions distinctes
contenant respectivement les formes libre et liée de la BMAA. La teneur en BMAA totale (libre +
liee) peut étre déterminée en hydrolysant directement la matrice. Aprés ces premiéres étapes
d’extraction/hydrolyse associées a des étapes de filtration et de centrifugation, certains auteurs
préconisent une étape de purification, de maniére a éliminer en partie les substances protéiques
solubles extraites de la matrice biologique et pouvant interférer lors de I'analyse quantitative de la
BMAA.

3.3.1.1 Extraction de la BMAA sous forme libre, liée ou totale

L’extraction de la BMAA sous forme libre est majoritairement effectuée par I'ajout d’'une solution
d’acide trichloroacétique (TCA) a 0,1 M. Cette opération est réalisée une seconde fois sur le culot
protéique. Ce dernier est ensuite hydrolysé par une solution d’acide chlorhydrique (HCI) a 6 M
pendant une nuit a plus de 100°C de maniére a récupérer la fraction de BMAA liée.

I I N N ———
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Organismes aquatiques

La BMAA et ses isoméres ont été analysés dans un grand nombre de matrices organiques parmi
lesquelles des poissons, des crustacés et des mollusques. La forme libre de la toxine est extraite de
la matrice avec une solution de TCA dont la concentration est généralement de 0,1 M (Cox et al.,
2003). Cette technique permet de séparer la forme libre de la forme liée par précipitation des
protéines (Cohen et al., 2012). Toutefois, certains auteurs rapportent avoir utilisé une concentration
supérieure : 0,3 M (Scott et al., 2009a ; Niedzwiadek et al., 2012).

Dans certains cas, I'extraction de la fraction libre se fait en deux étapes, avec une réextraction
utilisant la méme solution d’extraction. La premiére étape d’extraction se fait a froid (4°C pendant 12
a 16h) (Al-Sammak et al., 2013 ; Banack et al., 2014, 2015). Certains auteurs rapportent extraire la
fraction libre de la toxine avec une solution hydro-organique constituée de 20% (Lage et al., 2014) a
80% de méthanol (Spacil et al., 2010).

La forme liée de la toxine est ensuite extraite du culot obtenu aprés centrifugation, en procédant a
une hydrolyse acide par une solution de HCI de concentration 6 M. Andrys et al. (2015a) ont utilisé
une solution plus concentrée (12 M) pour I'extraction des toxines a partir de moules. L’hydrolyse est
un processus long (16 a 24h) qui nécessite une température élevée (110°C). L’hydrolysat est
ensuite évaporé a sec puis repris dans une solution de HCI a 20 mM pour pouvoir étre analysé
(Murch et al., 2004a ; Dunlop et al., 2013).

Autres matrices

Les conditions d’extraction des autres matrices (plantes, cyanobactéries, diatomées) sont similaires
a celles évoquées pour les organismes aquatiques (Johnson et al., 2008 ; Jiang et al., 2014a). Le
principe est le méme, avec une extraction de la fraction libre (TCA 0,1 — 0,3 M) puis de la fraction
lie par hydrolyse acide (HCI 6 M) a 110°C pendant 16 a 24h.

Rosen et Hellenas (2008) rapportent avoir utilisé d’autres solutions organiques pour I'extraction de
la fraction libre : 50% MeOH aqueux et 70% acétonitrile (ACN) aqueux. De la méme maniére, Li et
al. (2012) décrivent I'utilisation d’'un mélange méthanol/eau (75/25) pour extraire la BMAA libre des
cyanobactéries et renouvellent ce traitement sur le culot aprés hydrolyse pour étre certain de
récupérer toute la fraction liée. De [lacétone (Berntzon et al., 2015) ou un mélange
méthanol/acétone (Cervantes Cianca et al., 2012) ont également été proposés. Cependant, cette
étude a montré que les quantités de BMAA extraite par le TCA étaient supérieures a celles extraites
en solvant organique (Cervantes Cianca et al., 2012). Récemment, Lage et al., (2016) ont testé trois
méthodes de préparation d’échantillons de microalgues (cyanobactérie, diatomée) : i) 80% HCI 6 M,
i) MeOH 20% / précipitation de protéines avec et sans hydrolyse ; iii) TCA avec et sans hydrolyse.
C’est cette derniére qui s’est révélée meilleure en matiére de rendement, qui a été ensuite validée.

3.3.1.2 Purification

Sur 'ensemble des travaux pris en compte, 60% d’entre eux témoignent de I'analyse directe de
'extrait sans étape de purification et pour la grande majorité de ces travaux, I'analyse apres
dérivation a été privilégiée. Concernant le choix des supports de purification, si les supports de type
C18 ont tout d’'abord été préconisés trés ponctuellement par Murch et al. en 2004 pour fractionner
I'extrait et isoler la BMAA par des lavages séquentiels (Murch et al., 2004a, 2004b), des supports
mixtes permettant de combiner des interactions hydrophobes et électrostatiques ont été proposés
par Kubo et al. (2008) puis repris par Spacil et al. (2010) sans une réelle optimisation de la
procédure. L'optimisation de I'utilisation de supports mixtes a été rapportée par Li et al., (2012) qui
ont comparé plusieurs supports et introduit une étape intermédiaire de lavage acide pour améliorer
la sélectivité, ce lavage favorisant I'établissement des interactions électrostatiques entre la BMAA et
le support pour le traitement d’extraits de cyanobactéries et permettant I'obtention de taux de
récupération apres extraction supérieur a 66% pour la BMAA et le DAB sur matrice hydrolysée ou
non. Ces procédures ont ensuite été reprises, améliorées et validées par Combes et al. (2013) pour
analyser la BMAA libre d’extraits de cyanobactéries puis adaptées a de nouvelles matrices (Combes
et al.,, 2014). Par la suite, Réveillon et al. (Ifremer) ont optimisé et caractérisé la procédure
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analytique qui a été appliquée a différentes matrices (cyanobactéries, diatomées, dinoflagellés,
mollusques bivalves, biofilms) (Réveillon et al., 2014, 2015a, b, 2016a, b) pour la recherche de la
BMAA libre et liée.

Organismes aquatiques

La fraction contenant la BMAA libre a été purifiée par extraction sur phase solide (SPE) sur
cartouche échangeuse de cations (SCX) tandis que la fraction contenant la BMAA liée a d’'abord été
traitée sur C18 puis sur SCX (Scott et al., 2009b; Niedzwiadek et al., 2012). Réveillon et al., (2014)
ont testé deux types de cartouches polymériques mixtes, Bond Elut® Plexa PCX et Oasis® MCX,
pour la purification d’extraits de moules et d’huitres contenant la forme libre ou liée de la BMAA. Ces
auteurs rapportent que la Bond Elut® Plexa PCX est la plus indiquée puisqu’elle permet d’obtenir de
meilleurs taux de récupération.

Certains auteurs ont utilisé des cartouches Isolute HCX-3 SPE conduisant également a un mode de
rétention mixte mais sur une base de silice greffée par des motifs C18 et échangeurs de cations et
non pas une base polymérique pour purifier des extraits avant I'analyse de la teneur en BMAA totale
( Spacil et al., 2010 ; Andrys et al., 2015a).

Autres matrices

Pour l'analyse de la BMAA liée aux protéines des matrices de microalgues marines (diatomées,
dinoflagellés), la technique de précipitation des protéines par I'action du TCA peut étre considérée
comme une étape de « purification » (Jiang et al., 2014a ; Lage et al., 2014). Les cartouches Isolute
HCX-3 ont également été utilisées pour purifier des extraits obtenus a partir de cyanobactéries
(Spécil et al., 2010 ; Jiang et al., 2013), de comprimés de spiruline (Jiang et al., 2013) ou encore de
graines de cycas (Spacil et al., 2010). Combes et al. (2013) et Li et al. (2012) ont utilisé des
cartouches MCX pour purifier la BMAA d’extraits de biofilms et de cyanobactéries puis de cerveaux
aprés introduction d’'une étape de lavage supplémentaire pour limiter la présence de lipides dans les
extraits (Combes et al., 2014). Quant a Moura et al. (2009), ils ont eu recours a des cartouches
mixte également a base de silice (Bond Elut Certify) afin d’extraire les toxines d’échantillons aqueux.

Pour I'extraction de la BMAA libre d’échantillons de cerveau, 'introduction d’'une étape intermédiaire
de lavage au cyclohexane durant la purification sur cartouche SPE (support mixte) permet
I'élimination de la matiére grasse (issue du cerveau) et conduisant & des rendements d’extraction
supérieur a 97,8 % pour la BMAA et le DAB (Combes et al., 2014). De la méme maniére un partage
liquide/liquide (HCl/chloroforme) a été proposé pour concentrer la BMAA a partir de matrice de tissu
de cerveau humain et de souris (Snyder et al., 2009 ; 2010).

L’étape de purification par adsorbants mixtes est recommandée car elle permet une grande
sélectivité et elle permet de réduire les effets matrices par différents lavages avec des solvants. Si
cette purification est efficace, en particulier lors de l'utilisation de la méthode d’analyse par HILIC-
MS/MS, les rendements d’extraction sont généralement plus faibles que lors de ['utilisation de
phases SPE moins sélectives et dépendent également des matrices. Par conséquent, il conviendrait
de prendre en compte ces rendements d’extraction dans I'expression des résultats quantitatifs des
échantillons traités (Combés et al., 2013, 2014 ; Réveillon et al., 2014 ; 2015a,b).

3.3.2 Méthodes d’analyse physico-chimiques de la BMAA et ses isoméres

Les premiéres méthodes d’analyse de la BMAA sont issues des méthodes classiquement utilisées
pour I'analyse des acides aminés aprés dérivation suivie d’'une détection par fluorescence en
chromatographie liquide couplée a un détecteur fluorimétrique (LC-FLD). En effet, la BMAA ne
possédant pas de chromophores ni de fluorophore, son analyse implique de procéder aprés
extraction (et éventuellement purification) a une dérivation pour la rendre fluorescente ou d’avoir
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recours a la spectrométrie de masse qui a également été utilisée pour identifier les formes dérivées
de la BMAA apres dérivation.

3.3.2.1 Analyse en Chromatographie Liquide / Fluorescence (CL-FLD) aprés dérivation

Il est possible d’analyser la BMAA en LC-FLD mais cela nécessite une étape préalable de dérivation
afin de la rendre fluorescente. Cette dérivation permet aussi de la rendre plus hydrophobe ce qui
facilite sa rétention sur des colonnes de silice greffée C18 (mode phase inverse) lors de I'analyse en
LC.

Différentes procédures de dérivation ont été rapportées dans la littérature, elles reposent sur
I'utilisation de réactifs distincts, le 6-aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidyl carbamate (ACQ) ( Cox et
al., 2005 ; Banack et al., 2006, 2007 ; Cervantes Cianca et al., 2012; Eriksson et al., 2009; Metcalf
et al., 2008 ; Faassen et al., 2012 ; Al-Sammak et al., 2013, 2014 ; Chatziefthimiou et al., 2016), le
9-Fluorenylmethyl chloroformate (FMOC) (Scott et al., 2009b) ou un réactif commercialisé sous le
terme EZ:faast préconisé pour la dérivation des acides aminés (Esterhuizen et al., 2011a). Il est
important de mentionner que I'ensemble de ces réactifs sont aussi capables de dériver tous les
acides aminés présents dans les échantillons pouvant induire des risques de faux positifs si cela n'a
pas été pris en compte lors du développement de la méthode chromatographique.

La littérature mentionne fréquemment une reprise de I'extrait hydrolysé par 20 mM HCI pour que la
dérivation par 'AQC soit efficace (Banack et al., 2006, 2007 ; Eriksson et al., 2009). |l est aussi
nécessaire de réaliser un ajustement du pH avant une dérivation par le réactif EZ:faast
(Esterhuizen et al., 2011b). Cependant si ces méthodes de dérivation sont appliquées depuis au
moins 2003 par les groupes de Banack et de Cox, il faut attendre 2009 pour que Eriksson et al.
montrent l'influence de la teneur en protéines des échantillons sur les taux de dérivation et
témoignent de la nécessité d’ajuster la teneur en réactif par rapport a cette teneur en protéines qu'il
est alors nécessaire d’étudier préalablement (Eriksson et al., 2009). Cet aspect a été totalement
négligé lors des précédentes études.

L’étape de séparation chromatographique est cruciale en cas d’analyse en LC-FLD car elle doit
permettre de séparer la BMAA de ses isoméres et d’autres acides aminés, sachant qu’en dehors
d’éventuelles différences en matiere de temps de rétention, il n’est pas possible de différencier ces
molécules.

Dans sa synthése, Faassen (2014) a constaté des problémes méthodologiques affirmant que dans
de nombreuses études, il n’était pas possible de savoir si la BMAA avait été correctement identifiée,
en particulier par les méthodes non spécifiques telles que la LC-FLD. Ces problémes
méthodologiques ont conduit a la remise en cause I'étude de Cox et al. (2005) qui affirmait en
utilisant une détection par LC-FLD que 95 % des cyanobactéries produisaient de la BMAA, aucune
méthode trés spécifique récente n’ayant pu confirmer ces résultats.

3.3.2.2 Analyse Chromatographie Liquide / Spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS)

L’utilisation de la spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) est de plus en plus utilisée pour
l'analyse de la BMAA et de ses isoméres (DAB, AEG et BAMA) pouvant étre présents dans des
échantillons environnementaux (Rosen and Hellenas, 2008 ; Combes et al., 2013 ; Jiang et al.,
2013 ; Réveillon et al., 2014, 2015, 2016a, b). La LC-MS/MS peut étre utilisée directement ou aprés
dérivation de la BMAA et de ses isoméres présents dans I'extrait de [I'’échantillon analysé.
L’avantage de la LC-MS/MS est qu’elle permet une analyse spécifique dans des matrices
biologiques pouvant contenir des composés interférents qui possédent un temps de rétention tres
proche de celui de la BMAA et/ou de ses isoméres et qui pourraient générer de faux-positifs ou des
surestimations de concentrations. En effet, a partir de 2012, de plus en plus de méthodes en CL-
SM/SM ultra spécifiques sont utilisées puisqu’elles prennent en compte des transitions spécifiques
des ions fragments propres a chaque molécule, ainsi que les ratios d’ions. C’est ce qui a conduit a
la remise en cause des résultats d’occurrence des composés identifiés auparavant comme étant de
la BMAA.
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Sous forme dérivée

L’analyse de la BMAA sous forme dérivée peut aussi étre réalisée par LC-MS/MS via I'utilisation
d’AQC (Christensen et al., 2012 ; Faassen et al., 2012 ; Lage et al., 2014 ; McCarron et al., 2014 ;
Andrys et al.,, 2015b) ou d’ester N-hydroxysuccinimide d’acide N-butylnicotinique (C4;-NA-NHS)
(Andrys et al., 2015b) comme réactif de dérivation. L’avantage des agents de dérivation, comme
AQC, est qu’ils sont commercialisés en kit, et doivent donc permettre 'obtention de procédures de
dérivation plus robustes et reproductibles. C’est d’ailleurs la dérivation par AQC qui a le plus été
utilisée dans l'analyse de la BMAA (Brand et al., 2010 ; Jonasson et al., 2010 ; McCarron et al.,
2014 ; Jiang et al., 2014a, b ; Mondo et al.,, 2014 ; Berntzon et al., 2015). D’autres réactifs de
dérivation ont également été utilisés avec succeés, tel que le DNS et le C4-NA-NHS, puisque la
méthode présente une meilleure sélectivité (Salomonsson et al., 2013 ; Andrys et al., 2015).

Ces agents dérivant conduisant a une forme dérivée moins polaire de la BMAA, celle-ci est alors
analysable par chromatographie en mode phase inverse sur silice greffée C18 ou sur des colonnes
développées spécifiquement pour I'analyse d’acides aminées dérivés sous l'appellation « AAA »
(Esterhuizen et al., 2011b ; Faassen et al., 2012 ; Chatziefthimiou et al., 2016). L'ion parent de la
BMAA suivi en mode d’ionisation positif a un rapport masse sur charge m/z 119 pour la forme non
dérivée ou m/z 221 (BMAA-C4-NA), 585 (BMAA-DNS) et m/z 459 (BMAA-AQC) pour les formes
dérivées de la BMAA, selon le réactif utilisé. La BMAA et ses isoméres dérivés partagent de
nombreux ions fils mais peuvent étre différenciés grace a certaines transitions qui leur sont
spécifiques.

Une des contraintes de la dérivation est que les protocoles de dérivation doivent étre optimisés afin
d’assurer I'obtention de rendements élevés et constants. Or cette optimisation n’est que rarement
décrite. Les agents réagissent avec les amines primaires et secondaires et par conséquent avec un
nombre de composés théoriquement important et de nature chimique variable d’'un échantillon a
l'autre au sein d’un échantillon. Il faut donc que I'agent soit en quantité suffisante pour réagir avec
tous les acides aminés, incluant la BMAA et ses isoméres (Kruger et al., 2010).

Comme la BMAA dérivée a une masse moléculaire plus grande que celle de la molécule non
dérivée (458 contre 118 sans dérivation avec AQC), I'accroissement de signal engendré permet de
réduire le bruit de fond. Aussi, la méthode la plus sensible rapportée a ce jour comporte une étape
de dérivation par AQC (Jiang et al., 2013).

D’autres équipes ont opté pour des méthodes sans dérivation, nécessitant I'utilisation de colonnes
adaptées a la nature polaire de la BMAA, a savoir la chromatographie liquide a interaction
hydrophile HILIC (hydrophilic interaction liquid chromatography).

Sous forme native

Comme démontré dés les années 2008 par différents auteurs (Kubo et al., 2008 ; Rosen et
Hellenas, 2008), I'analyse de la BMAA sans dérivation est réalisable mais implique I'utilisation d’un
mode de rétention chromatographique adapté aux molécules polaires et compatible avec la
spectrométrie de masse a savoir le mode HILIC. Son principe correspond a une chromatographie
en phase stationnaire polaire en utilisant un mélange de phases mobiles comprenant une grande
proportion de solvant organique. Cette technologie permet donc la rétention et la séparation de la
BMAA et de ses isoméres sans avoir recours a une étape de dérivation. Les molécules sont ainsi
directement analysées. Différentes colonnes peuvent alors étre utilisées a savoir des phases
zwiterionique ZIC-HILIC (Rosen and Hellenas, 2008 ; Faassen et al., 2012 ; Combes et al., 2013,
2014 ; Reveillon et al. 2014) ou des phases amides TSK gel amide-80 (Li et al., 2012 ; McCarron et
al., 2014). Ces colonnes ont permis d’obtenir des résolutions intéressantes entre la BMAA et ses
isomeres.

Par ailleurs, des travaux portant sur l'utilisation de I'électrophorése capillaire qui permet également
'analyse de la BMAA sous forme native ont été rapportés. Le mode de détection était alors de 'UV
indirect (Baptista et al., 2011).
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L’association de colonnes HILIC avec la spectrométrie de masse en tandem peut donc s’appliquer a
'analyse de la BMAA et de ses isoméres sans dérivation, permettant une grande spécificité ainsi
gu’une bonne sensibilité. Plusieurs ions caractéristiques de la BMAA et du DAB ont été identifiés,
dont certains spécifiques (m/z 88 et 76 pour la BMAA, m/z 101 et 74 pour le DAB) malgré la petite
taille des molécules (Rosen and Hellenas, 2008 ; Kriiger et al., 2010 ; Li et al., 2012 ; Réveillon et al,
2014, 2015b). A linverse, aucun ion caractéristique n’a été rapporté pour 'AEG. Il est aussi
important de souligner que cette méthode sans dérivation permet aussi de distinguer la BMAA et
ses isoméres des acides aminés susceptibles d’étre présents en grande quantité dans les
échantillons (Combes et al., 2014).

3.4 Critéres de fiabilité et classement des méthodes utilisées dans la
littérature relative a I'occurrence de la BMAA

Pour les aspects qualitatifs, les critéres retenus sont :

- La mention de temps de rétention permettant d’attester la séparation de la BMAA et de ses
isoméres ;

- La mention de la limite de détection ;

- Le suivi en LC-MS/MS des transitions spécifiques de la BMAA et de ses isoméres afin de les
différencier les unes des autres. Le ratio d’ions est un élément optionnel mais qui permet de
conforter 'identification des toxines.

Pour les aspects quantitatifs, les critéres retenus sont :
- En premier lieu, le fait que les critéres qualitatifs soient bien respectés ;
- La mention de la limite de quantification dans la matrice ;
- Le calcul du taux de récupération lors de I'extraction avec son écart-type associé ;

- Dautres critéres quantitatifs optionnels confortant la confiance dans la démarche analytique
tels que l'utilisation d’'un étalon interne marqué, la présence d’informations concernant le
domaine de linéarite, la fidélité, etc.

Sur la base de I'ensemble de ces critéres, un code couleur a été attribué a chacune des publications
expertisées par le GT « BMAA » :

- Critéres qualitatifs et quantitatifs non satisfaisants

Critéres qualitatifs satisfaisants et quantitatifs non satisfaisants

Critéres qualitatifs et quantitatifs satisfaisants

L’ensemble du classement des publications figure en Annexe 2.

En complément, dans la suite du rapport, les publications relatant une détection ou un dosage de la
molécule BMAA seront affectées d’un exposant :

NS : non satisfaisant
MS : moyennement satisfaisant (critéres qualitatifs)
TS : totalement satisfaisant (critéres qualitatifs et quantitatifs)

Au terme de ce classement, 48% des publications ont été évaluées comme NS, 27% comme MS et
25% comme TS.

Remarque : Ces critéres ont conduit a considérer comme non satisfaisants des travaux pour
lesquels, compte tenu de la rigueur du travail de développemnt analytique (visible par une
description rigoureuse des conditions analytiques et des paramétres d’optimisation étudiés), du
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serieux de I'étude menée sur le plan quantitatif (validation en matrice, ajouts dosés...), il aurait été
tres tentant, de maniére subjective, de les classer TS. Cependant, dans ces travaux, la transition
spécifique de la BMAA n’a pas été suivie ce qui ne permet pas d’affirmer avec certitude qu’il s’agit
bien de la BMAA. |l s’agit notamment de Pablo et al (2009) et trés recemment de Meneely et al
(2016). Concernant les travaux de Combes et al (2013, 2014), méme si le suivi de la transition de
confirmation n’est pas décrit puisque la BMAA n’a pas été retrouvée (via la transition de
quantification) dans des échantillons réels, ce travail a aussi été indigué comme non satisfaisant par
soucis d’équité.

3.5 Conclusions

La BMAA et ses isoméres ont été retrouvés dans des organismes aquatiques et dans d’autres
matrices (plantes, cerveaux humains). La méthode d’analyse débute par la préparation des extraits
de matrice a analyser pouvant contenir de la BMAA et ses isoméres sous forme libre, liée ou totale.
Pour la recherche de la forme libre, le TCA a 0,1 M est recommandé. La BMAA sous forme liée est
quantifiable indirectement via une hydrolyse acide avec du HCI 6 M, pendant 24h a 110°C, qui libére
la BMAA qui est ensuite dosée.

Aprés I'étape d’extraction et d’hydrolyse, une purification par SPE (Solid Phase Extraction) est
recommandée. Plusieurs adsorbants peuvent étre utilisés, notamment des phases mixtes avec
échanges cationiques (Bond Elut® Plexa PCX, Oasis® MCX, Isolute HCX-3). L’avantage de la
purification par adsorbants mixtes est sa grande sélectivité par la possibilité de réduire les effets
matrices par différents lavages avant élution. Cette procédure est recommandée, surtout lors de
I'utilisation de méthodes de détection directe de la BMAA sans I'étape de dérivation. Par contre, les
taux de récupération aprés extraction sont généralement plus faibles et dépendent des matrices. lls
doivent donc étre évalués et pris en compte lors de la quantification de la BMAA dans des
échantillons. L’extrait obtenu fait ensuite I'objet d’'une analyse en LC-MS/MS, soit directement, soit
aprés une étape de dérivation. En effet, il est fortement recommandé d'utiliser des méthodes
spécifiques basées sur I'utilisation de la spectrométrie de masse en tandem (SM/SM), afin d’éviter
les risques d’interférences soit avec les isoméres de la BMAA (DAB, AEG, BAMA) ou d’autres
composés présents naturellement dans les matrices biologiques. De plus, l'identification formelle de
la BMAA et de ses isomeéres doit passer absolument par la prise en compte des ions fragments
spécifiques ainsi que de leurs ratios.

Pour les méthodes employant la dérivation de la BMAA et de ses isoméres, I'avantage des réactifs
de dérivation comme I'AQC est qu'il est commercialisé en kit, donc plus reproductible. Une des
contraintes de la dérivation est que les protocoles doivent étre optimisés car les agents réagissent
avec les amines primaires et secondaires et par conséquent avec un nombre de composés
théoriquement important au sein d’'un échantillon, surtout aprés hydrolyse pour l'analyse de la
BMAA liée. Il faut donc que l'agent soit en quantité suffisante pour réagir avec tous les acides
aminés, incluant la BMAA et ses isoméres. Aujourd’hui, la dérivation demeure une méthode
importante pour I'analyse de la BMAA et de ses isoméres par LC-MS/MS, analyse qui doit aussi
prendre en compte les ions fragments spécifiques des molécules recherchées. D’autres équipes ont
opté pour des méthodes sans dérivation, permettant une détection directe des composés d’intérét.
Pour lidentification formelle des composés recherchés, plusieurs ions fragments caractéristiques de
la BMAA et du DAB ont été utilisés dont certains sont spécifiques (e.g. m/z 88 et 76 pour la BMAA,
m/z 101 et 74 pour le DAB).

Aujourd’hui, des méthodes avec et sans dérivation sont validées (Combes et al., 2013, 2014 ; Jiang
et al., 2013 ; Réveillon et al., 2014) avec des sensibilités satisfaisantes. Ces méthodes sont
également trés sélectives puisqu’elles utilisent tout ou partie des points suivants :

i) des transitions spécifiques de la molécule BMAA pour l'identification formelle (m/z 119 > 88, 76
ou 459 > 258 pour la BMAA sans et aprés dérivation avec AQC) et pas seulement des transitions
communes aux isoméres connus (e.g. m/z 119 > 102 ou 459 > 289) ;
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ii) des ratios d’ions stables pour identifier formellement chaque molécule (e.g. 88/102, 76/102
pour la BMAA ; 101/102 et 74/102 pour le DAB ou 258/119, 188/119 et 214/119 pour la BMAA, le
DAB et 'AEG aprés dérivation par AQC).

Lors de I'analyse d’échantillons environnementaux marins (plancton, périphyton et mollusques)
hydrolysés pour la détection de la BMAA totale, une interférence a été observée correspondant a un
composé qui répond seulement a la transition utilisée pour la quantification de la BMAA (m/z 119 >
102) (Réveillon et al., 2015b). Aussi, il est recommandé, pour les extraits hydrolysés, I'utilisation du
ratio d’'ions 76/88 pour I'identification formelle et la transition m/z 119 > 88 pour la quantification de
la BMAA dans ces matrices. Toutefois, cette interférence peut correspondre a la BAMA, un isomére
de la BMAA rapporté seulement dans les moules de mer Baltique (Jiang et al., 2013).

Par ailleurs, des étalons internes (D;BMAA, D3DAB,) sont de plus en plus utilisés pour améliorer
l'identification et la quantification de la BMAA et du DAB (Combes et al., 2013, 2014 ; Jiang et al.,
2013, 2014a,b ; Berntzon et al., 2015 ; Glover et al., 2015 ; Réveillon et al, 2015, 2016a,b ; Rosen et
al, 2016).

A partir de 2008, bien que pas toujours prises en compte, les méthodes de confirmation sont
disponibles et permettent d’obtenir des données robustes qualitativement et /ou quantitativement.

A retenir : exigences « minimales » du GT « BMAA » pour considérer une méthode d’analyse
comme fiable

Si la dérivation des composés d’intéréts est utilisée, les informations suivantes doivent étre
rapportées :

- I'optimisation de I'étape de dérivation qui doit tenir compte des variations liées a la quantité de
protéine de la matrice analysée, ou des ajouts dosés doivent étre effectués.
Si la séparation-détection de la BMAA et ses isoméres sont effectuées directement ou aprés
dérivation en LC-MS/MS, les informations suivantes doivent étre rapportées :

- le temps de rétention de la BMAA et de ses isoméres (DAB, AEG, BAMA),

- le suivi des transitions de masse des ions fragments de la BMAA et de ses isoméres, en
controlant les rapports d'intensité des ions fragments entre étalon et composés identifiés dans la
matrice,

- validation de la méthode ou a défaut la quantification des effets de matrice par ajouts dosés.
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4 Données cliniques et épidémiologiques

Le GT « BMAA » a fait le choix de ne retenir que la sclérose latérale amyotrophique (SLA) dans son
analyse car elle est le dénominateur commun a toutes les maladies neurodégénératives suspectées
d’étre associées a une exposition a la BMAA.

4.1 Définition de la sclérose latérale amyotrophique (SLA)

La SLA se définit par I'atteinte a la fois des neurones moteurs centraux (corps cellulaires situés
dans le cortex) et des neurones moteurs périphériques (corps cellulaires dans le bulbe rachidien ou
la corne antérieure de la moelle épiniére). La mort progressive des neurones moteurs, qui innervent
les fibres musculaires striées, aboutit & une absence de contraction des muscles, en périphérie. La
maladie peut revétir deux formes distinctes a son début: (i) une forme bulbaire affectant les
motoneurones du tronc cérébral, les symptdmes sont alors une difficulté a articuler ou déglutir ou (ii)
une forme spinale, les neurones moteurs périphériques sont atteints, ce qui se caractérise par une
difficulté a mouvoir un membre (Inserm, 2015). Les patients conservent leurs capacités mentales
intactes, mais perdent 'usage des muscles a commande volontaire et l'issue est fatale aprées 3 a 5
ans d'évolution, par atteinte des muscles respiratoires ou liés a la déglutition (Holtcamp, 2012). La
SLA n’est pas une maladie a déclaration obligatoire. Il n'y a, a ce jour, aucun marqueur biologique
spécifique de la maladie. Le diagnostic repose sur un faisceau d’arguments et I'élimination des
diagnostics différentiels (myosite a inclusion, neuropathie motrice a blocs de conduction,
myelopathie cervicarthrosique ...) (www.has.fr.) Un seul traitement validé existe : le Riluzole
(antiglutamaergique) qui permet de ralentir la progression de la maladie. La SLA peut étre
sporadique ou familiale (Gordon et al., 1994 ; Traynor et al., 2000 ; Bensimon et al., 2014).
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Figure 3 : Organisation du systéme moteur
http://lecerveau.mcgill.ca/flash/d/d_06/d_06_cl/d_06_cl_mou/d_06_cl_mou.html#1
https://www.arsla.org/wp-content/uploads/2015/11/motoneurone-et-jonction-neuro-musculaire.jpg
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4.1.1 Les critéres de la maladie

Les criteres diagnostiques de la maladie ont été revus a plusieurs reprises afin de pouvoir adapter
plus finement le diagnostic, d’inclure les patients dans des essais thérapeutiques et de faire des
études épidémiologiques. Les critéres d’El Escorial ont été définis et validés en 1995, puis révisés
en 1998 (Brooks et al., 2000 ; Traynor et al., 2000 ; Costa et al., 2012).

Tableau 1 : Critéres diagnostiques définis par Airlie House, ou critéres El Escorial révisés (1998)

Définition El Escorial ou Définition clinique

Airlie House

SLA cliniquement certaine Atteinte du NMC et du NMP dans 3 régions spinales ou 2 régions spinales
et 1 bulbaire

SLA cliniquement probable Atteinte du NMC et du NMP dans 2 régions au moins avec une atteinte du
NMC rostral / NMP

SLA cliniquement probable Atteinte du NMC + NMP dans 1 région étayée par des examens

étayée par des examens paracliniques ou NMC dans 1 région et NMP detéctée par

paracliniques électroneuromyogramme dans au moins 2 membres

SLA cliniquement possible Atteinte du NMC et NMP dans 1 région ou atteinte du NMC dans 2 régions

ou atteinte du NMP rostral/NMC SLA suspectée exclue

SLA suspectée SLA exclue

NMC = atteinte du neurone moteur central
NMP = atteinte du neurone moteur périphérique

En 2010 et 2012, les criteres « el Awaji » ont été définis, prenant en compte les résultats de
I'électroneuromyogramme pour la définition de la SLA « probable » (Carvalho et al., 2008 ; Costa et
al., 2012).

Ces critéres opérationnels, méme s'ils représentent un cadre clair, sont parfois longs a établir. En
effet, I'évolution du diagnostic de « SLA possible » a « SLA probable », ou de « SLA probable » a
« SLA certaine » va étre variable d’'un patient a un autre. En outre, I'établissement d’un diagnostic
certain correspond a un temps de survie de la maladie relativement court (généralement de 18 mois
a 3 ans).

Les études épidémiologiques antérieures a 1995 ne tiennent pas compte de ces critéres de
diagnostic et ne peuvent pas étre considérées avec un degré de fiabilité suffisante.

4.1.2 Anatomopathologie de la SLA

Les lésions macroscopiques

L’atteinte des cornes antérieures de la moelle épiniere est constante mais d’intensité et de
répartition variable selon les patients. La dépopulation neuronale est massive a tous les niveaux
bulbaires cervicaux lombaires. La dépopulation neuronale s’accompagne d’une gliose astrocytaire.
Les noyaux antérieurs de la moelle épiniére sont majoritairement affectés et coexistent avec des
neurones survivants. Les neurones bulbaires sont constamment affectés, l'atteinte de la voie
pyramidale est variable selon les niveaux mais prédomine au niveau du renflement cervical au
niveau médullaire. L’atteinte corticale prédomine sur la frontale ascendante, ou le gyrus précentral.

Les Iésions microscopiques
L’atrophie du neurone est la Iésion la plus fréquemment rencontrée avec la dépopulation neuronale.
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La SLA fait partie des tauopathies. Le terme tauopathie regroupe une vingtaine de pathologies qui
ont en commun l'existence de dépdts intracrébraux de protéine Tau et qui partagent des similitudes
cliniques, pathologiques, biochimiques et génétiques (CHU Rouen John Libbey).

La principale caractéristique pathologique, centrale, de la SLA est la présence d'inclusions ou
d'agrégats cytoplasmiques dans les neurones moteurs atteints et les oligodendrocytes environnants.
Les inclusions ne sont pas limitées a la moelle épiniére, mais sont aussi observées dans d'autres
régions cérébrales telles que le cortex frontal et temporal, I'hippocampe et le cervelet. Les agrégats
prédominants trouvés chez les patients atteints de SLA sont ubiquitinées.
Ces agrégats sont classés comme :

- des corps de Lewy,

- des inclusions hyalines,

- des inclusions skein-like.

D'autres anomalies cellulaires comprennent :
- la présence de vacuoles,
- des anomalies de la mitochondrie,
- la fragmentation de I'appareil de Golgi,
- des anomalies de la jonction neuro-musculaire.

A retenir

Le modeéle lésionnel de la SLA est celui d’une dépopulation neuronale de la corne antérieure
de la moelle épiniére, de la voie pyramidale et de la région précentrale avec des lésions de
tauopathie en microscopie. Ces lésions de tauopathie s’étendent au-dela des zones de la
dépopulation neuronale.

4.2 Mécanismes physiopathologiques de la SLA

L’'une des hypothéses de travail relatives a la physiopathologie de la SLA est une libération
excessive de glutamate au sein des réseaux glutamatergiques, au caractére excitotoxique. Cette
sur-stimulation de neurones post-synaptiques aboutit classiquement a la mort neuronale.

La cascade dévénements cellulaires et moléculaires mises en ceuvre dans la SLA est
imparfaitement caractérisée. L'excitotoxicité induite par le glutamate semble au cceur des
mécanismes a I'ceuvre dans les dysfonctionnements cellulaires conduisant a la mort neuronale.

4.2.1 Fonction du glutamate

Le glutamate est le neurotransmetteur excitateur majeur du systeme nerveux central, et joue un role
crucial dans les fonctions cognitives, la plasticité synaptique, la croissance neuronale. La libération
de glutamate se fait, comme pour les autres neurotransmetteurs, par dépolarisation membranaire et
exocytose vésiculaire dans la fente synaptique. Ses effets rapides impliquent principalement les
récepteurs ionotropiques (AMPA, kainate et NMDA), c'est-a-dire des récepteurs-canaux ioniques,
mais il existe également des récepteurs métabotropiques (MGIuR) a cinétique lente (Figure 4). Les
récepteurs AMPA et kainate sont activés uniquement par le glutamate ; les récepteurs NMDA sont
activés par le glutamate et un co-agoniste (la D-sérine ou la glycine), et inhibés par le Mg?*. Les
récepteurs NMDA sont des récepteurs hétérotétramériques comportant deux sous-unités GIuN1 et
deux sous-unités GIuN2A-D (Paul & de Belleroche, 2015). lls sont cationiques non-spécifiques,
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c’est-a-dire qu'ils sont perméants aux ions Na*, K* et Ca®". L’élimination du glutamate est assurée
par des transporteurs spécifiques présents dans la membrane des cellules neuronales et gliales.

¢ o Glutamate

@ Glycine

Neurone pré-synaptique

mGluR

AMPAR NMDAR

Neurone post-synaptique

Figure 4 : Synapse glutamatergique dans le SNC. Le glutamate libéré a partir des vésicules pré-
synaptiques diffuse dans la fente synaptique pour agir sur deux types fonctionels de récepteurs:
les récepteurs ionotropiques (AMPA, NMDA, Kainate) et les récepteurs métabotropiques de glutamate
(mGIuR), qui sont couplés a des protéines G (d’aprés Kalia et al., 2008).

La concentration intracellulaire de glutamate du cerveau est de I'ordre du millimolaire, en revanche
la concentration de glutamate extracellulaire est beaucoup plus basse, quelques micromolaires,
grace aux transporteurs d'acides aminés excitateurs qui importent le glutamate et I'aspartate dans
les astrocytes et les neurones (Lewerenz & Maher, 2015). Des taux anormaux de glutamate ont été
mesurés dans le plasma de patients atteints de SLA (Plaitakis & Caroscio, 1987 ; Rothstein et al.,
1992). Des concentrations importantes de glutamate ont été relevées dans le liquide céphalo-
rachidien (LCR) de patients atteints de SLA (Boillee et al., 2006), qui s’avere toxiques pour des
neurones in vitro (Roisen et al., 1982). Ces concentrations élevées de glutamate dans le LCR sont
encore une source de débat.

Les motoneurones sont particulierement sensibles a I'excitotoxicité du glutamate, en raison (i) de
leur grande taille, (ii) d’'une expression élevée de récepteurs de glutamate et (iii) de leur pouvoir
tampon vis-a-vis du calcium. Ces taux élevés de glutamate sont dus, entre autres, a I'expression
altérée du transporteur glial de glutamate EAAT2 (excitatory amino acid transporter 2) normalement
responsable de I'élimination du glutamate a partir de la synapse (Rothstein, 1995). Ce mécanisme
permet d’établir un lien de causalité entre les niveaux importants de glutamate synaptique,
I'excitotoxicité et la mort neuronale. Le glutamate, en exces, se lie aux récepteurs NMDA et favorise
un influx d’ions Ca®" dans le neurone post-synaptique : I'augmentation de la concentration
intracellulaire de Ca®* active des enzymes, particuliérement des protéases, des phospholipases, des
nucléases qui altérent la membrane cellulaire, le cytosquelette, 'ADN, la fonction mitochondriale et
conduisent a 'apoptose neuronale (Van Den Bosch et al., 2006).
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4.2.2 Role de la transmission glutamatergique dans I’excitotoxicité

De nombreuses études ont mis en évidence des liens entre des altérations de la transmission
glutamatergique et la physiopathologie de la SLA (Blasco et al., 2014). Par exemple, des
mécanismes d’édition de la sous-unité GluR2 des récepteurs AMPA sont altérés chez certains
patients atteints de SLA ; une diminution du transport de glutamate et de I'expression du
transporteur EAAT2 ont été décrits dans les tissus de patients décédés atteints de SLA ; la
déplétion de ce transporteur dans des souris transgéniques conduit directement a la mort neuronale
(Rothstein et al., 1995). Expérimentalement, des anomalies d’EAAT2 conduisant a sa perte de
fonction sont retrouvées dans des animaux transgéniques portant une mutation de la SOD1
(superoxyde dismutase 1), qui est une mutation autosomique dominante héréditaire conduisant a
des formes familiales de la SLA (Guo et al., 2003). La SOD1 est une enzyme antioxydante qui
métabolise les radicaux superoxides. Chez le rat surexprimant la SOD1, la recapture de glutamate
est réduite et les concentrations de glutamate extracellulaires élevées (Dunlop et al., 2003).
Réciproquement, la surexpression d’EAAT2 s’avere neuroprotectrice chez des souris transgéniques
exprimant la SOD1 mutée ou in vitro, retardant I'apparition de déficits moteurs et la mort cellulaire,
respectivement (Guo et al., 2003). La co-activation des récepteurs NMDA par le glutamate et la D-
sérine a fait émerger celle-ci comme un biomarqueur possible de SLA. Des études ont par exemple
montré que des taux élevés de cet acide aminé peuvent étre observés chez des patients atteints de
SLA et des animaux modéles (Paul & de Belleroche, 2012). L’excitotoxicité du glutamate se verrait
ainsi renforcée par la D-sérine surproduite par les cellules gliales, favorisant la mort des
motoneurones dans la SLA (Sasabe et al., 2007). Enfin, des mutations affectant le géne de la D-
amino-acide oxydase (DAAO), une enzyme chargée de réduire la D-sérine, sont impliquées dans
certaines formes familiales de SLA (Mitchell et al., 2010).

Le glutamate libéré par les neurones présynaptiques s’accumule dans la fente synaptique et active
les récepteurs du neurone post-synaptique, notamment les motoneurones. Cette suractivation
constitue le premier événement d’une cascade toxique aboutissant a la mort neuronale. L'ouverture
des récepteurs ionotropiques du glutamate (Figure 4) induit un afflux d’ions Ca?* dans les neurones
post-synaptiques. L’augmentation élevée de la concentration intracellulaire de Ca®* est toxique pour
les cellules neuronales via différents mécanismes. L’influx de cations a travers les récepteurs
glutamatergiques dépolarise la cellule et induit 'ouverture de canaux Ca*" voltage-dépendants, ce
qui aboutit & une augmentation de la concentration intracellulaire de Ca?* et favorise la génération
de dérivés réactifs de I'oxygéne, qui altérent la structure de la cellule (Lipton & Rosenberg, 1994),
en particulier les mitochondries, ce qui entraine des perturbations dans le fonctionnement normal de
la chaine respiratoire, conduisant a I'épuisement des réserves énergétiques de la cellule et a la
production de radicaux libres (Tapia et al., 1999). La déplétion des réserves calciques du réticulum
endoplasmique est susceptible d’induire des défauts de repliement protéiques dans le réticulum et
de contribuer a 'accumulation de protéines dans la cellule, tel qu’observé dans la SLA (Grosskreutz
et al., 2010). Lorsque les systémes-tampons du Ca?* sont dépassés, le Ca?" intracellulaire en excés
suractive des enzymes intracellulaires Ca®'-dépendantes, notamment des lipases, des
phospholipases, des protéases, des endonucléases, des phosphatases de protéines, la protéine
kinase C, de la xanthine oxydase et de l'oxyde nitrique synthase, qui perturbent davantage les
fonctions neuronales. Cette cascade d’événements conduit a I'épuisement énergétique de la cellule,
des dommages irréparables et l'activation d’enzymes pro-apoptotiques qui induisent la mort
cellulaire. L'excés de glutamate extracellulaire peut conduire a une excitotoxicité aussi bien in vitro
qu’in vivo avec des conséquences rapides (accident vasculaire cérébral) via I'excés d'activation des
récepteurs ionotropiques du glutamate. En outre, I'excitotoxicité chronique est supposée jouer un
réle moteur dans de nombreuses maladies neurodégénératives, comme la SLA (Lewerenz & Maher,
2015).
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4.3 Les facteurs génétiques, les formes familiales et les formes héréditaires
Les formes familiales de la SLA représentent 5 & 10 % des cas (Boillée et al., 2006 ; Inserm, 2015).

Les caractéristiques cliniques, en général, ne séparent pas de fagon fiable la SLA familiale de la
SLA sporadique chez des patients individuels en raison d'un chevauchement phénotypique. Les
antécédents familiaux, y compris I'histoire de la démence frontotemporale, aident a reconnaitre une
histoire familiale pour un patient atteint de SLA (Byrne et al., 2011).

La SLA est génétiquement hétérogéne avec plus de 50 génes potentiels ou modificateurs de la
maladie identifiés, mais les génes COORF72, SOD1, TARDPB et FUS représentent actuellement
plus de 50% des variants de genes liés a la SLA chez les patients atteints de SLA. Les autres
variants sont rares. Les variants de génes liés a la SLA peuvent étre actuellement identifiés dans
environ 60 a 70% des patients atteints de SLA familiale, une proportion susceptible de croitre et un
variant de géne SLA pathogéne peut étre trouvé chez une minorité croissante de patients atteints de
SLA sporadique.

Le risque génétique pour la SLA représente probablement des effets combinés de multiples génes,
qui établissent la susceptibilité génétique globale d'une personne, agissant avec des effets
environnementaux et aléatoires conduisant a I'apparition de la maladie (Hanby et al., 2011).

Dans une étude portant sur des jumeaux homozygotes qui incluaient des jumeaux avec ou sans
antécédent de SLA chez d'autres parents, I'hérédité était estimée a environ 76% pour les jumeaux
ayant des antécédents familiaux de SLA et environ 61% pour les jumeaux sans autre antécédent
familial de SLA (Al-Chalabi et al., 2010).

Tableau 2 : Les critéres de SLA familiale (adaptés de Byrne et al., 2011)

Classification ou degré de certitude | Histoire familiale

Définie Plus de deux apparentés du 1° ou du deuxiéme degré atteints de
SLA
1 apparenté atteint de SLA avec un géne de coségrégation de la
maladie

Probable 1 apparenté du premier ou deuxiéme degré atteint de SLA

Possible 1 apparenté du 3° degré ou au dela, atteint d’'une SLA

1 patient SLA sporadique mais porteur d’'un géne pouvant donner la
SLA

1 apparenté du premier ou du deuxiéme degré avec une histoire de
démence fronto -temporale DFT

Definitions : apparentés du premier degré = parents ; deuxieme degré = grand-parents ; troisieme degré =
oncles, tantes

A retenir

La SLA est rare avant I'age de 40 ans et augmente de fagon exponentielle avec I’age par la
suite. L'dage moyen d'apparition est de 58-63 ans pour la SLA sporadique et 40-60 ans pour la
SLA familiale, avec un pic d'incidence dans la tranche d’age de 60-69 ans dans les formes
sporadiques. 20 % des formes sont de présentation bulbaire. Les hommes ont un risque de
SLA plus élevé que les femmes, avec un ratio homme/femme de 1,2-1,5 d’autant plus s’ils
sont caucasiens. L’évolution de la maladie n’est pas linéaire mais curviligne, avec une
aggravation en début et fin de maladie.

La survie moyenne est de 3 ans. De 5 a 10 % des formes sont familiales avec une résolution
génétique pour 70% d’entre elles (35% de formes liées a des mutations du géne C9).
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4.4 Incidence et prévalence de la maladie

Parce que I'homogénéité des critéres de diagnostic est essentielle pour des comparaisons entre les
différentes études, celles menées avant la publication des criteres El Escorial (avant 1995) ont été
exclues. Certaines études tiennent compte des critéres revisités El Escorial 2000 et EL Awaiji 2010.
Quatres études récentes de synthése tenant compte de cette méthodologie ont été retenues pour
I'évaluation de l'importance de la maladie dans le monde (Chio et al., 2013 ; Marin et al., 2016 ;
Mehta et al., 2016 ; Wagner et al., 2016).

Dans 'étude de Chio et al. (2013), une revue systématique a été menée pour identifier les études
d'observation sur I'épidémiologie de la SLA publiées entre 1995 et 2011, en particulier celles qui
évaluent l'incidence et la prévalence. Plus de 1700 articles ont été identifiés, seules 37 études ont
été retenues pour leur robustesse méthodologique. L'incidence et la prévalence varient
considérablement. Des taux d'incidence faibles déclarés pour I'lran et la Chine pourraient étre liés
au caractere rétrospectif basé sur des dossiers hospitaliers comme seule source de données (biais
de sélection). En revanche, le taux d'incidence élevé rapporté pour les iles Féroé reflete
probablement une population a faible effectif, ce taux d'incidence plus élevé dans les iles Féroé peut
également étre due a un effet génétique basé sur la proximité des fles de la Scandinavie et de
I'nistoire de la colonisation par les Vikings. Les effets de minorité ne sont pas retrouvés en
Europe/USA. Parmi les études européennes incluses dans cette analyse, il semble y avoir une
tendance a une augmentation des taux d’incidence dans les pays de latitude plus élevée. Bien que
le nombre d'études soit faible, le résultat est cohérent avec des preuves génétiques suggérant que
le risque pour la SLA est le plus élevé dans les pays scandinaves et suit un gradient nord-sud.
L'immigration et la migration ont également été citées comme des facteurs contribuant a I'évolution
des taux d'incidence. Il apparait également que la prévalence de la SLA soit plus élevée dans les
zones a forte densité de population.

La prévalence de SLA aux Etats-Unis est de 4,3 pour 100 000, basée sur le registre de la maladie
entre 2012 et 2013 (Mehta et al.,, 2016). La SLA touche les personnes de toutes les ethnies.
Plusieurs facteurs de risque potentiels pour la SLA ont été identifiés. Les hommes caucasiens, non-
Hispaniques, agés de plus de 60 ans, et ceux avec des antécédents familiaux de la maladie
seraient plus susceptibles de développer la SLA. L'exposition aux métaux (par exemple, le plomb et
le chrome), les pesticides et la BMAA ont également été associés a une augmentation de risque
pour la SLA. Le service militaire continue d'étre un facteur de risque possible pour la
SLA, cependant, aucune preuve solide n'a été trouvée reliant I'étiologie avec le service militaire.
D'autres facteurs de risque possibles ont été proposés tels que I'apport nutritionnel, l'utilisation de
statines, I'exposition a des agents viraux, une activité physique intense, et les traumatismes (Mehta
et al., 2016) .

Cette étude américaine a été complétée par une étude limitée a trois Etats et sept grandes villes
(Wagner et al., 2016) représentant environ 27% de la population des Etats-Unis. La répartition
ethnique combinée de ces zones est de 64,4% de type caucasiens, 16,0% d'Afro-américains, 6,7%
d’asiatiques et 28,3% d'origine hispanique. La plupart des neurologues inclus dans l'étude ne
diagnostiquent ou ne fournissent pas de soins aux patients atteints de SLA (étude réalisée avec des
neurologues sans a priori sur le diagnostic de la maladie). Le taux moyen brut annuel d'incidence
était de 1,52 pour 100 000 personnes-années, avec un intervalle de confiance (IC) entre 1,44 et
1,61, et le taux de prévalence 2009 était de 3,84 pour 100 000 habitants, IC 3,70 a 3,97. En
conclusion, cette étude représente le plus grand nombre de patients atteints de SLA diagnostiqués
cliniguement, rapportés par les neurologues, aux Etats-Unis, qui compléte les données du Registre
national de la SLA, permettant d’aider a évaluer l'exhaustivité des bases de données
administratives. |l n'y a pas de différence significative de prévalence ni de représentativité de la
population par rapport a I'étude globale de Mehta et al. (2016).

Une meta-analyse a été menée par Marin et al. (2016) qui a permis de calculer l'incidence
standardisée sur I'age et le sexe dans 45 régions du monde. Parmi les 3216 études, 44 publications
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ont été retenues, couvrant 45 zones géographiques. L'incidence brute de la SLA au niveau mondial
était de 1,75 (IC= 1,552 1,96) / 100 000 et de 1,68 (1,50 a 1,85)/ 100 000 aprés standardisation.

Il existe toutefois une hétérogénéité dans les incidences standardisées de I'Europe du Nord [1,89
(1,46 a 2,32) / 100 000] et I'Asie de I'Est [0,83 (0,42 a 1,24) / 100 000] ou I'Asie du Sud [0,73 (de
0,58 a 0,89)/100 000). Inversement, des taux homogénes ont été signalés dans les populations
d'Europe, d'’Amérique du Nord et la Nouvelle Zélande [incidence standardisée de 1,81 (1,66 a 1,97)
/100 000).

4.5 Etudes des facteurs de risque associés a la SLA
(géne-environnement, susceptibilité, hypothése prion et
« misfolding » des protéines)

Une étude réalisée par Factor-Litvak et al. (2013) analyse les résultats d’études épidémiologiques
réalisées sur des populations a grande échelle basée sur des études prospectives et des études
cas-témoins sur la base du registre de la maladie aux Etats-Unis. Cette étude synthétise les
différentes avancées en termes d’identification de facteurs de risque. La recherche sur PubMed a
permis d’identifier plus de 1000 publications avec les mots clés SLA et épidémiologie. Ces études
ont fourni des informations sur les caractéristiques sociodémographiques, le phénotype de la
maladie et la variation géographique des cas de SLA. Des études cas-témoins ont examiné les
facteurs de risque tels que I'exposition au plomb, le tabagisme et I'exposition aux pesticides.
Plusieurs études de cohortes prospectives ont également identifié des risques et les facteurs de
protection. Mais toutes ces études comportent des limites et des biais pour cette maladie
relativement rare et rapidement fatale. Les biais de sélection sont importants dans les études cas-
témoins avec une tendance a sélectionner des cas avec un temps de survie long. Une autre limite
est la définition exacte de la maladie (phénotype). Une analyse des échantillons biologiques dans
les études cas-témoins exige une grande prudence dans l'interprétation des résultats, car le temps
d’exposition est long avant I'apparition de la maladie, et la cinétique concernant la biodisponibilité
des contaminants et leur métabolisation rend I'évaluation des expositions complexe (Taylor et al.,
2016).

Plusieurs facteurs de risque semblent associés au développement de la maladie (Inge et al., 2015 ;
Bryan et al., 2015). Ceux pour lesquels des études ont pu évaluer le risque relatif sont présentés ci-
dessous.

L’activité physique intense est documentée a travers plusieurs études dont deux (Chio et al.,
2008 ; Behgi et al., 2010), 'une sur des marathoniens en Irlande (Hardiman, Dublin) et I'autre sur
des footballeurs professionnels en ltalie, évaluent un risque relatif 20 fois plus élevé dans ces
cohortes par rapport a la population générale. Plusieurs hypothéses sont avancées notamment
concernant les compléments alimentaires. Bien que I'hypothése selon laquelle le sport contribue a la
SLA soit basée sur des risques relatifs forts, il faut étre prudent dans l'interprétation de ces résultats,
car la grande majorité des études est basée sur un petit nombre de cas de SLA.

Les métaux. Une revue systématique récente a analysé 50 études traitant de la relation entre les
métaux et la SLA; seulement 3 études ont suggéré une association significative dont une
concernant I'exposition au sélénium avec une estimation du risque relatif a 5,72, (IC a 95% 1,46 a
15,57). Par ailleurs, des hypothéses de facteurs génétiques de susceptibilité par rapport a
I'exposition a des métaux lourds sont proposées (Vinceti et al., 2012).

Les métiers. Certaines professions impliquent potentiellement les expositions a des produits
chimiques, des pesticides, des métaux, et les champs électromagnétiques, par exemple la
population militaire (Umbach et al., 2009).

Les pesticides sont largement utilisés dans le monde entier et peuvent étre mesurés dans diverses
concentrations dans I'air, la nourriture et I'eau. Une association entre |'utilisation de pesticides et la
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SLA a été explicitement suggérée dans des études, dont deux études récentes en Inde et aux Etats-
Unis (composés organochlorés, pyréthroides, herbicides et fumigants spécifiquement). Dans la
méta-analyse, I'utilisation des pesticides a été montrée comme étant significativement associée a un
risque plus élevé de SLA (risque relatif estimé par des études cas-témoins de 1,88, IC=1.36-2.61),
bien que cette derniére étude suggére une association spécifiquement masculine (Goutman et al.,
2016).

Les études de conjoint. Une seule étude décrit I'existence de 9 couples atteints de SLA vivant
depuis plus de 10 ans ensemble, dont 2 dans la méme ville et 3 dans le méme département (Corcia
et al., 2003) laissant sugérer un réle des habitudes de vie.

La transmission selon un processus de type prion, I’attribut infectieux du « misfolding » des
protéines

Les maladies a prions ou encéphalopathies spongiformes transmissibles (EST) sont un groupe de
troubles neurodégénératifs mortels affectant plusieurs espéces de mammiféres. Son agent causal,
la protéine prion associée a la maladie (PrPd), est une conformation aberrante riche en feuillets g de
la protéine prion cellulaire (PrPc) avec des propriétés d’auto-propagation (transconformation
autocatalysée PrPc—>PrPd) propices a l'agrégation, capables d'induire un mauvais pliage de
molécules PrPC et une neurotoxicité par accumulation de ces agrégats au niveau intraneuronal.
PrPd est le principal constituant des prions et, surtout, est le premier exemple connu d'une protéine
avec des attributs infectieux.

Il a été suggéreé que des mécanismes moléculaires similaires pourraient étre partagés par d'autres
protéines impliquées dans des maladies neurodégénratives telles que la SLA.

Deux protéines de liaison a I'ARN, TDP-43 et FUS, agrégées dans les neurones moteurs
dégénératifs de patients atteints de SLA, et des mutations dans les génes codant pour ces
protéines, sont impliquées dans certaines formes de SLA. TDP-43 et FUS, et plusieurs protéines de
liaison a I'ARN apparentées, abritent des domaines de type prion favorisant I'agrégation et qui leur
permettent de s'auto-associer rapidement (Udan & Baloh, 2011). Ces propriétes seraient
nécessaires a la formation de granules de stress cellulaires (Li et al., 2013) . La forme normale de
TDP-43 s’associerait en oligoméres spécifiques, mais de fagon réversible et uniquement dans
certaines conditions. Les mutations du géne de TDP-43 associées a la SLA pourraient favoriser
'agrégation de cette protéine de fagon irréversible et/ou son accumulation sous forme amyloide
(Lim et al., 2016). In vitro, la forme aggrégée et pathologique de la protéine TDP-43 isolée de
cerveau de patients atteints de SLA semble capable de se propager en changeant la conformation
des molécules natives de TDP-43 au sein de cultures de cellules. Ce phénoméne semble étre
transmissible de cellule a cellule, rappelant les phénomeénes de type prion (Nonaka et al., 2013).

De méme, la protéine SOD mal repliée (« misfolding ») ou mal conformée par mutation génétique
peut propager le repliement erroné et I'agrégation de la SOD1 endogéne de type sauvage. Les
SOD1 de type sauvage et mutantes mal repliées peuvent se transmettre de cellule a cellule, soit
sous forme d'agrégats protéiques qui sont libérés des cellules mourantes et absorbés par des
cellules voisines par macropinocytose, soit en association avec des vésicules qui sont libérées dans
I'environnement extracellulaire. Une fois que le mauvais repliement de la SOD1 de type sauvage a
été initié dans une culture de cellules humaines, il peut induire un mauvais repliement dans des
cultures de cellules naives, méme aprés de nombreux passages (Silverman et al., 2016).

A retenir

Aucun facteur de risque environnemental ne ressort clairement identifié pour la SLA par
opposition a d’autres maladies neurodégératives telles que la maladie de Parkinson. Il se
peut que des facteurs multiples soient intriqués. La difficulté d’identification des facteurs
externes vient des études sur de faibles cohortes, I'absence de questionnaire sur les
habitudes de vie de valeur internationale étudié a grande échelle. Le réle des transmissions
de type prion n’est pas récusé mais parait étre intriqué parmi d’autres facteurs.
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4.6 Facteurs de risque spécifique a la BMAA

4.6.1 L’ile de GUAM, la cohorte la plus caractéristique

L’fle de Guam montre I'isolat historique de la SLA le plus sévére avec une incidence de 200/100 000
dans les années 1950, que I'on retrouve chez les Kii et les Papous (Waring et al., 2004 ; Kuzuhara
et al., 2005 ; Spencer et al.,, 1987, 1991, 2005), soit une incidence 50 a 100 fois supérieure au
niveau moyen modial. Les travaux sur cet exemple sont nombreux, il en ressort les points suivants.

La forme de SLA associée au complexe Parkinson-démence (ALS-PDC en anglais ou SLA
syndrome parkinsonien) a été décrite comme une pierre de Rosette qui porte la clé essentielle pour
comprendre I'étiopathogénie des trois maladies neurodégénératives liées. Les trois formes cliniques
(SLA, syndrome parkinsonien atypique avec démence et la démence seule) ont une seule
pathologie (tauopathie), tout comme la pierre de Rosette est inscrite avec trois scripts distincts
portant un message commun. Comme discuté dans la littérature (Spencer et al., 1981, 1987, 1991 ;
Kisby & Spencer, 2011), les études de la SLA-syndrome parkinsonien dans les trois populations
géographiquement isolées et génétiquement distinctes insulaires (Chamorros de Guam, Japonais
dans la péninsule de Kii de I'lle de Honshu, et Papous de Nouvelle-Guinée en Irian Jaya, Indonésie)
montrent que :

La SLA-syndrome parkinsonien SLA-PDC est principalement, sinon exclusivement, une maladie
environnementale : aucune mutation de geénes identifiée dans les troubles neurodégénératifs
apparentés n’est rapportée dans les cas de Guam et Kii-Japon, et les taux de maladie ont diminué
de fagon constante dans les trois populations touchées. Les émigrants de Guam peuvent
développer la SLA-syndrome parkinsonien des années ou des décennies plus tard, mais le risque
de développer la maladie est absent dans leur progéniture née et vivant a I'étranger. A l'inverse, les
Philippins et les autres immigrants qui adoptent le mode de vie Chamorro a Guam peuvent acquérir
la maladie.

Comme l'incidence de la SLA-syndrome parkinsonien SLA-PDC a diminué au cours du XXe siécle,
la maladie a changé son tableau clinique au cours du temps : SLA dans le premier tiers de la vie, a
syndrome parkinsonien dans le deuxiéme, et démence dans le troisieme, un modéle compatible
avec un modéle de réponse clinique liée a un effet dose/exposition environnementale, en déclin
avec le changement de vie vers la modernisation. Avec cette hypothése, les patients qui ont la plus
forte exposition au facteur environnemental vont développer la SLA mortelle (avec des dommages
nigro sub-clinique) relativement peu de temps aprés l'exposition. Ceux exposés a des doses
intermédiaires survivent assez longtemps pour développer un syndrome parkinsonien atypique avec
une amyotrophie. Ceux exposés a de faibles doses peuvent atteindre la vieillesse avec le
développement de démence, tandis que d'autres avec la plus faible exposition ont une maladie
subclinique neurofibrillaire qui pourrait rappeler le vieillissement précoce. D'autres caractéristiques
de la SLA-syndrome parkinsonien comprennent la perte de l'olfaction, une rétinite pigmentaire
épithéliopathie, et des modifications cutanées.

Le facteur déclenchant selon les auteurs serait I'exposition a la BMAA ou autres neurotoxines
dérivées de plantes dans les aliments ou I'application d’onguents, ou les deux. La graine brute de
cycas a été utilisée pour guérir les lésions cutanées (Guam, Irian Jaya) et comme tonique (Kii). A
Guam, les graines de cycas étaient un aliment de base de la population Chamorro, et la chauve-
souris (Pteropus sp), qui selon les auteurs accumulerait la BMAA issue de cycas, était un mets
particulierement apprécié (Banack et Cox, 2003"°). Le GT « BMAA » souligne que ces données ont
été obtenues a l'aide de méthodes analytiques classées NS au regard des critéres strictes de
sélection des méthodes. Il est regrettable que les dosages n’aient pas été corroborés par une
analyse plus récente. En effet, la présence de BMAA dans des graines de cycas achetées en
France a été récemment mise en évidence selon une méthode analytique plus satisfaisante
(Communication personnelle de V. Pichon) ainsi que dans des feuilles de Cycas debaoensis
achetés au Canada (McCarron et al., 2014"S).
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Parmi les nombreux produits chimiques bioactifs dans les graines de cycas, deux possédent des
propriétés neurotoxiques qui peuvent étre considérés comme déclencheurs potentiels de la SLA-
PDC. Il s’agit :

(a) de la méthylazoxyméthanol (MAM), un cancérogéne et neurotoxique du développement
stocké dans la plante.La concentration dans la farine de cycas serait en corrélation significative
avec les taux d'incidence de la SLA-PD chez les hommes et les femmes a Guam comme le
suggeére certaines études (Zhang et al/ 1996 ; Roman 1996 repris dans Spencer et al., 2016) Le
GT « BMAA » n’a toutefois pas évalué si la détection de cette toxine présentait les mémes
difficultés que celles soulévés par la BMAA et developpé dans le chapitre 3.

(b) de la BMAA.

Les patients de I'lle de Guam pourraient avoir un ou plusieurs génes de susceptibilité a I'action de la
BMAA. Un polymorphisme dans la séquence de deux génes codant pour des canaux ioniques
(TRPM7 et TRPM2) a été évoqué chez certains patients de lile de Guam (Hermosura et al., 2005,
2008) et ayant une influence sur le degré d’activation de ces canaux. Pour 'un de ces variants
(TRPM2), ce phénomeéne serait Iégerement amplifi¢ en présence de BMAA (Hermosura et al.,
2008).

Dans les cerveaux des patients de I'lle de Guam, la BMAA a été déclarée présente sous forme libre
et liée a la fraction protéique (moyenne de 627 +- 141 mgkg sous forme liée sur 5 patients de Guam
atteints du syndrome parkinsonien et un patient de Guam atteint de SLA) dans les travaux de Murch
et al.,(2004)"® cités dans Pablo et al., (2009)™°. La encore, il est regrettable que les dosages aient
été realisés selon une méthodologie jugée non fiable par le GT « BMAA » du point de vue qualitatif
et quantitatif et n’aient pas été confirmés par des analyses plus récentes.

Les études des cerveaux (cortex frontal et hippocampe) et des cordons médullaires des patients
des cas historiques de Guam, Kii et Rota.

Les caractéristiques cliniques et neuropathologiques de cette maladie sont les mieux étudiées chez
les populations Chamorros des iles Mariannes de Guam et Rota et parmi les Japonais vivant dans
la péninsule de Kii de l'lle de Honshu, au Japon. Les moins étudiées et sans confirmation par
autopsie concernent un troisieme isolat, de l'ouest du Pacifique, de complexe SLA syndrome
parkinsonien parmi les groupes linguistiques Auyu et Jaqai, des basses terres du sud de la
Papouasie occidentale (partie indonésienne de l'lle de Nouvelle-Guinée). Les études sont trés
controversées depuis 1992, avec un postulat de base : la SLA ou ALS/PDC de Guam serait une
maladie neurodégénérative progressive caractérisée par des enchevétrements neurofibrillaires
abondants (NFTS) et des filaments hélicoidaux agrégés appariés (PHF). Le cerveau affecté
accumule de nombreux types de dépbts intracellulaires anormaux (synucléine, B-amyloides, TDP-
43), mais il est dominé par des dépbts de protéine Tau associée aux microtubules (MAPT), et donc
inscrit dans la classe neuropathologique moléculaire de tauopathies. Ces filaments anormaux
ressemblent aux PHF dans les Iésions neurofibrillaires de la maladie classique d’Alzheimer, et des
études récentes ont démontré que la protéine Tau des patients de SLA-PDC de I'lle de Guam est
phosphorylée et biochimiquement semblable aux protéines Tau anormales (PHFtau) de la maladie
d’Alzheimer classique.

Les lésions histologiques et ultrastructurales caractéristiques des organismes de Bunina retrouvés
chez les patients atteints de SLA et de SLA syndrome parkinsonien dans I'lle de Guam étaient
similaires a ceux rapportés dans la forme classique de la SLA. La répartition des inclusions des cas
de SLA de Guam et des patients SLA-PDC était similaire a celle rapportée a ce jour dans la SLA
classique. Enfin, les corps d'inclusion en écheveau « skein-like » ont été observés dans les cellules
de la corne antérieure de la moelle épiniére des cas de SLA de l'ile de Guam ainsi que chez les cas
de SLA-PDC. Ces résultats indiquent que la SLA de l'ile de Guam est la forme classique de la SLA
d’'un point de vue autopsique.
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A retenir
Le modéle Iésionnel de la SLA de la forme de Guam est similaire a celui de la SLA classique.

La cohorte de Guam est rapportée liée a des toxines alimentaires. Le comportement
reproduit la maladie, la modification du comportement alimentaire supprime la maladie, la
BMAA est retrouvée comme liée a cette alimentation. Il persiste une ambiguité par son
dosage décrit dans des études de méthodologie non améliorée aux vues des méthodes
analytiques qui répondent aux critéres developpés dans le chapitre 3. Il persiste une

controverse sur son dosage en intracérébral.

4.6.2 Etudes explorant un lien entre SLA et BMAA

La BMAA a été analysée dans des échantillons de cerveaux de patients américains décédés et
diagnostiqués comme étant atteints de maladie d'Alzheimer, de sclérose latérale amyotrophique
(SLA), de maladie de Huntington, et des contrdles sans maladie neurologiques (Pablo et al.
2009™°). Cette étude a été jugée NS par le GT « BMAA » en raison de I'absence de suivi de la
transition spécifique pour la BMAA en LC-MS/MS, le GT « BMAA » estime néanmoins que le
faisceau de présomption va dans le sens de la présence de BMAA liée (ou un analogue DAB,
BAMA ou AEG) dans les cerveaux SLA et de maladie d'Alzheimer. Des échantillons de cerveau
postmortem ont été prélevés sur des cas confirmés par examen neuropathologique de 13 patients
atteints de SLA, 12 patients atteints de maladie d'Alzheimer, 8 atteint de maladie de Huntington et
12 contrdles non neurologiques de méme &age. La BMAA aurait été détectée dans les
neuroprotéines provenant du tissu cérébral (cortex frontal et temporal, moelle épiniére) de patients
qui sont morts de maladie d'Alzheimer (111+/- 15 mg/kg) et SLA sporadiques (134 mg/kg) mais pas
de maladie de Huntington. Pour les auteurs, la détection de BMAA dans la SLA et la maladie
d'Alzheimer pourrait suggérer une interaction géne/environnement. La BMAA aurait, dans ce cas, un
réle déclenchant de la neurodégénérescence chez les personnes vulnérables. Toutefois, une étude
récente réalisée a l'aide d’'une méthode plus satisfaisante relate 'absence de BMAA dans des
cerveaux de patients décédés de maladie d'Alzheimer (Meneely et al, 2016NS, cf paragraphe 3.4).
Cette hypothése est donc a relativiser au moins pour la maladie d'Alzheimer.

Une étude récente a montré la présence de BMAA dans le liquide céphalorachidien prélévé
antemortem chez un patient atteint de SLA (Berntzon et al., 2015™). La toxine a été dosée par
HPLC/MS/MS : elle n’a pas été détectée dans le sang mais détectée dans le LCR d’'un patient SLA
et deux personnes sans SLA (soit au total 12% des échantillons testés). Ces données montrent la
capacité de la BMAA a franchir la BHE (voir aussi paragraphe 5.1).

Deux études menées sur un nombre limité de patients atteints de SLA (3 patients a Annapolis
(USA) (Field et al., 2013“S) et un patient en Floride (Banack et al., 2014%°) ont mis en évidence la
présence de BMAA dans les crabes bleus et les homards consommés par ces patients. Ces
résultats ont permis aux auteurs de conclure que la présence de BMAA dans la chaine alimentaire
et la consommation fréquente et réguliére de crustacés peut étre un facteur de risque commun pour
la SLA sporadique.

L’association éventuelle entre la prolifération de cyanobactéries et le développement de la SLA a
été étudiée dans le New Hampshire (Caller et al., 2009"™°). A partir de bases de données sur la
maladie et les données démographiques, il est apparu que neuf patients diagnostiqués avec SLA
vivaient prés d'un lac, et que lincidence de SLA sporadique y est de 10 a 25 fois supérieure a
I'incidence prévue de 2/100 000 / an. Les auteurs émettent I’hypothése que l'incidence élevée de la
SLA dans cette zone pourrait étre directement liée a I'exposition chronique aux neurotoxines des
cyanobactéries telles que la BMAA (mais selon une méthode jugée non fiable du point de vue
qualitatif et quantitatif). Les voies hypothétiques d'exposition aux toxines seraient selon les auteurs
l'inhalation de toxines en aérosol, la consommation de poisson ou l'ingestion d'eau du lac.

Une analyse d’un ensemble d’études épidémiologiques pour documenter le développement de la
SLA et les facteurs de risque environnementaux (métaux lourds, traumatismes, pesticides, chocs
électriques, rayonnement électromagnétique et la BMAA) a été réalisée par Caller et al. (2009"°).
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Certaines de ces études utilisent des techniques d'analyse spatiale qui examinent des cas groupés
de la SLA et peuvent aider a orienter la recherche sur lidentification des expositions
environnementales. Malgré l'identification des disparités géographiques dans la distribution des cas
de SLA, ces études n'ont pas fourni d'associations claires avec les facteurs environnementaux.

Des cas groupés de SLA ont été décrit dans I'Hérault autour d’un étang conchylicole de Thau a
partir de la base de données du centre de référence de la maladie entre 1994 et 2009 (zone de
surincidence de SLA de 5,1/100000). La BMAA a été quantifiée dans des prélévements réalisés a
Thau en 2009 d’huitres (0,6 mg/kg a 1,6 mg/kg) et de moules (1,8 mg/kg a 6,0 mg/kg) par Masseret
et al. (2013"°) selon une technique jugée non fiable. Toutefois, ces résultats ont été corroborés par
une technique classée fiable (Reveillon et al, 2014™). Néanmoins, il n’est pas possible d'établir un
lien direct entre la présence de BMAA dans des coquillages consommables prélevés en 2009 et les
cas de SLA dépistés entre 1994 et 2009 dans la meme zone géographique. D’ailleurs I'étude ne
fournit pas d’estimation de I'exposition des patients atteints de SLA a la BMAA.

4.6.3 Etude BMAALS

L’étude BMAALS financé par 'ANR visait a explorer 'hypothése d’une exposition a la BMAA comme
I'origine de la survenue de cas groupés de SLA en France.Comme mentionné dans le raport final
BMAALS rendu a 'ANR (été 2016) il est indiqué que :

Les problémes posés par cette recherche étaient (i) d’identifier de fagon exhaustive les cas
incidents de SLA (forme sporadique et familiale) dans une zone géographique (10 départements
Francgais) et une période temporelle définie (2003-2011), (i) de réaliser des prélévements
environnementaux a proximité des lieux de résidence des patients atteints de SLA, (iij) de mettre au
point une méthode d’analyse et de quantification de la L-BMAA au niveau de différentes matrices et
en particulier dans le cerveau de patients décédés de SLA.

Les solutions recherchées étaient (i) d’identifier tous les cas incidents de SLA entre 2003 et 2011
dans 10 départements Frangais au travers d’'un systeme multiple source, (ii) de les localiser sur le
plan géographique, (iii) de rechercher la présence éventuelle de cas groupés de la maladie (iv) de
réaliser des préléevements environnementaux (eaux, aliments) (v) de réaliser la quantification de L-
BMAA dans les différents prélevements environnementaux et de cerveaux de patients SLA.

Les retombées étaient de disposer en France d’une méthode de dosage de la L-BMAA et de
confirmer ou d’infirmer I'hypothése de l'implication de la L-BMAA dans le développement de la SLA
et donc de clarifier le risque potentiel pour ’lhomme de I'exposition a cette toxine.

Approches épidémiologique, géoépidémiologique, microbiologique et de chimie analytique

Plusieurs sources d’identification des cas de SLA ont été utilisées: base de données nationale des
Centres SLA Francais, données médico-administratives relatives aux séjours hospitaliers (données
du Programme de Médicalisation des Systémes d’Information des établissements de santé),
données d’assurance maladie (Affection de longue durée n°9 avec code G12).

Des analyses géo-épidémiologiques ont permis d’identifier des zones éventuelles de sur-incidence
de la maladie, non expliquées par le hasard ni par un facteur génétique. Des entretiens de patients
atteints de SLA et de témoins sains appariés, a l'aide de questionnaires ont permis de guider la
phase des prélévements environnementaux.

En raison de la description, dans la littérature, de plusieurs méthodes de dosage de la BMAA et
d’'une controverse sur ces dernieres, une méthode reproductible et sensible de dosage par
LC/MS/MS a été mise au point par I'équipe de 'ESPCI a Paris. Celle ci repose sur une approche qui
eévite la dérivation et élimine donc le risque de faux positifs. Des étapes de traitement de I'échantillon
ont aussi été développées et adaptées aux différents types d’échantillons a traiter. Cette longue
phase était rendue complexe en raison de la multiplicité des matrices a analyser. De fagon paralléle,
I'approche microbiologique avait pour objectif d’identifier des souches de cyanobactéries
productrices de BMAA et si possible, déterminer la voie de biosynthese de cette molécule
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Résultats majeurs du projet

Le nombre de cas incidents atteints de SLA sur un nombre total de personnes-années de 47
millions était de 1199. L’incidence standardisée de la SLA sur la population européenne était de
2,46 (2,31-2,63)/100 00 PA.

L’analyse géo-épidémiologique a identifié un cluster certain avec 100 cas de SLA (pour 54.1
attendus), 5 zones de sur-incidence probable et 7 zones de sur-incidence possible. Peu de ces
espaces de sur-incidence sont restés stables a l'issue du test de robustesse qui excluait les cas de
SLA avec antécédents familiaux.

Les travaux de chimie analytique ont mis au point une méthode de dosage sans étape
supplémentaire de dérivation. Une approche basée sur [l'utilisation des polymeres a empreintes
moléculaires pour le traitement sélectif des échantillons a également été mise en place. La
recherche de L-BMAA, par LC/MS/MS a abouti a des résultats négatifs pour I'eau de consommation
et l'eau a usage domestique, les fruits et légumes. Des traces ont été retrouvées dans 2
champignons et dans 8 des 20 cultures de souches pures de cyanobactéries testées.

La recherche dans 10 cerveaux de patients décédés de SLA (ayant donné de leur vivant leur
consentement pour les prélévements et leur analyse) était négative. La 2,4-DAB, un composé
présent dans la membrane des bactéries était présente dans quelques échantillons (la 2,4 DAB est
considérée comme la cause d’une quantification erronée de L-BMAA dans les études ayant réalisé
une dérivatisation au cours de I'étape analytique). Le 2,4-DAB a été retrouvés en concentration
significative dans plusieurs cultures de souches de cyanobactéries. »

Selon les auteurs du rapport (été 216), « les résultats ne sont globalement pas en faveur d’un risque
cyanotoxine L-BMAA au regard de la survenue de SLA, en raison:
(i) de la faiblesse du risque d’exposition humaine (153 échantillons environnementaux négatifs, 2
prélevements positifs (traces),
(i) de l'absence de lien identifié entre zones de sur-incidence de SLA et la présence de L-BMAA
dans l'environnement,
(iii) de l'absence de L-BMAA dans les prélevements humains (10 cerveaux de patients décédés
de la SLA). »

Toutefois le GT « BMAA » identifie des limites aux conclusions énoncées ci-dessus :

i) la liste des matrices (eau de boisson, eaux de sources, biofilm, potager, champignon,
chataignes, pissenlits) n’est pas représentative des contributeurs supposés majoritaires
(notamment pour I'étang de Thau, zone de production d’huitres et de moules).

ii) cette conclusion ne prend pas en compte les résultats d’études scientifiques publiées au cours
de 'ANR et ayant montré la présence de BMAA (libre et liée) dans les coquillages de I'étang
de Thau (huitres et moules) au voisinage d’une zone de surincidence de SLA dans I'Hérault
de 5,1/100000 (Masseret et al., 2013"° | Réveillon et al. 2014')

iii) 'absence de BMAA dans les prélévements de cerveau correspond a la forme libre
uniquement (les analyses n'ont pas porté sur la BMAA liée).
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5 Données toxicologiques

5.1 Données sur la toxicocinétique et la toxicodynamique de la BMAA

5.1.1 Absorption

L’absorption orale a été étudiée chez deux espéces, le rat (Duncan et al., 1991”3; Garner et al.,
2013™ données NTP non publiées transmises a I'’Anses sous forme de poster) et le singe (Duncan
et al., 1992"°).

Dans I'étude de Duncan et al. (1991"), des rats Sprague-Dawley (SD) males adultes ont été
répartis en 3 groupes (de 1 a 18 animaux par groupe) :

- Le premier groupe a recu par voie intraveineuse (i.v.) une dose unique de 25, 100 ou 400
mg/kg p.c. de BMAA avec des dosages dans le plasma (25 minutes a 3 jours post-
administration), dans les urines et les féces (pendant 1 a 7 jours post-administration).

- Le deuxiéme groupe a regu par voie orale (gavage) 100 mg/kg p.c. de BMAA avec des
déterminations cinétiques de 0,25 min a 3 jours.

- Le troisitme groupe a regu en sous cutané (s.c.) 100 mg/kg de p.c. de BMAA pendant 7
jours avec détermination de I'état d’équilibre au niveau du plasma et des tissus.

La BMAA a été est dosée par GC/MS avec dérivation, I'étalon interne étant la SH-BMAA selon une
méthode qualifiée MS par le GT « BMAA ». Aprés administration i.v., la BMAA serait rapidement
éliminée du sang et la concentration plasmatique diminuerait a moins de 5% des valeurs initiales en
30 min. Une relation linéaire est rapportée entre la concentration plasmatique en BMAA et celle
dans le cerveau (cortex, hippocampe, thalamus, moelle épiniére) en fonction de la dose administrée
i.v. Par voie orale, a la dose de 100 mg/kg p.c., la biodisponibilité serait proche de 80%, la Cpax
serait atteinte 5 min aprés administration. La demi-vie plasmatique comme celle des autres tissus
serait comprise entre 0,45 et 0,70 jours. Par voie s.c, la concentration moyenne plasmatique aprés 7
jours d’exposition serait de 9,5 mg/L (Duncan et al., 1991"%).

Dans I'étude de Garner et al. (2013™) chez le rat SD par voie orale, une biodisponibilité supérieure
a4 70% est également observée & laide de BMAA radiomarquée (“C-BMAA) aprés une
administration par gavage d’une dose de 1 mg/kg p.c./jour pendant 1, 5 ou 10 jours (nombre de rats
par groupe non precise€). Les urines et les féces ont été collectés pendant 72h aprés la derniére
administration puis les rats ont été euthanasiés et les tissus prélevés.

Dans la I'étude de Duncan et al. (1992"°), des singes cynomolgus (macaques) ont regu par gavage
soit 2 mg/kg p.c. (3 animaux) soit 90 mg/kg (1 animal) de BMAA. Parallélement, une injection i.v de
®N-BMAA a été pratiquée (1 mg/kg p.c.). La biodisponibilité orale a été estimée de 72 a 83% a la
faible dose et a 100% pour la forte dose. Environ 20% de la dose subirait un effet de premier
passage hépatique (Duncan et al., 1992"°).

5.1.2 Distribution

Dans I'étude de Duncan et al. (1991"°) chez le rat SD, 8h aprés administration par voie orale d’une
dose unique de 100 mg/kg p.c. de BMAA, la concentration moyenne dans le cerveau (cortex) serait
de 3,6 mg/kg. Aprés administration unique i.v. de la méme dose, il est rapporté une concentration
dans les tissus périphériques (foie/rein/muscle) entre 20 a 500 mg/kg dépassant rapidement les
concentrations plasmatiques d’'un facteur 3 a 50. Les concentrations dans le cerveau seraient plus
limitées (entre 4 et 10 mg/kg) 2h aprés injection et assez hétérogénes. Le tronc cérébral au niveau
du pont, le thalamus et le cervelet auraient les concentrations les plus élevées tandis que la moelle
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épiniére, le cortex et le liquide céphalo-rachidien auraient les concentrations les plus faibles. Aprés
administration s.c. d’'une dose identique pendant 14 jours, la distribution cérébrale serait plus élevée
(10 a 30 mg/kg) soit 2 a 3 fois supérieures aux valeurs observées aprés administration unique en
i.v, le thalamus et 'hippocampe montrant les concentrations les plus élevées.

Dans I'étude de Garner et al. (2013") chez le rat SD avec de la C-BMAA administrée par voie
orale, en administration unique, la radioactivité est retrouvée au niveau du foie, du tissu adipeux,
des muscles et de la peau. Moins de 0,01% de la dose est retrouvée dans le cerveau. Aprés
administration unique ou répété, 50 a 60% de la radioactivité serait présente sous forme liée aux
protéines dans les tissus.

Le passage de la barriere hémato-encéphalique (BHE) a fait I'objet de plusieurs études. Chez le rat
Wistar male, I'administration s.c. de BMAA & une dose de 40 et 150 mg/kg p.c. au 9°™ et au 10°™
jour post-natal (2 administrations) ou de 40 mg/kg du 9°™ au 13°™ jour post-natal (5
administrations), un passage élevé de cette barriére est noté (Karlsson et al., 2015"). La méme
observation est rapportée chez la souris C57BL/6 allaitante recevant par voie i.v de la "*C-BMAA
(0,7 mg/kg p.c.). Aprés 24h, les niveaux de radioactivité des cerveaux des nouveau-nés allaités
seraient supérieurs & ceux des méres (Andersson et al., 2013"5).

Une localisation importante de radioactivité au niveau des tissus riches en mélanine comme I'ceil est
également observée aprés autohistoradiographie chez la souris (Karlsson et al., 2009a"°).

La BMAA peut se trouver a I'état libre ou lié a des protéines. Dans I'étude de Karlsson et al.,
(2015™) chez le rat recevant par voie s.c. 2 x 40 ou 2 x 150 mg/kg p.c. (au 9°™ et au 10°™ jour
post-natal), la BMAA libre est mise en évidence pour le faible dosage dans tous les tissus étudiés.
Les concentrations les plus élevées seraient dans le foie et les muscles du squelette. Dans le
cerveau, les concentrations seraient trés proches dans toutes les zones (cortex, hippocampe,
striatum, cervelet) a I'exception de I'hypothalamus qui présenterait une concentration plus élevée.
Les tissus a prolifération cellulaire élevée (thymus, rate, pancréas) présenteraient au contraire de
faibles concentrations. Un effet dose-dépendant serait observé dans tous les tissus analysés.
Concernant la BMAA liée aux protéines, elle est retrouvée dans tous les tissus sauf le striatum, le
cervelet, le cortex et le thymus. La fraction de BMAA liée/totale varie selon les organes, la valeur la
plus élevée serait dans le foie (3,6%) et ne dépendrait pas de la dose (Karlsson et al., 2015"°).

Chez la souris C57BL/6J gestante (n = 3), un passage foeto-placentaire est démontré apres
injection i.v de *H-BMAA au 14°™ jour de la gestation. L’autoradiographie montre que le niveau de
radioactivité dans le cerveau de la mére serait inférieur a celui dans le sang 30 min aprés injection.
Le niveau de radioactivité des tissus foetaux serait supérieur a celui du sang maternel aprés 30 min.
L’efficacité du passage de la BHE serait dépendante de I'dge, faible chez I'animal adulte et
nettement plus élevé chez le nouveau-né (Karlsson et al., 2009"°).

Selon une étude réalise par perfusion in situ de la carotide chez le rat SD adulte (n = 4), la BMAA
entrelzaszit dans le cerveau par des transporteurs d’acides aminés présents dans la BHE (Smith et al.,
1992™).

5.1.3 Métabolisme

Aucune biotransformation in vitro n’est observée sur homogénats de tissus hépatiques, rénaux,
musculaires et cérébral (Duncan et al., 1991"5).

Dans I'étude de Garner et al. (2013"°) chez le rat SD avec administration orale unique de "C-BMAA
(1 mg/kg p.c.), 'analyse HPLC d’homogénats de cerveau aprés hydrolyse acide in vitro mettrait en
évidence, selon les auteurs, la présence de plusieurs composés radiomarqués en plus de la ™C-
BMAA (mais selon une méthode jugée non fiable par le GT « BMAA »).
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Il a été observé in vitro que des homogénats de foie et de rein de rats SD incubés avec de la BMAA
donnent formation a de la méthylamine et a de I'acide 2,3 diaminopropanoique, non observés avec
des homogénats de cortex (Nunn & Ponnusamy, 2009).

Des groupes de rat Wistar males ont recu au 9°™ et au 10°™ jour post-natal par administration s.c.
une dose de 40, 150 ou 460 mg/kg p.c. de BMAA puis sacrifiés 24h aprés la derniére administration.
Les groupes comportaient respectivement 12, 13 et 13 animaux. L'analyse multivariée des profils
RMN du sérum des rats traités comparés aux rats témoins (n = 12) a permis d’identifier des
différences de concentrations pour 5 métabolites : D-glucose, lactate, 3 hydroxybutyrate, créatine et
acétate. Ces composés sont associés au métabolisme énergétique et a celui des acides aminés
(Engskog et al., 2013).

Chez le singe, 13 a 31% de la BMAA serait présente dans les urines sous forme de conjugués
(aprés hydrolyse d’échantillons d’urines) (Duncan et al., 1992"%).

5.1.4 Elimination

Chez le rat SD, la voie urinaire serait une voie mineure d’élimination (Duncan et al., 1991"°),
notamment moins de 10% de la radioactivité est retrouvée dans I'urine aprés administration orale de
“C-BMAA 3 la dose de 1 mg/kg p.c. (Garner et al., 2013™).

Chez le singe recevant 2 mg/kg p.c. par voie orale accompagnés de *H-BMAA, le taux de
récupération urinaire sur 48h de la molécule marquée est trés faible. Les voies biliaire et fécale
peuvent étre considérées comme des voies significatives (Duncan et al., 1992 ).

Une excrétion importante dans le lait a été rapportée chez des souris C57BL/6 allaitantes traitées
i.v. avec du C-BMAA a la dose de 0,7 mg/kg p.c. (n = 5). La radiographie de ces femelles montre
également la présence de radioactivité dans les canaux a lait (Andersson et al., 2013 “S).

5.1.5 Conclusion

La biodisponibilité orale de la BMAA a été étudiée chez deux espéces animales : le rat et le singe.
Bien que réalisées avec des méthodes analytiques classées non satisfaisantes, les données
suggerent une absorption importante et rapide.

Le passage de la barriéere hématoencéphalique a été montré chez le rat nouveau-né aprés
administration sous-cutanée de BMAA et chez la souris nouveau-né exposée par le lait de méres
ayant recu de la BMAA i.v.

La présence de BMAA dans les tissus (dont le cerveau) a été étudiée chez des rats adultes aprés
administration orale, i.v. ou s.c. mais selon une méthode analytique jugée non fiable du point de vue
quantitatif.

Concernant le métabolisme de la BMAA, les données sont trés lacunaires et n‘ont pas permis
d’identifier les produits de dégradation ni leur proportion relative au composé parent.

L’élimination urinaire de BMAA serait faible.

Hne excrétion importante par le lait de femelles allaitantes est rapportée chez la souris avec de la
C-BMAA.
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5.2 Toxicité chez I’animal de laboratoire

5.2.1 Voie orale

Cing études ont été identifiées et analysées, deux chez la souris et trois chez le singe.

Chez la souris

Des souris femelles CD1 (n = 12) ont regu par gavage une dose trés élevée d’'un mélange de D- et
L-BMAA (15,5 g/kg p.c. de L-BMAA) sur une période de 11 semaines (500 mg/kg p.c./j pendant 18
jours, puis 500 mg/kg p.c./j pendant les 28 jours suivants, et enfin 1000 mg/kg p.c./j pendant encore
30 jours). Un groupe témoin comportait 8 souris. Les souris n‘ont montré aucune anomalie
comportementale, etsymptédmes caractéristiques d’'une pathologie neurodégénérative type SLA ou
Parkinson (Perry et al., 1989"°). Les teneurs cérébrales en glutamate, aspartate (cortex) et
dopamine (striatum) étaient normales, a l'inverse de ce qui peut étre observé dans certaines formes
de SLA humaine. Les analyses histologiques du cerveau (cortex, hippocampe, striatum, substance
noire) et de la moelle épiniére n’ont montré aucune altération. Les auteurs rapportent la présence de
BMAA dans le cerveau des souris, mais selon une méthode jugée non fiable par le GT « BMAA ».

Des souris males CD-1 (n = 7) recevant une dose 28 mg/kg p.c./j de BMAA dans I'alimentation
pendant 30 jours n’ont montré aucune anomalie comportementale (coordination motrice, réflexes
moto-neuronaux, locomotion, force musculaire et mémoire) comparé a un groupe témoin (n = 7)
(Cruz-Agado et al., 2006). Selon les auteurs, la dose testée serait représentative d'une
consommation humaine de 2 chauves-souris de I'lle de Guam. Dans la méme étude, la BMAA n’a
induit aucune baisse de la densité cellulaire neuronale ou de réponse gliale. Les arguments
avancés par Karamyan & Speth, (2008) pour remettre en cause I'absence d’effets de la BMAA
concernent notamment les concentrations utilisées (trop basses dans cette étude), la fiabilité des
techniques employées, notamment sur le comportement animal, ainsi que le fossé entre la SLA
humaine et les modeéles expérimentaux de SLA, notamment murins.

Chez le singe

Des singes cynomolgus adultes méles ont regu par gavage quotidien différentes doses de BMAA
(100 a 350 mg/kg p.c./j) pendant plusieurs semaines (jusqu’a 12 semaines) selon un protocole
complexe. Le nombre de singes traités étaient de 13 et le groupe témoin comportait 5 animaux.
Selon les cas, certains animaux ont développé des faiblesses musculaires, des dysfonctionnements
des neurones cortico-moteurs a caractére parkinsonien ainsi que des anomalies du comportement
avec des changements dégénératifs au niveau du cortex cérébral et de la moelle épiniére. Ces
déficits moteurs ont pu étre atténués par I'administration de L-DOPA, précurseur de la dopamine
(Spencer et al., 1987a,b).

Plus récemment, des singes vervets juvéniles ont été nourris durant 140 jours avec de la BMAA
administrée dans de la banane a la dose de 210 mg/kg p.c./j (2 groupes, n = 6 et n = 8) ou 21 mg/kg
p.c./jour (n = 8) (Cox et al., 2016M5)." IIs ont développé une maladie neurofibrillaire (NFT) avec des
dépdts neuroamyloides et de la protéine Tau hyperphosphorylée dans le cerveau. Un effet dose-
dépendant a été observé pour la densité des enchevétrements neurofibrillaires. L’administration
conjointe par voie orale de sérine (également 210 mg/kg p.c./j) a diminué de maniére significative la
densité des enchevétrements neurofibrillaires. Les vervets sont moins sensibles que les macaques
a développer le tableau clinique. Toutefois, les protocoles d’administration de la BMAA par voie
orale des singes n’étaient pas les mémes : des ions bicarbonates ont été ajoutés dans la solution de
BMAA utilisée pour le gavage des macaques contrairement aux singes vervets, pour lequels la
BMAA a été administré sous forme solide (sans bicarbonate). D’autre part, les vervets sont porteurs
d’'une mutation du géne TTR codant pour la protéine transthyrétine qui conduit, chez 'Homme, a
développer une amylose. Les vervets pourraient ainsi présenter une sensibilité génétique a I'action
de la BMAA a l'origine des nombreuses Iésions histopathologiques observées (Spencer et al., 1987,
2015, 2016). La BMAA n’a pas été détectée chez les animaux du lot ttmoin. En revanche, elle a été
dosée sous forme liée a des concentrations de 0,24 et 2,2 mg/kg dans le cerveau de singes
exposés a la BMAA, ainsi que dans le sang et le LCR. Cette étude n’a toutefois pas tenté de

page 41/ 145 Avril 2017



Anses o rapport d’expertise collective Saisine « 2016-SA-0012 » Toxicité de la BMAA

corréler la présence de dépdbts neurofibrillaires et amyloides avec des déficits cognitifs de ces
animaux. Ceci aurait permis d’'attester que la BMAA, en plus d’induire des altérations de la matiére
grise cérébrale, est bien la cause de symptdmes que l'on retrouve dans les maladies
neurodégénératives, notamment sur les fonctions motoneuronales de contraction musculaire (voir
paragraphe sur la physiopathologie de la SLA).

5.2.2 Voie intra-péritonéale

Trois études ont été identifiées et analysées, une chez la souris et deux chez le rat.

Chez la souris NIH Suisse Outbred, 5 doses de BMAA ont été testées par administration unique (30,
300, 1000, 2000, 3000 mg/kg p.c.) respectivement a des groupes de femelles et de males
comportant 7, 7, 6, 6 et 6 animaux, avec une période d’observation de 14 jours. Le groupe témoin
comportait 3 animaux de chaque sexe. De maniére qualitative (sans analyse statistique de
I'ensemble de la dose-réponse), les auteurs ont défini une DLsgde 3000 mg/kg p.c. sur la base des
symptdbmes suivants ayant conduit a [l'euthanasie des animaux : myoclonie, convulsions,
miction/défécation incontrdlées dans les 20 min post-injection. La dose minimale avec effet (LOAEL
aigué) est de 2000 mg/kg p.c. (1/6 femelle moribonde). L’examen histologique sur 6 organes
(cerveau, foie, poumon, cceur, rate, rein) d’'un seul animal par groupe n’a montré aucune Iésion (Al-
Sammak et al., 2015"°). La BMAA a été détectée dans le cerveau et le foie de souris traitées et pas
dans ceux des témoins, mais selon une méthode jugée non fiable du point de vue quantitatif par le
GT « BMAA ».

Des groupes de 4 rats Wistar des 2 sexes ont recu des doses uniques ou réitérées jusqu’a 21 jours
de L-BMAA comprises entre 500 et 2000 mg/kg p.c. ou d’'un mélange racémique de D- et L-BMAA
jusqu’a 4 000 mg/kg p.c. (Seawright et al., 1990). Les rats ont montré des signes aigus de
neurotoxicité (mouvements circulaires, balancements puis dans un second temps ataxie) quelques
heures aprés I'administration. Avec la L-BMAA, des altérations histologiques de type excitotoxique
sont rapportées uniquement au niveau du cervelet (pas dans le reste du cerveau ni dans la moelle
épiniére).

De jeunes rats males Wistar sont traités au sevrage par 300 mg/kg p.c. de BMAA pendant 5 jours
(de Munck et al., 2015 ; Munoz-Saez et al., 2015). Des tests comportementaux ont été pratiqués
toutes les semaines pendant 14 mois. Des examens biologiques et histologiques ont été réalisés
sur le cerveau. Il a été observé une perte du volume musculaire unilatérale (gauche) jusqu’a 17%,
devenant bilatérale aprés 8 mois. Au niveau du cerveau, le volume du cortex cérébral est également
diminué de maniére bilatérale de 10 a 18%. Il est également observé un élargissement des
ventricules latéraux. Les observations neurochimiques montrent une élévation du glutamate et de la
taurine et une baisse de l'acide y-aminobutyrique (GABA) au niveau du cortex moteur. Les auteurs
estiment que le rat se révéle étre un bon modeéle reproduisant les symptédmes observés lors de la
SLA (de Munck et al., 2015).

5.2.3 Voie sous-cutanée

Trois études ont été identifiées et analysées, toutes chez le rat nouveau-né ou trés jeune.

Des groupes de rats SD nouveau-nés des 2 sexes ont regu des doses de BMAA pour le groupe A (n
= 12) : 500 mg/kg au 5°™ jour post-natal, B (n = 24) : 500 mg/kg au 2°™ et au 5°™ jour post-natal et
C (n=12): 100 mg/kg au 2°™ et au 5°™ jour post-natal (Dawson et al., 1998). Le groupe controle
comportait 24 animaux. Des tests psychomoteurs ont été pratiqués entre le 6°™ et le 84°™ jour
post-natal sur 5 a 14 animaux/groupe ainsi que des dosages hormonaux et neurochimiques. Il est
observé quelques cas de mortalité dans le groupe B. Les tests usuels comportementaux utilisés
n‘'ont montré que de faibles variations en limite de significativité. Aucun dysfonctionnement des
fonctions motrices n'a été observé a I'exception des membres postérieurs écartés et d’'une activité
locomotrice augmentée. Au niveau du poids des organes, seul celui des ovaires est plus élevé
(groupes A et B) et celui du cervelet diminué (groupes A male et B femelle). Au niveau hormonal, la
TSH est plus élevée (groupe A male), ainsi que I'lGF1 (groupe B male) et la T4 libre diminuée
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(groupe B femelle). Concernant I'aspect neurochimique, les seuls changements observés étaient au
niveau de la moelle épiniére, 'aspartate et le glutamate étant augmentés (groupe C femelle) au
niveau du cervelet, 'aspartate étant diminué (groupe A maéle) au niveau de I'hippocampe, la
sérotonine augmentée (groupes A et B femelle, groupes A, B et C males) et diminuée (groupe C
femelle).

Des groupes de rat Wistar males ont regu 200 ou 600 mg/kg p.c./j de BMAA au 9°™ et au 10°™ jour
post-natal (respectivement n = 8 et n = 11) (Karlsson et al., 2009a"°). Le groupe témoin comportait
8 animaux. Les animaux du groupe recevant la forte dose ont manifesté de sévéres troubles
neurologiques moteurs. Aprés sevrage, des tests comportementaux ont été pratiqués entre le 13°™
et le 27°™ jour post-natal. Les résultats ont montré une hyperactivité¢ avec une difficulté a la
locomotion et une perte du réflexe de redressement sans grand effet sur la performance musculaire.
Les fonctions cognitives semblent étre altérées. Certains animaux de la forte dose ont d0 étre
sacrifiés. Dans une autre publication (Karlsson et al., 2009b™°), les auteurs présentent les résultats
d’observations des rats agés de 10 a 22 semaines afin d’évaluer les effets a long terme chez
'animal adulte. Dans les tests pratiqués, les fonctions d’apprentissage spatial mais pas de la
mémoire spatiale a long terme testée 2 semaines aprés la phase d’acquisition étaient perturbés
sans lien avec les altérations des capacités motrices.

La méme équipe (Karlsson et al., 2011™%) a complété son protocole d’étude par un volet
comportemental chez des animaux exposés (n = 12) a des doses moindre de 50 et 200 mg/kg p.c./j
(ainsi qu’a la dose forte de 600 mg/kg p.c./j) au 9°™ et au 10°™ jour post-natal et un groupe témoin
de 12 animaux. Des observations ont été faites périodiquement chez les rats agés entre 13 et 26
semaines. Les deux plus faibles doses testées ont entrainé une altération de la mémoire spatiale
mais pas d’altération des autres types de mémoire, aucune anomalie histologique y compris au
niveau de I'hippocampe n’a été mise en évidence. A la forte dose, des pertes neuronales ont été
observées au niveau du cortex cingulaire et de I'hippocampe. Les auteurs estiment que ces
changements observés chez le rat ne coincident pas avec les observations post-mortem sur des
tissus de patients décédés de la SLA.

5.2.4 Autres voies d’administration

La toxicité de la BMAA a été étudiée par administration intracranienne, intracérébrale, intra-
cérébroventriculaire. Ces études ne sont pas décrites dans ce chapitre du rapport car elles ont été
jugées trop éloignées des conditions d’exposition de 'Homme mais dans le chapitre relatif aux
aspects mécanistiques de la neurotoxicité de la BMAA.

5.2.5 Limites des études de toxicité chez I’animal

La question des modéles animaux pour étudier des maladies humaines se pose dans le cas de
pathologies neurodégeénératives non existantes chez les animaux. La majorité des études in vivo
menées avec la BMAA a montré sa neurotoxicité, qui se traduit par des effets moteurs centraux et
fonctionnels. Cependant, cette neurotoxicité est difficile a corréler avec les symptémes observés
chez des patients atteints de SLA, dont la cinétique d’apparition est lente et complexe, et dont les
mécanismes physiopathologiques sont encore mal déterminés. Le modéle souris transgénique
SOD1 (mutations du géne de la superoxyde dismutase 1) est aujourd’hui considéré comme le plus
adapté pour étudier la SLA.

La plupart des travaux in vivo réalisés dans les années 80 ont utilisé des concentrations
relativement élevées de toxine (Spencer et al., 1987), incompatibles avec la consommation humaine
de végétaux contenant de la BMAA (Garruto et al., 1988 ; Duncan et al., 1990). Cette hypothése a
cependant été remise en cause, notamment en supposant une bioamplification de la BMAA par des
chauves-souris se nourrissant de graines de cycas, elles-mémes consommeées par les habitants de
I'lle de Guam (Cox & Sachs, 2002). Les quantités de BMAA effectivement ingérées par les
Chamorros seraient donc beaucoup plus élevées qu'on ne le pensait initialement.
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La plupart des études de toxicité in vivo a investigué les effets aigus de la BMAA. Relativement peu
d’études se sont intéressées aux effets chroniques, ce qui serait pourtant nécessaire pour
comprendre l'installation d’'une maladie neurodégénérative a cinétique lente.

La majorité des études in vivo sur la BMAA a été réalisée chez des rongeurs, et plus rarement chez
des primates. Il faut bien appréhender le paralléle scientifique qui est réalisé entre d’'un cété la
neurotoxicité d’'un acide aminé sur des modéles mammiféres assez éloignés de I'espéce humaine,
et de I'autre une pathologie neurodégénérative exclusivement observée chez 'lHomme (Karayman &
Speth, 2008). Cette limite doit conduire a la plus grande réserve quant a linterprétation des
données disponibles sur la BMAA et son réle putatif comme contributeur a la SLA. A cet égard, il
faut méme pouvoir envisager que les symptébmes engendrés par cette toxine chez des rongeurs
puissent étre différents de ceux qu’ils induiraient chez 'Homme, et qu’on ne retrouve pas
'équivalent de la SLA expérimentalement. Méme s’il existe des similitudes fonctionnelles entre
rongeurs et humains, les différences a prendre en compte sont nombreuses : organisation du
systéme nerveux central, nombre de neurones, capacit¢é de métabolisation de la BMAA, de
distribution.

Les études réalisés chez les primates sont a cet égard riches en enseignement car elles permettent
d’envisager une exposition longue, plus proche de la réalité d'une exposition chronique pour
I'Homme (Cox et al., 2016M5) :

- Bien qu’une biodisponibilité orale élevée ait été clairement démontrée chez deux espéces
animales, il serait trés hasardeux de transposer les observations vues aprés administration s.c.
ou i.p. a celles de la voie orale. Sans mesure de la concentration plasmatique ou d’un autre
biomarqueur, il est impossible de pouvoir comparer les expositions animales ayant recu la
BMAA par différentes voies physiologiques. La BMAA étant un contaminant alimentaire, la voie
orale doit étre prioritairement prise en considération.

- Les études chez I'animal nouveau-né ont toutes comporté une administration ciblée se situant
dans la période de grande sensibilité de développement du cerveau. Elle n'est pas identique
selon les auteurs ( 2°™ et 5°™ jour post-natal pour Dawson et al., 1998, 9°™ et 10°™ jour post-
natal pour Karlsson et al., 2009a"S, b™S). Ces choix ne reflétent pas la réalité d’exposition du
consommateur

- Pour certaines études, le choix des doses a été effectué sans la moindre logique ni justification.
Les résultats des études obtenus avec des dosées élevées sont difficilement interprétables :
Spencer et al. (singe) Perry et al. (souris) Dawson et al. (rat), Karlsson et al. (rat), Seawright et
al. (rat).

- L’étude de Dawson et al. (1998) est assez compléte d’un point de vue toxicologique par les
nombreux paramétres mesurés mais certains ont été réalisés sur un nombre d’animaux trés
faible (n=4) ne permettant pas de se prononcer de maniére significative.

5.2.6 Conclusions sur la toxicité chronique et aigué

Il est difficile de faire le bilan des données issues des études disponibles dans la littérature :
les concentrations en BMAA testées sont trés élevées, beaucoup ont utilisé une voie
d’administration non orale, le nombre d’animaux par groupe est faible, la période
d’administration ciblée sur la période de grande sensibilité de développement du cerveau ne
reflete pas la réalité d’exposition du consommateur.

La neurotoxicité de la BMAA est démontrée chez le rat et chez le singe mais les données
toxicologiques actuellement disponibles ne permettent pas d’identifier une dose sans effet
applicable a ’THomme.

Il semble exister une grande différence de sensibilité entre espéces, la souris adulte
paraissant résistante a la neurotoxicité induite par le BMAA méme pour des doses trés
élevées. L’origine de cette particularité mériterait d’étre élucidée.
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5.3 Génotoxicité

Un test d’Ames réalisé sur 5 souches de Salmonella typhimurium (TA97a, TA98, TA100, TA102 et
TA1535) avec 5 concentrations comprises entre 11 et 900 ug de BMAA/boite, avec et sans
activation métabolique, n’a montré aucune élévation significative du nombre de révertants. Un autre
test (SOS/umuC assay) a été réalisé avec 6 concentrations comprises entre 0,32 et 1000 ug de
BMAA/mI sur la souche de Salmonella typhimurium TA1535/pSK1002, avec et sans activation
métabolique, donnant également un résultat négatif (Novak et al., 2016).

5.4 Aspects mécanistiques : hypothéses sur le mode d’action de la
BMAA

Pour comprendre les effets de la BMAA observés in vivo, de nombreuses études ont cherché a
caractériser a I'’échelle cellulaire le mode d’action de cette toxine, en la testant notamment sur des
cellules neuronales.

5.4.1 Neurotoxicité de la BMAA

Les principales hypothéses sur le mode d’action de la BMAA telles qu’elles se dégagent des travaux
de toxicologie in vitro menés sur différents modéles cellulaires sont présentées ci-dessous.

5.4.1.1 Excitotoxicité et mort neuronale

Interaction avec les récepteurs glutamatergiques et dépendance au bicarbonate

Des études in vitro se sont attachées a caractériser le mode d’action de la BMAA sur des modéles
cellulaires spécifiques. De nombreuses études in vitro menées sur des cellules issues de rongeurs,
sangsue, et des lignées humaines, ont révélé les effets neurotoxiques de la BMAA. Son caractére
excitotoxique, c’est-a-dire le processus de mort cellulaire se produisant suite a I'activation d’acides
aminés excitateurs (glutamate) est le mécanisme le plus souvent proposé (Chiu et al., 2013).

La BMAA a tout d’abord été testée a des concentrations relativement importantes (1 a 3 mM) sur
des cultures primaires de neurones corticaux de souris (Weiss & Choi, 1988). Dans ces travaux, la
BMAA induit des effets neurotoxiques et neuroexcitateurs si I'on ajoute dans le milieu extracellulaire
des concentrations physiologiques (10 mM) de bicarbonate HCOj'. Le bicarbonate est supposé
interagir avec la toxine pour lui fournir le substrat nécessaire (un groupe carboxylique) a l'interaction
avec les récepteurs glutamatergiques (Weiss & Choi, 1988). Cette dépendance au bicarbonate a
été constatée dans d’autres étude in vitro, y compris dans des cellules non neuronales comme les
cellules gliales, mais la-encore a des concentrations élevées de toxine, de 0,5 8 3 mM (Chiu et al.,
2013). La conjugaison de la BMAA au bicarbonate est susceptible de conduire a une molécule
structurellement apparentée au glutamate, jouant le rble d’agoniste des récepteurs
glutamatergiques, en particulier les récepteurs ionotropiques de type NMDA (Weiss et al., 1989a).

La liaison du glutamate a des jonctions synaptiques de cerveaux de rats est inhibée par la BMAA
(Clsgp 1 mM), mais seulement en présence d'ions bicarbonate (20 mM) (Richter & Mena, 1989). Les
ions HCO3; semblent donc indispensables a I'activité in vitro ou ex vivo de la BMAA. Cette
découverte a permis de faire sauter un verrou mécanistique, et de rendre compte de résultats
négatifs, générés sur des tissus fraichement isolés, baignés dans un milieu dépourvu de
bicarbonate. La présence d'ions bicarbonate a pH physiologique a donc créé des conditions idéales
pour la formation d'adduits de carbamate, et a été utilisée par la suite pour caractériser le mode
d’action de la toxine. La BMAA réagit in vitro avec du CO, pour former ces composés carbamates,
en condition de [HCO®] physiologique. A 37°C et pH 7,4, la BMAA donne deux adduits, o-N-
carboxyanhydride et p-N-carboxyanhydride. Ces deux adduits sont susceptibles d’étre impliqués
dans la neurotoxicit¢é de la BMAA, par leur homologie structurale avec le glutamate (Myers &
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Nelson, 1990). D’autres expériences de neurotoxicité cellulaire sur neurones corticaux ont montré
que la BMAA se lie a des récepteurs glutamatergiques de type NMDA et non-NMDA (Weiss et al.,
1989).

Des injections intracérébrales de BMAA (400 ug) a des rats, au niveau de la substance noire
(contréle moteur), ont également été réalisées. lls aboutissent, aprés une semaine, a une diminution
des teneurs en noradrénaline hypothalamique, sans affecter les niveaux de dopamine ou de
sérotonine (Lindstrom et al. 1990). Cet effet pourrait étre consécutif a I'interaction de la BMAA sur
les récepteurs NMDA. Des études de liaison spécifique in vitro montrent que la toxine agit, a 1 mM
et toujours en présence de concentrations physiologiques de bicarbonate (25 mM), en ciblant des
récepteurs ionotropiques (NMDA) et métabotropiques du glutamate de tranches d’hippocampe
prélevées sur des cerveaux de rats (Copani et al., 1991). La spécificité de la BMAA a I'égard d’un
sous-type de récepteurs glutamatergiques est donc assez relative, et d’autres études ont proposé
que son activité agoniste pouvait s’exercer simultanément sur des récepteurs différents du
glutamate, aprés injections intracérébroventriculaire de BMAA (500 pug/jour), pendant 60 jours
(Rakonczay et al., 1991). Les effets de la BMAA sur 'homéostasie du Ca® intracellulaire ont
également été évalués, dans des cellules de cerveau de rats nouveaux-nés : la toxine (5 mM) induit
une trés faible augmentation de la concentration intracellulaire de Ca?*, qui devient importante
lorsque I'on ajoute du HCOj3 dans le milieu extracellulaire (Brownson et al., 2002). Ces données
confirment le rbéle central des ions HCOs dans le mécanisme d’action de la BMAA, et sa
métabolisation, ainsi que la déstabilisation de ’homéostasie calcique, prélude a des phénomeénes
pro-apoptotiques.

La SLA se caractérisant par une mortalité des motoneurones, la toxicité de la BMAA a été testée sur
des motoneurones in vivo et in vitro. Des injections intracraniennes (striatum) (10 pl a une
concentration de 100 mM) chez des souris montrent que la toxine induit la mort de neurones
hippocampiques in situ. Ces résultats sont confirmés in vitro, car la BMAA exerce un effet
cytotoxique dose-dépendant (50 pM a 1 mM) sur une lignée cellulaire spinale proche des
motoneurones (Buenz & Howe, 2007). Plus récemment, des injections intrathécales prolongées de
BMAA (5 mM) aboutissent, chez le rat sauvage, et d’'une maniére comparable a des rats SOD1 non
intoxiqués, a une dégénérescence des motoneurones (Yin et al., 2014). In vitro, la BMAA a des
concentrations relativement faibles (10 pM) potentialise la mort neuronale induite par d’autres
molécules neurotoxiques (NMDA, kainate, amyloide-3, MPP+). Cette observation suggére que la
BMAA est susceptible d’agir a faibles concentrations comme co-acteur d’'un phénomeéne
neurodégénératif impliquant d’autres molécules. Cette neurotoxicité implique les récepteurs
glutamatergiques ionotropiques (NMDA) et métabotropiques (mGIuR5) (Figure 4), ce qui suggére
que la BMAA est excitotoxique via différentes cibles moléculaires (Lobner et al., 2007). Enfin, a
concentrations moyennes a fortes (30 uM a 1 mM), la BMAA a induit la mort des motoneurones in
vitro. Cet effet est inhibé par I'addition d’un antagoniste des récepteurs ionotropiques AMPA/kainate.
La toxine induit une augmentation de la concentration en Ca?* et la génération d'espéces réactives
de l'oxygene, autant d’effets réduits sur des neurones spinaux (Rao et al., 2006). Cette interaction
de la BMAA avec la transmission glutamatergique a été également testée sur des neurones
d’invertébrés (la sangsue Haemopis sanguisuga). La toxine (0,1 a 1 mM) induit une dépolarisation
membranaire dose-dépendante des cellules de ganglions nerveux. Cet effet implique une action sur
les récepteurs ionotropiques non-NMDA. Consécutivement, une augmentation de la concentration
intracellulaire en Na* et une diminution de la concentration intracellulaire en K se produisent. Ces
résultats suggeérent que la BMAA pourrait initier des meécanismes excitotoxiques par I'activation
d'autres récepteurs ionotropiques non-NMDA (Lopicic et al., 2009).

Bien que le role de la BMAA dans la survenue de maladies neurodégénératives humaines soit
encore largement débattu, la toxine agit in vitro sur des neurones en culture par des mécanismes
impliquant une suractivation des récepteurs glutamatergiques. D’'un point de vue chimique, il
manque a la BMAA le groupe carboxylé du glutamate, caractéristique des acides aminés
excitateurs, et un groupe amine.
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Interaction avec la neuromélanine

S’il est bien lié a une exposition a la BMAA, la spécificité du syndrome de I'lle de Guam suppose
d’'une part que la BMAA elle-méme ou 'un de ses métabolites ait la capacité a franchir la BHE et
d'autre part, qu’il existe un mécanisme neurotoxique ciblant spécifiguement les structures
impliquées dans le contrble des mouvements volontaires, notamment la substance noire (SN), une
zone cérébrale qui tire son nom du pigment sombre qu’elle contient: la neuromélanine. La
biodisponibilité de la BMAA dans le SNC est encore sujette & discussion (Karlsson et al., 2015 ;
Anderson et al. 2016™°) et les travaux portant sur les mesures de BMAA dans le cerveau de
patients sont contradictoires (Murch et al 2004"° ; Montine et al., 2005 ; Bertzon et al., 2015™). La
mélanine et la neuromélanine se retrouvent concentrées dans quelques rares structures du SNC
humain dont le locus coeruleus, la SN et I'épithélium pigmentaire rétinien (EPR). Dans la SN, elle
sert notamment de biomarqueur pour suivre, en imagerie médicale, I'évolution de pertes en
neurones dopaminergiques dans la maladie de Parkinson (Isaias et al., 2016). De plus, une atteinte
de la neuromélanine de la SN est une des hypothéses actuelles du développement de la maladie de
Parkinson chez les patients (Zecca et al., 2003). Il a ainsi été montré que certains composés
chimiques connus pour induire un syndrome parkinsonien comme le I-methyl-4-phenyl-1,293,6-
tetrahydropyridine (MPTP) se lient effectivement a la neuromélanine et que le complexe formé est
neurotoxique. Les mémes auteurs ont également montré que la chloroquine, un antipaludique, entre
en compétition avec le MPTP pour la liaison a la neuromélanine et protége les singes traités de
'apparition de troubles parkinsoniens (D’amato et al., 1987). Comme le MPTP, la BMAA aurait la
capacité de lier la mélanine dans divers tissus dont le SNC (Karlsson et al., 2009c),.12 jours apres
l'injection de BMAA radiomarquée (0,91 ug/kg), une accumulation importante est détectable dans
'EPR indiquant un passage de la barriére hémato-rétinienne chez la souris C57/bl6. Ces zones
d’accumulation dans les tissus pigmentés ne sont pas observées avec des souris albinos, indiquant
une possible interaction avec la mélanine présente dans les cellules de 'EPR. La courbe de liaison
BMAA/mélanine est biphasique suggérant deux sites de liaison a affinités différentes, avec une
capacité de liaison maximale de 0,34 et de 60,8 nmoles/mg respectivement. Comme la souris est
dépourvue de neuromélanine dans la SN, les auteurs ont utilisé en paralléle le modéle amphibien.
Des expériences d’injection de BMAA tritiée ont été menées sur des grenouilles (7,3 pg /kg poids
corporel ; s.c) et des souris (7,3 pug/kg poids corporel; i.v), euthanasiées 30 min, 1h, 3 h, 24h et 12
jours apres l'injection. Dans I'ensemble des tissus étudiés, 'accumulation de BMAA est corrélée a la
présence de neuromélanine néoformée, suggérant une capacité de stockage élevée de la BMAA
dans les cellules riches en pigment. Cet propriété de la BMAA permettrait de corréler les divers
aspect cliniques, type maladie de Parkinson et rétinopathie pigmentaire, observés chez les patients
de Guam (Karlsson et al., 2009c).

La liaison de la BMAA a la mélanine néosynthétisée pourrait conduire a une altération du polymeére
de mélanine néoformée, la rendant moins efficace pour piéger les métaux lourds ou plus sensible a
la dégradation comme observé avec le MPTP (Jimbow, 1995 ; Mars & Larsson, 1999 ; Zecca et al.,
2003). De plus, la voie de synthése de la neuromélanine est commune avec celle des
catécholamines, dont la dopamine, un neurotransmetteur essentiel dans le contréle du striatum
(Krone et al., 2016). Il a été suggéré que la synthése de neuromélanine a partir des catécholamines
pourrait permettre d’éviter 'accumulation de produits d’oxydation de la dopamine tels que les
quinones qui sont connues pour étre hautement neurotoxiques. La BMAA pourrait perturber cette
voie de synthése et induire une accumulation de produits intermédiaires du catabolisme des
catécholamines impliqués dans des processus d’oxydation regroupant un dysfonctionnement
mitochondrial, une accumulation de radicaux libres, une peroxydation lipidique, une agrégation
protéique et une activation microgliale, conduisant a un vieillissement neuronal précoce communs a
de nombreuses pathologies neurodégénatives (McManus et al., 2011 ; Heitz et al., 2012 ; Lastres-
Becker et al ., 2012 ; Dariani et al., 2013 ; An et al., 2014 ; Eleuteri et al., 2015 ;Tan et al., 2015).
Enfin, en interagissant avec ce pigment mais sans y étre incorporée, la BMAA pourrait étre stockée
de nombreuses années avec la possibilité d’'un relargage tout au cours de la vie, pouvant conduire a
des atteintes chroniques au niveau cérébral notamment un état inflammatoire permanent et une
gliose réactionnelle contribuant au développement de pathologies neurodégénératives
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La neuromélanine permettrait le stockage de la BMAA dans des structures cérébrales précises et
les concentrations atteintes au niveau local pourraient induire une neurotoxicité ciblée, uniquement
dans les neurones riches en neuromélanine et les tissus proches lors d’un relargage de la BMAA.
Ce phénoméne s’établirait sur de nombreuses années. Cette hypothése pourrait expliquer (i) la
difficulté de corrélation entre les taux plasmatique et cérébraux de BMAA, de nombreuses études
ayant été réalisées sur des zones cérébrales largement dépourvues en neuromélanine, (ii) la
neurotoxicité originale de la BMAA — telle que décrite dans le syndrome de I'lle de Guam —
regroupant un syndrome parkinsonien, une SLA, la maladie d’Alzheimer et une rétinopathie
pigmentaire rare, (iii) 'impact a trés long terme de la BMAA sur les populations exposées.

Dans le cadre de cette hypothése, il pourrait donc étre intéressant (i) de se focaliser sur les
structures riches en mélanine et neuromélanine pour les dosages de BMAA dans le SNC incluant le
locus cceruleus, la substance noire et le tissu rétinien, (ii) d’utiliser préférentiellement lors
d’expérimentation animales, des espéces riches en neuromélanine (Marsden, 1961) et d’éviter le
modéle murin, quasi dépourvu de cette substance au niveau cérébral (Barden & Levine, 1983). Ces
différences inter-espéces importantes dans leur expression régionale de neuromélanine pourraient
ainsi apporter un début d’explication a des études contradictoires sur I'effet de la BMAA dans le
cerveau lorsqu’elles comparent modéle souris (pauvre en neuromélanine) et modéle simien (riche
en neuromélanine), (iii) de suivre les fonctions rétiniennes des personnes ou animaux exposeées a la
BMAA. En effet, les travaux sur divers modéles animaux indiquent que la rétine semble étre une
cible de la BMAA (Zeevalk et al, 1989 ; 1994 ; Santucci et al. 2009). Chez I'humain, une
rétinopathie pigmentaire a été identifiée chez 50% des patients de I'lle de Guam présentant
également des troubles de type maladie de Parkinson/maladie d’Alzheimer (Cox et al., 1989 ;
Campbell et al., 1993 ; Hanlon et Steele, 1993 ; Steele et al., 2015). Cette affection rare présente
de plus des similarités avec celle observée en cas de surdosage a la chloroquine, un antipaludique
qui se lie a la mélanine et a la neuromélanine (Dayhaw-Barker, 2002). Les tests classiques
d’exploration fonctionnelle de la vision (électrorétinogramme, tomographie a cohérence optique,
fond d’ceil, angiographie...) permettent de détecter avec précision des atteintes physiologiques ce
qui pourrait constituer un moyen rapide et non-invasif de tester des populations exposées a la
BMAA (McGeere & Steele, 2011). La co-occurrence de deux pathologies rares chez le méme
patient (SLA et rétinopthie) pourrait donc constituer une signature caractéristique de I'exposition a la
BMAA et permettre de discriminer ces cas des autres SLA sporadiques observées dans la
population globale.

5.4.1.2 Caractérisation des acteurs intracellulaires impliqgués dans la neurodégénérescence induite
par la BMAA

Hyperphosphorylation de Tau

La protéine neuronale Tau (Tubulin-Associated Unit) est associée aux microtubules et a été
identifite comme étant le composant majeur des paires de filaments en hélice (Paired Helical
Filaments, PHF) qui constituent les dégénérescences neurofibrillaires (DNF), supposées a l'origine
de la maladie d’Alzheimer. Les protéines Tau de la DNF sont agrégées et anormalement
phosphorylées. Différentes études ont montré que la BMAA joue un réle sur le niveau de
phosphorylation de cette protéine Tau, soit en inhibant l'activité de sa principale phosphatase,
PP2A, soit en augmentant I'activité de la kinase GSK3p. Ainsi, la BMAA agit comme un agoniste de
certains récepteurs métabotropiques du glutamate comme mGIuR5 (Liu et al., 2009 ; Arif et al.,
2014,). L’activation de ce récepteur dans des cultures primaires de neurones corticaux entraine une
forte diminution de l'activité de la PP2A. En effet, I'activation de mGIuR5 par la BMAA provoque une
dissociation entre PP2A et mGIuRb5, suivie d’'une phosphorylation de PP2A sur un résidu tyrosine en
position 307 par une kinase de la famille Src. La diminution de I'activité phosphatase de la PP2A
aboutit a une hyperphosphorylation de Tau. Il a été montré que dans les cerveaux des indiens
Chamorros de I'lle de Guam atteints de SLA/maladie de Parkinson, l'activité catalytique de PP2A
est significativement réduite (Arif et al., 2014).
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D’autres études ont également montré que la BMAA peut entrainer une augmentation de la
synthése et de I'activité kinase de la GSK3[ dont 'une des cibles est la protéine Tau (de Munck et
al, 2013 ; Munoz-Saez et al., 2013, 2015). Il a également été montré que l'inhibition de I'activité de
GSKa3 inhibe les effets toxiques de la BMAA. Ces résultats ont été retrouvés a la fois lors de
I'utilisation d’inhibiteurs chimiques de GSK3 et de molécules naturelles comme la sphingosine-1
phosphate ou encore I'acide isolecaronique (Munoz-Saez et al., 2015 ; de Munck et al., 2016 ; de
Pedro et al., 2016).

Réle de TDP-43

TDP-43 (protéine de liaison d'ADN de réponse transactionnelle 43 kDa) est une protéine codée par
le géne TARDBP, localisée dans le noyau cellulaire de la plupart des tissus. Elle se lie a I'ADN et
participe a la régulation de la transcription. Cette protéine peut également se lier a I'ARN pour
assurer sa stabilité. En coupant et en réarrangeant les ARNm par épissage alternatif, TDP-43
contréle la production de différentes versions de certaines protéines. Au moins 60 mutations dans le
geéne TARDBP ont été identifiées chez des patients atteints de SLA. La majorité de ces mutations
affecte la région de la protéine impliquée dans le traitement de I'ARNm, ce qui perturbe la
production d'autres protéines. Les modifications de la protéine TDP-43 entrainent des anomalies de
repliement qui conduisent a la formation d’agrégats protéiques, qui ont été trouvés dans les
motoneurones chez certains patients atteints de SLA. Il n'est pas clairement établi si ces agrégats
causent la mort des cellules neuronales aboutissant a la SLA, ou s’ils sont un sous-produit d'une
cellule mourante. Certains patients atteints de SLA causée par des mutations du géne TARDBP
développent également une affection appelée démence fronto-temporale (DFT), qui est un trouble
cérébral progressif affectant la personnalité, le comportement et le langage. Les individus qui
développent les deux conditions sont diagnostiqués comme ayant une SLA-DFT.

Plusieurs études in vitro et in vivo suggérent que la BMAA entraine une surexpression de TDP-43
ainsi que la formation d’agrégats protéiques (de Munck et al., 2013 ; Munoz-Saez et al., 2013 ;
Karlsson et al., 2015 ; Yin et al., 2014 ; Munoz-Saez et al., 2015). Munoz-Saez et al. (2013) ont
montré une accumulation de formes tronquées (fragment C-terminal), phosphorylées et de haut
poids moléculaire dans des neuroblastomes humains en culture en présence de BMAA. Ces formes
particulieres de TDP-43 sont présentent chez les patients atteints de SLA et de DFT (Munoz-Saez
et al., 2013). Ces résultats ont également été retrouvés dans le cerveau (cervelet et hippocampe) de
rats traités par de la BMAA, ainsi que dans la moelle épiniére ou elles s’accumulent dans les
motoneurones.

5.4.2 Incorporation protéique de la BMAA

Un mécanisme par lequel la BMAA exercerait ses effets neurotoxiques est sa capacité a étre
incorporée dans les protéines au cours de la synthése protéique (Glover et al., 2014 ; Karlsson et
al., 2014). Cette incorporation aurait lieu uniquement a la place des résidus alanine et sérine (Glover
et al., 2014, Dunlop et al., 2013).

Une étude in vivo avec injection sous-cutanée de BMAA marquée au “C a mis en évidence la
présence de la toxine dans les tissus hépatiques et nerveux aprés 24h (Karlsson et al., 2014). Les
concentrations en BMAA retrouvées dans les tissus sont comparables entre le foie et
I'hypothalamus mais sensiblement plus faibles dans I'hypophyse. Si une partie du composé se
retrouve sous forme protéique au niveau du foie, ce phénoméne semble étre plus faible dans
I'hypothalamus et I'hypophyse (1 a 10% des taux hépatiques en fonction des doses injectées). En
revanche, aprés 28 semaines, aucune trace de BMAA n’a pu étre détectée chez le rat adulte tant au
niveau du foie que des diverses structures du SNC testées (hypothalamus, hippocampe,
hypophyse, putamen), suggérant une clairance dans ces structures au cours du temps.

Ce phénomeéne d’incorporation protéique de la BMAA entrainerait des défauts de repliement de ces
protéines (« misfolding » en anglais), et donc une accumulation de protéines au niveau lysosomal
(Dunlop et al., 2013). Cette anomalie de synthése protéique associée a une entrée massive de Ca*
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conduit également & des phénoménes de stress au niveau du réticulum endoplasmique, a des
dérégulations des systémes de réduction/oxydation (« redox »), ainsi qu’a une activation de
certaines caspases pro-apoptotiques comme la caspase-12 et donc a la mort cellulaire (Perry et al.,
1989, Buenz et al., 2007, Lobner et al., 2007, Santucci et al., 2009, Liu et al., 2010, Karlsson et al.,
2012, Chiu et al., 2013, Karlsson et al., 2013, de Munck et al., 2013, Okle et al., 2013,). Une étude a
trés recemment montré que la protéine SOD1 (dont des mutations sont responsables de formes
familiales de la SLA, voir chapitre 4.3), méme dépourvue de son activité dismutase, prévient les
effets neurotoxiques de la BMAA sur des cultures primaires de motoneurones en activant une voie
Ca?'/Akt/Erk dépendante (Petrozziello et al., 2017).

Enfin, une récente étude protéomique a montré que I'exposition d’embryons de poisson-zébre a la
BMAA induit une augmentation de la synthése de protéines associées a la signalisation des
récepteurs du glutamate ainsi que dans 'homéostasie protéique, le métabolisme oxydatif et la mort
neuronale (Froyset et al., 2016). Une hypothése envisagée pourrait donc étre que cette
incorporation protéique anormale de BMAA a la place de résidus sérine affecte plusieurs voies de
signalisations cellulaires régulées par des mécanismes de phosphorylation.

Il serait intéressant de connaitre la nature des protéines dans lesquelles la BMAA pourrait
s’incorporer a la place des résidus sérine et d’étudier le réle de cette « misincorporation protéique»
dans la physiopathologie de la SLA.

Sous I'hypothése de mécanismes de type prion (évoqué au paragraphe 4.5), la BMAA pourrait
favoriser ou initier l'acquisition d’'une conformation pathologique (« misfolding ») de certaines
protéines qui l'auraient intégrée. Cette mauvaise conformation serait ensuite susceptibe de se
propager au sein des protéines natives et de cellule a cellule, sans que l'agent qui a initié ce
phénoméne soit encore présent. Ce type d’hypothése mériterait d’étre exploré.

5.4.3 Conclusion

Si le mode d’action complet de la BMAA reste a établir, il est clair que cette molécule a la capacité
d’'induire des effets neurotoxiques. Plusieurs voies semblent impliquées dans cette activité. La
BMAA a la capacité de traverser la BHE, pour atteindre le SNC. A de faibles concentrations in vitro,
la BMAA peut agir comme agoniste de récepteurs ionotropiques et métabotropiques du glutamate,
ce qui entraine une stimulation accrue des motoneurones, conduisant progressivement a des
mécanismes Ca®*-dépendants d’apoptose cellulaire. Cette hypothése excitotoxique, largement
revendiqueée in vitro, trouve sa limitation dans les concentrations importantes nécessaires a
reproduire des effets in vivo (Duncan et al., 1991“3). L'interaction de la BMAA avec la
neuromélanine, un pigment présent dans les zones dopaminergiques du cerveau et dans la rétine,
pourrait étre a l'origine d’'une activité neurotoxique s’établissant sur des temps longs, compatibles
avec linstallation d’'une pathologie neurodégénérative. Mais elle est également susceptible de
s’incorporer a certaines protéines neuronales, a la place de résidus alanine ou sérine, induisant un
mauvais repliement protéique, des mécanismes d'agrégation et I'apoptose cellulaire (Glover et al.,
2014). Cette incorparation protéique de BMAA est compatible avec une bioaccumulation toxique
dans les cellules couplée a une libération progressive de BMAA dans le SNC au cours des années
en fonction du turn-over protéique. |l est bien établi qu'une incorpation d’acides aminés canoniques
a une fréquence aussi faible que 1/10 000 peut entrainer une neurodégénérescence expérimentale
chez les animaux de laboratoire (Lee et al., 2006). L'incorporation de la BMAA dans les protéines
des organismes eucaryotes a été montrée dans diverses lignées cellulaires humaines (fibroblastes,
neuroblastomes, cellules endothéliales) (Dunlop et al., 2013). Mais cette hypothése est
controversée in vivo, car des expériences ont montré, au bout de plusieurs semaines, I'incorporation
minoritaire et précoce de la toxine dans des protéines hépatiques et cérébrales puis son absence a
long terme dans les mémes tissus (Karlsson et al., 2014). La BMAA semble également induire une
augmentation de la présence de biomarqueurs de plusieurs maladies neurodégénératives, comme
la protéine Tau hyperphosphorylée et la présence de plaques neurofibrillaires (syndrome
parkinsonien), ou encore la forme agrégée de TDP-43 (SLA). La toxine induit en effet une
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augmentation de la protéine Tau hyperphosphorylée, via la diminution de la phosphatase 2,
consécutivement a I'activation du récepteur glutamatergique mGIuR5.

En conclusion, si la BMAA ne peut étre considérée comme une cause de la SLA, I'hypothése qu’elle
soit un facteur favorisant des phénoménes neurotoxiques est haute, principalement par son
caractére versatile a activer des mécanismes a [I'ceuvre dans plusieurs pathologies
neurodégénératives.

5.5 Inventaire des analogues structuraux proches de la BMAA et
comparaison de leurs effets pharmacologiques et toxicologiques
avec ceux de la BMAA

Cette section mentionne les spécificités pharmacologiques et toxicologiques de substances
connues comme analogues structuraux proches et isoméres de position de la BMAA en relation
avec les récepteurs du glutamate (Kdles et al., 2016).

5.5.1 Les analogues structuraux de la BMAA et leurs effets
a) Acide N-méthyl-D-aspartique (NMDA)

Le NMDA est une substance hydrosoluble de synthése qui n’est pas retrouvée normalement au
niveau biologique. Il est utilisé pour caractériser un type de récepteurs du glutamate, appelés alors
«récepteurs NMDA ». Par ailleurs, la forme neutre de l'acide kynurénique, le kynurenate, est un
antagoniste non compétitif de ces récepteurs (et des autres du glutamate et donc un neuro
protecteur potentiel) (Stone, 2001).

Du point de vue structural, le NMDA est trés proche de la structure de la BMAA, avec pour seule
différence, un —COOH qui remplace le—-NH2. Le NMDA est plus proche du glutamate que la
molécule de BMAA qui ne posséde qu’une seule fonction acide.

Acide N-méthyl-D-aspartique B-N-méthylamino-L-alanine Acide glutamique
(NMDA) (BMAA)
O O a
HC Huc'h..H H HOJY\/LOH
L T NH,

O HM._

Figure 5 : Structures du NMDA, de la BMAA et de I’acide glutamique

Cette analogie structurale permet d’expliquer le méme mode d’action du NMDA et du glutamate sur
certains récepteurs du glutamate (le NMDA est un agoniste spécifique des récepteurs du glutamate
de type NMDA). A la différence du glutamate, le NMDA ne se lie et n’agit que sur les récepteurs
NMDA et n’a aucun effet sur les autres récepteurs du glutamate.

Au point de vue toxicologique : le NMDA agit comme un excitotoxique, c’est-a-dire une substance
qui excite en permanence des neurones (ceux qui sont ciblés par le tropisme propre a cette
substance) sans que ceux-ci ne puissent la dégrader, ce qui entraine leur mort. Le NMDA n’est pas
connu comme pouvant s’incorporer par erreur dans les protéines. Un syndrome rare est associé a
une maladie autoimmune bloquant les récepteurs du NMDA au niveau du cerveau ce qui se traduit
par une encéphalite réversible aprés suppression des autoanticorps (Dalmau et al., 2008). Kdles et
al., (2016) rappellent que les récepteurs NMDA jouent un réle central dans les pathologies
neurodégénératives.
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b) B-N-Oxalylamino-L-alanine (BOAA ou 3-ODAP)

Ce composé est un analogue structural du glutamate. La BOAA est retrouvé dans Lathyrus sativus
(Gesse).

Du point de vue structural, la similarité de la BMAA avec la BOAA est forte. La seule différence
est que le radical CH3- est remplacé par un radical oxalyl COOH-CO-. La partie commune entre ces
deux neurotoxines est donc -NH-CH2-CH(COOH)-NH2. La similarité de structure de la BOAA avec
le glutamate est encore grande, avec ses deux fonctions —COOH.

B-N-Oxalylamino-L-alanine B-N-méthylamino-L-alanine Acide glutamique
(BOAA) (BMAA)
O O 0 o o]
HO\'I)I\NI\A)'\OH HuC\N H HOWOH
Q H H, H H, NH,

Figure 6 : Structures de la BOAA, de ’acide glutamique et de la BMAA

Au niveau pharmacologique, la BOAA agit sur les récepteurs du glutamate de type NMDA au
niveau post synaptique (Koenig et la., 2015) aussi bien que sur ceux non NMDA (Weiss et al., 1989;
Allen et al., 1993 ; Olney , 1994 ; Goto et al., 2012), par un mécanisme d’excitotoxicité (Chang et al.,
1993 ; Olney, 1994). Sur coupes fines de cerveaux de souris, la neurotoxicit¢ de la BOAA
semblerait 1 million de fois plus forte que celle de la BMAA selon Pai et al, (1993). La
stéréospécificité fait aussi partie des conditions d’action de la BOAA (Kisby and Spencer, 2011).
Trés souvent les études sur neurones in vitro ont été faites a la fois avec la BMAA et le BOAA ce qui
montre bien la proximité d’action de ces deux types de molécules du point de vue pharmacologique
et toxicologique (Weiss et al., 1989 ; Chang et al., 1993 ; Kisby and Spencer, 2011). Dans ces
publications, ces deux toxines sont présentées comme des excitotoxines structuralement proches et
seraient impliquées dans la pathogénése de deux maladies invalidantes sur le plan moteur : ALS-
PDC de Ille de Guam et le Lathyrisme. Malgré ces similitudes (structurales et I'action invalidante
motrice) leurs symptdmes sont néanmoins différents.

Au niveau toxicologique, la BOAA est une neurotoxine responsable dun syndrome de
dégénération des motoneurones appelé « neurolathyrisme » di a la surconsommation des graines
de Lathyrus sativus, contenant jusqu'a 1% de BOAA / 3-ODAP (Tan et al., 2017). Les symptémes
montrent divers degrés d’incapacité a marcher (paraparésies spastiques) jusqu’a une paralysie
compléte et dans les cas extrémes a la mort. C’est un syndrome non progressif : si I'ingestion de
Lathyrus sativus est arrétée, les atteintes restent en I'état. De telles intoxications ont été décrites en
période de famine dans différents pays (Chine, Inde, Ethiopie) et en Espagne au 19°™ et 20°™°
siécle (Gimenez-Roldan et Spencer, 2016).

Au niveau du mode d’action, I'étude de Tan et al., (2017) indique que la BOAA/B-ODAP peut se
combiner avec les récepteurs AMPA présents sur la surface des cellules gliales et active
anormalement ces récepteurs, favorisant I'entrée d’ions Ca®" dans le cytoplasme. Ces derniers
seraient absorbés par les mitochondries entriinant leur disfonctionnement (diminution du potentiel
de membrane et interférence avec la production d’ATP). Par ailleurs, la sur-activation des
récepteurs AMPA entrainerait des réactions en cascade ayant pour finalité linhibition de la
polymérisation des filaments d’actine entrainant des Iésions du cytosquelette. Les auteurs de cette
étude évoquent certaines étapes communes de cette réaction en cascade avec certains
mécanismes observés pour la maladie d’Alzheimer.

c) Acide domoique (AD)

Du point de vue structural, méme s’il semble éloigné de l'acide glutamique, I'acide domoique
présente la séquence HOOC-CH2-CH-CHNH(R2)-COOH dans une configuration particuliére
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contrainte qui est celle de I'acide kainique. L’acide domoique est un agoniste excitotoxique des
récepteurs du glutamate, I'acide kainique étant une substance de référence qui détermine un sous-
type des récepteurs de I'acide glutamique, celui des récepteurs de type kainique.

Acide domoique Acide kainique

OH
4 L

Q\H,OH
H o

Figure 7 : Structures de 'acide domoique et de I’acide kainique

Au niveau toxicologique, I'acide domoique est une phycotoxine marine produite par certaines
diatomées (phylum des diatomées qui produit aussi la BMAA) qui agit de maniére prédominante
comme agoniste excitotoxique des récepteurs AMPA/kainate du glutamate avec une prédilection
pour I'hippocampe et le noyau amygdaloide. Cette action induit rapidement de désordres mentaux
incluant une perte de mémoire et une désorientation importante dans les 24 a 48h aprés I'ingestion
de fortes doses. De plus, lingestion périnatale de faibles doses peut avoir des conséquences
neurotératogénes (Doucette et Tasker, 2016).

d) Comparaison des effets BMAA, BOAA et de I’acide domoique

La publication de Kisby and Spencer (2011) met en exergue un mécanisme similaire d’excitotoxicité
in vitro pour la BMAA et le BOAA. De plus, ces auteurs font aussi le rapprochement avec l'acide
domoique qui a lui aussi un effet limité différé et contraint par un tropisme sélectif conduisant a un
désordre neurologique (self-limiting neurodegenerative disorder) trés localisé au niveau de
I'hippocampe.

En considérant I'action de ces deux substances, le BOAA et I'acide domoique, sur les récepteurs du
glutamate et I'excitotoxicité concomitante comme cause des effets neurodégénératifs limités
observés, la BMAA pourrait avoir le méme type d’effets limités, bien différent d’'un syndrome de
sclérose latérale amyotrophique, chronique, progressif et plus général. En d’autres termes, pour
Kisby and Spencer (2011), si la BMAA a un rdle dans I'étiologie du syndrome du Pacifique de
I'Ouest ALS-PDC, alors un mécanisme autre que l'excitotoxicité au niveau des récepteurs du
glutamate est plus probable. Les données récentes sur I'explication moléculaire du neurolathyrisme
(Tan et al., 2017) avec description d’'un mécanisme de toxicité plausible renseignent aussi sur les
mécanismes de neurodégénération par excitotoxicité observés et un lien avec la maladie
d’Alzheimer pourrait alors étre envisagé.

5.5.2 Autres analogues structuraux : les composés isoméres de la BMAA et leurs effets

(@] (@] (0] OH
N HoN HzN OH
o o M Ao N
NH; NH, 0 NH
B-N-methylaminoalanine 2 4-diaminobutanoic acid N-(2-aminoethy)glycine B3-amino-N-methylalanine
(BMAA) (DAB) (AEG) (BAMA)

Figure 8 : Structures de la BMAA, du DAB, de 'AEG et du BAMA
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Le DAB ou DABA est un acide aminé non protéinogéne, isomere de la BMAA. Chimiquement c’est
l'acide 2,4-diaminobutyrique, de formule moléculaire C4H1gN20, et de masse molaire 191,06

g/mol. Il pourrait avoir le méme profil toxicologique que la BMAA mais les études a ce sujet sont
insuffisantes (Banack et al., 2010, 2011 ; Al-Sammak et al., 2014). La présence de ce produit
toxique dans les Lathyrus sp (et les Vicia sp c’est-a-dire les féves) fait qu’il est aussi associé a la
BOAA et présenté comme impliqué dans le neurolathyrisme avec une neurotoxicité décrite comme
étant secondaire a I'hépatoxicité (O’Neal et al., 1968). Le DABA renforcerait I'action du glutamate de
maniére indirecte et donc les effets excitateurs de celui-ci. Il a en effet une grande affinité pour le
systeme de transport du GABA et les sites récepteurs correspondants post synaptiques inhibiteurs
de I'action du glutamate (Johnston and Twitchin, 1977).

La découverte des deux autres isoméres AEG et BAMA provient de la réflexion de certains
groupes sur I'existence de molécules qui pourraient interférer avec I'analyse de la BMAA. Il n’y a
pas de données sur la toxicité de ces produits.

5.5.3 Conclusions

Ainsi, le mode d’intoxication par voie orale est rapporté dans la littérature pour des analogues
structuraux de la BMAA mais en général pour des fortes doses avec des actions lentes ou différées
sur le long teme et donc avec une certaine chronicité mais non progressive c’est-a-dire que
'absence de prise de la toxine n’entraine pas de progression de la maladie. Le mode d’action des
analogues structuraux de la BMAA est assez similaire au niveau de la neuro-excitotoxicité mais
avec des cibles différents. Les effets neurodégénératifs sont certains et peuvent rappeler la maladie
d’Alzheimer ou parfois 'ALS mais ils sont non progressifs.

Néanmoins, il faut rappeler que les graines de cycas contiennent, a cété de la BMAA, d’autres
substances neurotoxiques que la BMAA, comme la et la cycasine (hétéroside) et son aglycone le
MAM (méthylazoxyméthanol) proche des nitrosamines comme souligné par Kisby and Spencer
(2011). Ainsi le MAM est un inhibiteur de la synthése protéique actif au niveau cellulaire ; il
endommage I’ADN neuronal et entraine I'apoptose et une hépatotoxicité. Chez la souris, il cause
des lésions dans I'épithélium nasal et a un effet cancérogéne. Chez le rat, il entraine une activité
électroencephalographique typique d’un statut épileptique ; il réduit la coordination motrice et réduit
aussi le nombre de neurones dans la Corne d’Ammon de 'hippocampe (Rivadeneyra-Dominguez et
Rodriguez-Landa, 2014); c’est donc aussi un agent neurotoxique.

Tous ces points ci-dessus suggérent une action coordonnée avec effets potentialisateurs des
différentes toxines retrouvées dans les graines de cycas.

A retenir

D’autres composés proches de la BMAA (BOAA, également présent dans les graines de cycas ainsi
que le DAB) sont connues comme responsables de pathologies neurologiques des voies motrices,
comme le neurolathyrisme, proche du syndrome SLA. Elles agiraient toutes sur les récepteurs du
glutamate et pourraient entrainer diverses neurodégénesrescences (tauopathie de type Alzheimer
ou parfois SLA-PDC au niveau mécanistique) motrices sur le court ou le longterme mais
'adressage ou le tropisme de ces molécules pour une zone cérébrale particuliere comme par
exemple, le systéme pyramidal, semble plus spécifique de I'action de la BMAA.
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6 Evaluation du poids des preuves du lien entre
I’exposition chronique a la BMAA et la SLA

Dans son avis du 25 juillet 2016, basé sur les recommandations du Groupe de Travalil
« Méthodologie de I'Evaluation des Risques » (GT MER), I'Anses définit le concept du poids des
preuves comme étant « une synthése formalisée de lignes de preuves, éventuellement de qualités
hétérogenes, dans le but de déterminer le niveau de plausibilité d’hypothéses ». La ligne de preuves
est « un ensemble d’informations de méme nature, intégrées pour évaluer une hypothése».
L’intégration des lignes de preuves permettrait alors d’exprimer le poids des preuves. Cette
intégration peut se faire selon une méthode qualitative ou quantitative.

Le GT « BMAA » a choisi de suivre une méthode qualitative sans notation en prenant soin de
détailler autant que possible les critéres utilisés. Les critéres retenus pour cette analyse ont été ceux
de Hill (1965) car ce sont les plus largement reconnus et utilisés dans le domaine épidémiologique.
Neuf critéeres tiennent compte d'un ensemble de preuves épidémiologiques statistiquement
significatives et de certaines preuves (biologiques) obtenues en laboratoire. lls constituent un
argumentaire en faveur de l'inférence causale de la relation étudiée.

Ces critéres (définis plus en détails en annexe 4) sont : la temporalité, la force de I'association, la
reproductibilité des résultats, la relation dose-réponse, les preuves expérimentales du type de
parallélisme de la cause et de l'effet (notamment l'effet de la suppression de I'exposition), la
spécificité, la plausibilité mécanistique, la cohérence biologique, I'analogie.

Dans cette analyse, il est présumé de I'existence d’'une association statistique entre I'exposition et la
maladie, avant d’appliquer la liste de considérations a I'ensemble des preuves scientifiques
disponibles.

La temporalité : ce critere est difficile a renseigner considérant les éléments suivants :
- Le délai entre I'exposition a la BMAA et I'apparition de symptdémes neurotoxiques chez
I’étre humain pourrait étre long (analogie avec les maladies a prions, neurolathyrisme) ;
- Il n’existe evidemment pas de modéle humain et il N’y a pas d’études de cas ;
- Les seules données disponibles chez I'animal de laboratoire sont issues d’'un modéle aigu
ou subaigu (administration sur une période courte).

La force de I'association entre le facteur de risque environnemental et I'apparition de SLA:
méme dans I'exemple historique de I'lle de Guam et sa population chamorro ou lincidence de
SLA était 50 a 100 fois supérieure au niveau moyen mondial dans les années 1950, I'association
avec l'exposition a la BMAA ne peut pas étre estimée car les analyses réalisées dans des
graines de cycas, des chauves-souris et des cerveaux humains ont suivi une méthodologie jugée
non satisfaisante par le GT, en termes de détection (confirmation de présence) et de
quantification (concentration)?.

La reproductibilité des résultats de I’association : des cas de SLA potentiellement associés a
la BMAA ont été rapportés dans plusieurs régions du monde (Guam, Japon, Indonésie), mais le
lien avec une exposition a la BMAA pourrait étre d0 a des facteurs de confusion (tels que les
facteurs génétiques ou d’autres facteurs environnementaux).

Tl est regrettable que ces analyses n’aient pas été réactualisées avec les nouvelles méthodologies retenues par le GT.
Cela est également le cas pour I'étude de Pablo et al. (2009)NS qui suggére la détection de BMAA dans des cerveaux de
patients américains (hors Guam) atteints de SLA, sans corrélation avec I'environnement. De maniére générale, il existe
une controverse sur la présence de BMAA liée intracérébrale (a la fois chez 'Homme et I'animal).
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La relation dose-effet chez ’'Homme : ni les données épidémiologiques des cas historiques de
I'lle de Guam ni les données expérimentales chez I'animal de laboratoire ne permettent d’étayer
ce critére.

L’effet de la suppression de I’exposition : les exemples historiques (Guam, Japon, Indonésie)
montrent qu’'une modification dans les habitudes de vie (en particulier le régime alimentaire) a
diminué lincidence de la SLA a un niveau comparable au niveau moyen mondial pour les
générations suivantes. |l n'est toutefois pas certain que cette modification soit associée a une
diminution ou a la suppression de I'exposition a la BMAA.

La spécificité de I'effet : pas de spécificité de I'effet, la BMAA n’est pas le seul facteur potentiel
qui expliquerait 'apparition de la SLA, qui est une maladie multifactorielle.

Analogie : d’autres toxines proches de la BMAA (par exemple la B-N-oxalylamino-L-alanine,
désignée par les 2 acronymes BOAA et (-ODAP) sont connues comme responsables de
pathologies neurologiques des voies motrices, comme le neurolathyrisme.

Plausibilité et cohérence biologique: du point de vue mécanistique, les données
expérimentales in vivo et in vitro confirment la neurotoxicité de la BMAA et suggérent plusieurs
mécanismes d’action possibles voire complémentaires (excitotoxicité, incorporation protéique,
interaction avec la neuromélanine) et la présence de marqueurs de maladies neurodégénératives
(hyperphosphorylation de la protéine Tau, forme agrégée de TDP-43).

Au-dela des critéres de Hill, le GT « BMAA » constate que la SLA, bien que multifactorielle, a une
composante génétique bien documentée qui permet I'exclusion de ces cas et d’identifier ainsi un
lien avec des facteurs environnementaux. La présence de cas groupés de SLA, notamment la
présence de cas familiaux non génétiques, conforte I'hypothése d’'une exposition liée aux habitudes
de vie (ex. habitudes alimentaires) et a I'environnement. Toutefois, il n’a pas été possible, jusqu’a ce
jour, d’identifier un lien de causalité entre les cas groupés et I'exposition a la BMAA.

Au vu de ces critéres, le GT « BMAA » conclut que le lien de causalité entre I’exposition a la
BMAA et la survenue de SLA n’est pas démontré, en I’état actuel des connaissances.

De maniére générale, dans le cas des maladies neurodégénératives, multifactorielles, établir
un lien épidémiologique selon les critéres de Hill s’avére difficile.

Néanmoins, I’hypothése que [I’exposition a la BMAA soit un facteur favorisant des
phénoménes neurotoxiques est hautement probable, principalement par sa capacité a activer
des mécanismes de neurodégénérescence.
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7 Sources et occurrence de la BMAA

7.1 Organismes producteurs de BMAA (et ses isomeéres)

Au sein des milieux aquatiques, il est considéré a ce jour que la présence de BMAA trouve son
origine dans la prolifération de certaines espéces phytoplanctoniques ou phytobenthiques. Tandis
que les cyanobactéries ont été d’abord considérées comme étant les principaux producteurs de
BMAA en eau douce (par exemple par Cox et al., 2005"°), une étude plus récente a démontré que
peu d’espéces de cyanobactéries en produisent en conditions expérimentales (Reveillon et al.,
2015™). En revanche, divers diatomées et dinoflagellés d’origine marine ou présents dans les
milieux salins ont récemment été décrits comme producteurs de BMAA et de ses isoméres (Jiang et
al., 2014 ; Lage et al., 2014“S, Réveillon et al., 2015™).

Le DAB (appelé aussi DABA) est un constituant de la paroi de certaines bactéries comme les
corynaebacteries (Perkins & Cummins, 1964), les Actinomycétes chez Agrococcus jenensis (Groth
et al., 1996). Il a aussi été rapporté pour la premiere fois en 2008 dans la cyanobactérie Calothrix
sp. PCC7103 (Rosen & Hellenas, 2008).

Comme mentionné au chapitre 3, la BMAA a été découverte dans les années 60 dans des graines
de Cycas circinalis (Gymnospermes). D’autres espéces de cycas seraient capables de les produire
comme Cycas debaoensis (McCarron et al., 2014") et Cycas revoluta (Spaéil et al., 2010™°; Fan et
al., 2014"). Certains angiospermes comme le genre Gunnera ont également été évoqués (Al-
Sammak et al., 2014"%).

La BMAA serait présente dans certaines plantes aquatiques du genre Myriophyllum ou de type
Azolla avec implication d’'une endosymbiose avec des cyanobactéries productrices de BMAA
(Nostoc) (Al-Sammak et al., 2014"°).

Le DAB a spécifiquement été rapporté dans plusieurs espéces d’angiospermes (e.g. Lathyrus
latifolius ou Brassica oleracea, respectivement pois vivace et chou) (Banack et al., 2010 ; Kriger et
al., 2010"; Spacil et al., 2010™°) ainsi que dans certaines plantes aquatiques (Al-Sammak et al.,
2014N%) et d’autres prélevées dans des champs (McGorum et al., 2015). La DABA a été décrite
dans plusieurs espéces de plantes herbacées du genre Lathyrus (Bell et Al., 1962) dans les feuilles
de gesse des bois (Lathyrus sylvestris), les teneurs de DABA atteignent 2 a 3% du poids ou plus
dans les tissus reproductifs (Foster et al., 1986).

7.2 Contamination des milieux aquatiques

Le tableau 3 ci-dessous présente des données obtenues a partir d’échantillons environnementaux
(lacs, lagunes, réservoirs, etc.). Les articles reportant ce type de données sont peu nombreux. Ainsi,
sont d’abord présentées les données issues d’articles classés vert (TS) ou orange (MS), puis celles
issues d’articles classés rouge (NS) comme complément d’information, bien que criticables.
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Tableau 3. Synthése des données relatives a la contamination des milieux aquatiques par la BMAA et

ses isomeéres

Echantillon Ecosystémes Pays Toxine |Fraction| Concentration Reference
Périphyton Lagune Etang de Thau (France) |BMAA Totale 1.3 -4.3 ug/g DW Réveillon et al., 2015
AEG Totale n.d. - 0.8 ug/lg DW
DAB Totale 1.3 - 4.8 ug/g DW
Eau brute Lacs (n =12) Canada BMAA Libre 72 n.d. - 0.3 pg/L Roy-Lachapelle et al., 2016
AEG Libre 7 |n.d.—0.04 pg/L
DAB Libre 7 |n.d.—0.08 pg/L
Eau (Dolichospermum sp.) | N.A. N.A. BMAA Totale n.d. Faasen et al., 2016
Efflorescences, écumes Lacs (n=12) Royaume-Uni BMAA Libre n.d. — 276 ug/g DW Metcalf et al., 2008
biofilms cyanobactéries Liée 6 — 48 ug/g DW
Ecumes de cyanobactéries | Plans d’eau urbains Pays-Bas BMAA Totale n.d. — 42 ug/g DW Faasen et al., 2009
(n=21) DAB Totale n.d. — 4 ug/g DW
Eau brute Mer Baltique (2 stations) | lle d’Asko (Suéde) BMAA Totale 2.3 - 15 ng/g DW Jonasson et al., 2010
Eau brute Lac (n=1) Lac Finjasjon (Suéde) BMAA Totale n.d. — 6 ng/g DW Lage et al., 2015
Eau brute Lacs (n = 3) Chine BMAA Libre n.d. Fan et al., 2014
Liée n.d
DAB Libre 0.4 - 3.8 ng/g WW
Liée n.d.

NA : donnée non disponible
n.g. : non quantifié

n.d. : non détecté

DW : dry weight (poids sec)

WW : wet weight (poids humide)
T.S. : fraction soluble totale

L’essentiel des données disponibles dans la littérature a été produite a partir de prélevements
provenant de lacs et de réservoirs d’eau douce. La majorité des études expriment les données de
concentration en BMAA (et isomeéres) par unité de poids sec (ug/g DW) ou de poids frais (ug/g FW)
de matiére phytoplanctonique ou phytobenthique. Or, il est impossible d’exprimer les concentrations
en BMAA par unité de volume, ce qui limite I'utilisation de telles données pour évaluer les risques
d’exposition humaine. Les concentrations maximales reportées atteignent respectivement 0,3 ug/L
(lacs au Canada, seule étude considérée exprimant les données par unité de volume, article vert) et
276 ug/g DW (lacs du Royaume-Uni, par unité de poids sec, article orange).
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7.2.1 Lacs et réservoirs

- Royaume-Uni : Des échantillons d’efflorescences, d’écumes et de biofilms a cyanobactéries
provenant de 12 lacs (Angleterre, Ecosse et Pays de Galle) ont été collectés entre 1990 et 2004 et
ont fait I'objet d’une quantification des fractions libres et liées de BMAA (Metcalf et al., 2008™°). La
BMAA serait détectée dans 83 et 100% des échantillons correspondant respectivement a la fraction
libre et liée. Des concentrations en BMAA libres supérieures a la fraction liée (jusqu’a 20x) auraient
été mesurée dans 50% des échantillons de phytoplancton. Cette étude reporte également les
concentrations en BMAA par unité de poids sec les plus élevées rencontrées dans le cadre de
'analyse. L’échantillon concerné correspond a un lac écossais présentant une efflorescence a
cyanobactérie filamenteuse Planktothrix sp. (BMAA libre : 276 ug/g D.W., BMAA liée : 11 pg/g D.W.,
BMAA totale : 287 ug/g D.W.).

- Canada : Des échantillons d’efflorescences a cyanobactéries provenant de 12 lacs de la région de
Québec ont été collectés sur la période 2009-2013 (Roy-Lachapelle et al., 2016'°). Cette étude
n’indique pas clairement quelle fraction a été analysée mais I'absence d’extraction acide dans le
matériel et méthode suggére une analyse de la fraction libre. La BMAA a été identifiée dans 33%
des échantillons avec des concentrations maximales de 0,3 pg/L. Des traces (< 0,1 pg/L) I’AEG et
de DAB ont été détectées dans respectivement 42 et 50% des échantillons.

- Pays-Bas : 21 plans d’eau urbains ont été étudiés. La BMAA a été retrouvée dans 43% des
échantillons a des concentrations atteignant 42 ug/g D.W. (Faassen et al., 2009"°). Le DAB a été
détecté dans 10% des échantillons, cependant les concentrations reportées (max : 4 ug/g D.W.)
sont inférieures a la limite de détection indiquée par les auteurs de I'étude (8 ug/g D.W.).

- Chine : Des prélévements provenant de trois lacs chinois présentant des communautés dominées
par des cyanobactéries (Microcystis spp. et Dolichospermum flos-aquae) n’ont pas permis de mettre
en évidence la présence de BMAA que ce soit dans la fraction libre ou liée. Des traces de DAB (0,4
-3,8 ng/g D.W.) ont cependant été détectées seulement sous forme libre, et ce dans 100% des
échantillons (Fan et al., 2014"S).

- Suéde : Une seule étude (Lage et al., 2015™°) & été publiée a ce jour et concerne le Lac Finjasjon.
Des traces de BMAA y ont été détectées dans 75% des échantillons collectés (jusqu’a 6 ng/g D.W.).

7.2.2 Lagune

Dans une étude (Reveillon et al., 2015™) de I'étang de Thau (France), la BMAA et le DAB ont été
détectés dans la totalité des échantillons de périphyton analysés a des concentrations maximales
atteignant respectivement 4,3 et 4,8 ug/g D.W. Des traces d’AEG ont également été mises en
évidence dans 66% des échantillons.

7.2.3 Milieu marin

Une seule étude en milieu marin (Jonasson et al., 2010™°%) a été identifiée. Elle porte sur des
échantillons collectés au niveau de I'lle d’Askdé en Mer Baltique. De la BMAA a pu étre détectée
dans 100% des échantillons dans des concentrations allant de 2,3 a 15 ng/g D.W. Les prélévements
analysés étaient associés a la présence de cyanobactérie des genres Nodularia et Aphanizomenon.

Informations supplémentaires apportées par les articles classés rouge (NS)

Une étude menée sur les lacs du Nebraska aux Etats Unis (Al-Sammak et al., 2014"°) montre que
la BMAA et le DAB seraient rencontrés dans 12,5% des échantillons d’eau brute (méthode :
dérivation AQC, détection/quantification par HPLC-MS/MS). La présence de ces métabolites (et leur
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quantification) dans les échantillons positifs a par la suite été confirmée par HPLC-MS/MS et des
concentrations de 39,6 et 37,0 ug/L ont été mesurées, respectivement pour le BMAA et le DAB.
Bien que 10 des lacs du Nebraska soient connus pour présenter des efflorescences estivales a
cyanobactéries, ces données suggeérent une présence sporadique des ces métabolites. Le lien entre
efflorescences a cyanobactéries et présence de BMAA/DAB ne peut cependant pas étre évalué en
raison de I'absence de données relatives a la composition phytoplanctonique des échantillons. Une
autre étude (Caller et al., 2009"°) menée aux Etats-Unis et concernant 4 lacs situés dans le New
Hampshire montre la présence de BMAA et de DAB dans l'eau brute d’'un seul lac a des
concentrations inférieures aux limites de quantification.

Pip et al. (2016™°) ont déterminé les concentrations en BMAA libre (mesurées par test ELISA) dans
'eau brute du lac Winnipeg au Canada tous les 4 jours sur une période de 7 mois (mai-novembre).
Bien que la méthode utilisée présente une fiabilité moindre que les méthodes basées sur la
spectrométrie de masse, les données présentées dans cette étude suggérent une corrélation
positive entre la turbidité (essentiellement contrdlé par les niveaux de biomasse phytoplanctonique)
et les concentrations en BMAA libre. Les auteurs ont également observés une corrélation positive
entre les concentrations en phaeophytine (un produit de dégradation de pigments
photosynthétiques) et les concentrations en BMAA, ce qui suggére un relargage de BMAA libre en
période de sénescence des proliférations phytoplanctoniques. Les concentrations maximales
mesurées par test ELISA atteignaient environ 2 pg/L de BMAA libre (97% d’échantillons positifs).
Cette étude ne présente pas de données relatives a la composition des communautés
phytoplanctoniques.

Une étude du Lac Taihu en Chine (Jiao et al., 2014™°) reporte des concentrations en BMAA totale
allant de 2,0 a 7,1 pg/g D.W. dans le phytoplancton. La BMAA aurait été détectée dans 100% des
échantillons.

Des échantillons d’eau provenant de trois plans d’eau d’Afrique du Sud ont été étudiés, dont deux
présentaient des proliférations de cyanobactéries (une efflorescence a Dolichospermum et une
efflorescence a Microcystis). Les deux échantillons correspondant aux efflorescences a
cyanobactéries présentaient des concentrations en BMAA intracellulaire pouvant atteindre 25 ug/L
(Esterhuizen-Londt & Downing, 2011"S).

Une étude menée au Qatar sur 19 plans d’eau urbains et ruraux (Chatziefthimiou et al., 2016"°)
reporte une absence de DAB et de BMAA dans l'eau brute. De 'AEG (fraction totale) aurait été
détectée dans la quasi-totalité des plans d’eau ruraux. Cependant, les concentrations reportées sont
inférieures a la limite de détection indiquée par les auteurs. Ce résultat n’apparait donc pas comme
etant exploitable.

Une étude (Craighead et al., 2009"°) des sources d’eau douce du désert de Gobi (Mongolie) utilisée
comme source d’eau potable a permis de détecter la BMAA et le DAB dans respectivement 56 et
100% des échantillons. La présence de cyanobactéries, en association a des chlorophycées et des
diatomées, a été observée dans les échantillons analysés. Aucune quantification n’a été possible
considérant les faibles teneurs en BMAA et DAB des échantillons d’eau.

Enfin, en Afrique du Sud, une étude du réservoir Hartbeespoort (Scott et al, 2014"°), présentant des
efflorescences récurrentes a cyanobactéries, a également permis de détecter de la BMAA (fraction
totale) dans 70% des échantillons d’eau brute a des concentrations jusqu’a 0,25 ug/g D.W.

7.2.4 Conclusion

Du fait des premiéres informations disponibles en 2005 rapportant la production de BMAA par des
cyanobactéries, informations remises en question par la suite, les études présentées dans le cadre
de cette section sont essentiellement focalisées sur des sites présentant des proliférations de
cyanobactéries. Bien qu’il existe de fortes disparités en termes de méthodologies utilisées pour la
quantification de la BMAA et de ses isoméres, les données suggérent que les cyanobactéries d’'eau
douce sont susceptibles de produire ce type de métabolites. La comparaison des valeurs
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quantitatives reste cependant extrémement difficile. En effet, les valeurs reportées couvrent plus de
5 log et vont de l'ordre du ng/L a prés de 40 ug/L (une variabilité similaire est observée pour les
données exprimées par unité de masse). Ces différences peuvent trouver leur origine dans
'abondance variable de producteurs de BMAA (et isoméres), de capacités variables a produire ces
métabolites mais également de différences méthodologiques. Sur ce dernier point, il faut noter que
la grande majorité des études ne présentent pas les données nécessaires pour qualifier la validité
des méthodes utilisées (classées oranges ou rouge). Bien que ces études se focalisent sur les
proliférations de cyanobactéries, aucune étude ne présente de données quantitatives relatives a la
composition phytoplanctonique des échantillons analysés. De plus, bien que des diatomées et des
dinoflagellés aient été décrits comme potentiellement producteurs de BMAA en eaux douces et en
milieu salin/marin, la détection de BMAA chez ces organismes proliférant en milieu naturel n’a été
que trés peu reportée. Une étude systématique d’une diversité d’échantillons présentant des
compositions phytoplanctoniques contrastées pourrait permettre d’évaluer de maniére plus précise
la diversité des producteurs potentiels de BMAA. Enfin, une seule étude ciblant le milieu marin est
disponible a ce jour, ce qui limite la possibilité de caractériser la contamination des eaux marines.

7.3 Données préliminaires sur la contamination des sols et aérosols

Une analyse préliminaire des données de contamination des sols et de I'air a été réalisée par le GT
« BMAA ». La méthode utilisée pour sélectionner les articles n’a cependant, a ce stade, pas suivie
une approche de type revue systématique. Seule deux études ont pu étre identifiées (Tableau 4).

Tableau 4 : Tableau de synthése des données relatives a la contamination de I'air et du sol par la
BMAA et ses isoméres

Echantillon Ecosystémes | Pays Toxine | Fraction | Concentration Référence
: oo New BMAA |Totale |n.d.<LQ
E’c;?fntlllon II: L()Sx;r:;t?e:)de Hampshire AEG |Totale |n.d.<LQ Banack et al., 2015™°
(USA) DAB |Totale |n.d.5 ng/cm2

BMAA | Totale |n.d.
AEG |Totale |2,8-7,0 ug/g DW |Richer et al, 2015
DAB |Totale |0,7-4,4 ug/g DW

Echantillon de | Sol en milieu Al Kharrara,
sol désertique Quatar

Une hypothése formulée dans les travaux de Stommel et al., (2013) suggére que la BMAA et ses
isomeéres peuvent étre transportés par des aérosols contenant des cyanobactéries. Cette vision est
complétée par les travaux de Banack et al. (2015M%) qui associent cette transmission par
aerosolisation a un cluster de SLA (incidence 25 fois supérieure a celle attendue normalement) situé
en bordure du lac Mascoma a Enfield (New Hampshire (USA).

Par ailleurs, le passage de la BMAA dans des plantes via les eaux d’arrosage contaminées ou bien
lirrigation est décrit pour le blé tendre Titricum aestivum, (Contardo-Jara et al., 2014).

7.4 Contamination des produits aquatiques consommés par ’Homme

Cette partie vise a évaluer la possibilité d’'une bioaccumulation de la BMAA dans les organismes
aquatiques, dulcicoles et marins, consommés par 'Homme. Sont rapportées les concentrations
moyennes en BMAA (et ses isoméres) dans les parties consommées de différentes espéces, ainsi
que les concentrations maximales, exprimées en mg/kg de poids frais.
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7.4.1 Méthodologie suivie pour la sélection des articles

La recherche bibliographique a été réalisée avec PubMed et Scopus. Une premiére étape de
sélection des articles pertinents a été effectuée selon ces critéres: I'étude (hors revue) doit
concerner une espéce aquatique potentiellement consommée par 'lHomme et prélevée en milieu
naturel (pas de contamination en laboratoire), elle doit reporter des résultats de concentration de
BMAA ou des isoméres naturels DAB, AEG et BAMA. L’existence de ses isoméres rend nécessaire
I'utilisation d’'une méthode analytique trés sélective, qui a constitué la seconde étape de sélection
des articles. Ainsi, une grande partie des études n’ont pas été incluses dans ce rapport en raison
d’'une méthodologie analytique inappropriée ou jugée non suffisamment fiable (cf chapitre 3).

7.4.2 Synthése des grilles de lecture des articles classés vert

Le tableau 5 présente les données issues des articles remplissant I'ensemble des critéres
d’inclusion, en particulier une_méthode analytiue fiable du point de vue qualitatif et quantiatif
(articles classés vert, n = 7). Les grilles de lecture de ces différents articles sont présentées en
annexe 4. Lorsque les concentrations sont rapportées en mg/kg de poids sec (DW), elles ont été
estimées en mg/kg de poids frais (FW) sous I'hypothése de tissus composés a 83% d’eau pour les
huitres, 83,2% pour les moules, 78,4% dans la chair de crabe et 83% chez I'écrevisse (d’aprés
Souci et al., 1994). En I'absence de données pour la teneur en eau du cartilage de requin, les
valeurs ont été conservées en mg/kg de poids sec.

7.4.2.1 Contamination des organismes issus des écosystémes aquatiques dulcicoles

Crustacés
Jiang et al. (2014™°) ne reportent aucune accumulation de BMAA totale chez des écrevisses en
provenance de lacs en suéde et en Turquie (concentrations inférieures a la limite de détection).

Poissons
Pas de données disponibles dans les publications sélectionnées.

7.4.2.2 Contamination des organismes issus des écosystémes aquatiques marins

Bivalves et crustacés
France

En 2013, dans I'’étang de Thau, de la BMAA, du DAB et de 'AEG sous forme totale (= BMAA libre +
BMAA liée) ont été détectés dans tous les échantillons de moules (Mytilus galloprovincialis) et
d’huitres (Crassostrea gigas) a des concentrations allant de 0,1 a 2,45 mg/kg FW (Reveillon et al.,
2014"). Les formes libres sont détectées de maniére beaucoup plus sporadique. D’aprés Reveillon
et al. (2014TS), chez les moules, la BMAA libre et 'AEG libre sont retrouvés a des concentrations
plus faibles (respectivement < 0,34 et < 0,08 mg/kg FW) et moins souvent (dans respectivement 4
et 3 échantillons sur 19), que la BMAA totale et 'AEG total (respectivement 0,64-2,45 et 0,1-0,2
mg/kg FW) retrouvés dans tous les échantillons. Il en est de méme chez les huitres : BMAA libre et
AEG libre a respectivement <0,08 et <0,01 mg/kg FW et dans 1 échantillon sur 19, contre des
concentrations de respectivement 0,5-1,8 et 0,1-0,3 mg/kg FW de BMAA totale et AEG total
retrouvés dans tous les échantillons. La BMAA totale et 'AEG total dans les moules suivent une
cinétique temporelle avec une augmentation graduelle de juin a début septembre 2009, période
d’activité accrue de filtration des bivalves et période de prolifération phytoplanctonique. Le DAB est
présent dans tous les échantillons de moules et d’huitre de la saison, sans variation temporelle, a la
fois sous forme libre (respectivement 0,08-1,2 et 0,03-0,6 mg/kg FW) et totale (respectivement 0,6-
1,6 et 0,6-1,5 mg/kg FW).
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Tableau 5 : Synthése des articles éligibles (classés TS) relatifs aux concentrations de BMAA chez des
organismes aquatiques consommés par ’lHomme.

R Concentrations reportée en mg/kg poids frais (FW) ou
P Isoméres N . . -
Références A Espéces, nombre échantillons total Origine
et fraction
estimées du poids sec (DW)
Bivalves : huitres (Crassostrea virginic), | Lousiane (n=12), [1,5-8 mg/kg FW Louisiane,
n=15, 83% eau dans tissus Mississipi (n =3) |1,2 -1,7 mg/kg DW Mississipi
Christensen et BMAA
al 2012 Totale
Crustacés : crabe bleu (Callinectes .
sapidus), n=5, 78% eau dans tissus Floride 1,08-3,02 mglkg FW
Salomonsson BMAA . i . _ )
etal 2013 Totale Bivalves : moules (Mytilus sp),n=4 Atlantique 0,27-1,6 mg/kg FW
Bivalves : moule (Mytilus edulis ), hitres | ~tantique Nord 1 gppa s totale moules : de 0,08 2 0,9 mg/kg FW BMAA
Ostrea edulis, Crassostrea gigas ), n= 12 | SU9®: CreCe |4 16 huitres : de 0,12 0,66 mg/kg FW
( ’ gigas), n= Atlantique France otale huitres : de 0,1 a 0,60 mglkg
Crustacés : crevette (Caridea sp), Turquie et Suéde |BMAA totale crevette : de 0,11 a 0,46 mg/kg FW, ND
Jiang etal 2014 ?rgﬂt:I: écrevisse (Astacus leptodactylus), n=6| (eaudouce) |écrevisses
Poissons : plie (Pleuronectes platessa),
hareng (Clupea harengus ), saumon Mer Baltique, = | gp1aA totale plie : de ND & 0,02 mg/kg FW, hareng :
(Salmo salar), omble chevalier Atlantique Nord, de ND 2 0,01 kg FW
(Salvelinus alpinus ), morue (Gadus Norvége, Suéde ¢ a0801 mglkg
morhua ), perche (Perca fluviatilis ), n= 21
BMAA libre < 0,34 mg/kg FW,
BMAA totale 0,64-2,45 mg/kg FW
Bivalves : moule (Mytilus AEG libre < 0,08 mg/kg FW
BMAA galloprovincialis), n= 19 AEG total 0,1-0,2 mg/kg FW
DAB ’ DAB libre 0,08-1,2 mg/kg FW
Reveillon et al AEG, Etang de Thau, DAB total 0,6-1,6 mg/kg FW
2014 fraction France BMAA libre <0,08 mg/kg FW
t°t|.ak')e ot BMAA totale 0,5-1,8 mglkg FW
iore Bivalves : huitre (Crassostrea gigas), n= AEG libre (ND)
14 AEG total 0,1-0,3 mg/kg FW
DAB libre 0,03-0,6 mg/kg FW
DAB total 0,6-1,5 mg/kg FW
BMAA, BMAA libre max 0,2 mg/kg FW,
DAB, BMAA totale max 1,65 mg/kg FW, moy 0,68 mg/kg FW
Revweillon et al AEG, Bivalves : moule (Mytilus Etang de Thau, |AEG libre max 0.05 mg/kg FW
2015 fraction galloprovincialis), n=17 France AEG total max 0,2 mg/kg FW,
totale et DAB libre max 1,05 mg/kg FW,
libre DAB total max 1,8 mg/kg FW, moy 1,22 mg/kg FW
BMAA libre moules de < 0,15 a 0,38 mg/kg FW
Bivalves : moule (Mytilus edulis n=6, Scandinavie, |BMAA totale moules de 0,28 a 7,08 mg/kg FW
Mytilus edulis platensis n=12, Perna Amérique du BMAA libre coquille St Jacques : de 0.18-0,46 mg/kg
Canaliculus n =3), coquille St Jacques Sud, Australie, |FW
(Placopecten magellanicus n = 3) Etats Unis BMAA totale coquille St Jacques : de 1,12 a 1,46
mg/kg FW
Salomonsson TSt,\:I'::t CrUftacés : crevette (Pandalus bozealis reland, Chine. ) . . ) .
etal 2015 - n = 3), crabe (Cancerpagarus n=1, Atlantique Nord- BMAA crabe (pinces) détectée mais non quantifiée
libre Portunus haani n = 1), écrevisse a ND dans crevettes et écrevisses
X Est
(Procambrus claarki n=1)
Poissons : saumon Atlantique (Salmo
salar n= 1), loup de mer (Dicentrarchus
labrax n= 1), bréme (Sparus aurata n= | Norvege, ltalie, ND
1), corégone (Coregonus sp n=1), Gréce, Suede
sandre (Sander lucioperca n = 1), truite
de mer (Salmo truttae n = 2)
En poids sec:
BMAA : 1 echant =nd, 15 echant/16 : 86-265 mg/kg
Mondo et al BMAA, Requins cartilage, espéces diverses non Compléments DW, moy 169 mg/kg DW
DAB et précisées, n = 16, teneurs en poids sec : . p DAB : 16 echant/16, de 69 a 1483 mg/kg DW, moy 318
2014 o ) disponibles dans
AEG % eau tissus? commerce mg/kg DW
fraction origines multiples AEG : 16 echant/16, de 1300 a 1730 mg/kg DW, moy
totale 1627 mg/kg DW
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Reveillon et al. (2015™°) ont également mené sur I'étang de Thau une investigation de plusieurs
mois avec des prélévements au minimum mensuel de moules (n = 17), du biofilm de leur coquille (n
= 13) et de plancton (n = 17) entre juillet 2013 et aolt 2014, révélant une contamination de tous les
échantillons prélevés sur cette période par la BMAA, le DAB et ’AEG. Chez les moules, la BMAA
libre est retrouvée moins souvent (16 échantillons/34) et toujours a des concentrations plus faibles
(max 0,2 mg/kg FW) que la BMAA totale (max 1,65 mg/kg FW). La concentration de BMAA des
moules montre des variations saisonniéres avec une augmentation en été et en automne 2013 et
2014. L'AEG est retrouvé dans les tissus des bivalves sous forme totale dans 31 des 34
échantillons (max 0,2 mg/kg FW) mais sous forme libre dans seulement 5 échantillons et a des
concentrations maximales de 0,05 mg/kg FW. Par contre, le DAB est retrouvé dans tous les
échantillons et & des concentrations constantes entre organes et pendant 'année (moyenne de 1,2
mg/kg FW), a la fois sous forme libre (max 1,05 mg/kg FW) et totale (max 1,8 mg/kg FW).

Par ailleurs, Jiang et al. (2014"°) reportent des concentrations de BMAA totale de 0,66 mg/kg FW
dans des huitres en provenance de France (Atlantique).

Etats Unis

Christensen et al. (2012"°) reportent des concentrations en BMAA totale entre 1,5 et 8 mg/kg FW
dans les huitres de Louisiane, et entre 1,2 et 1,7 mg/kg FW dans les huitres du Mississipi. D’aprés
ces auteurs, les muscles de crabe bleu (Floride) présentent des concentrations en BMAA totale
entre 1,08 et 3,02 mg/kg FW.

Suéde

Selon Salomosson et al. (2013™), les concentrations en BMAA totale chez des moules prélevées en
Sueéde sur la cbte Atlantique oscillent entre 0.27 et 1.6 mg/kg FW. Ces mémes auteurs n’ont pas
détecté de BMAA chez des moules prélevées en Mer Baltique.

Jiang et al. (2012%) reportent une accumulation de BMAA libres chez des moules et huitres
prélevés en Suede, cote Ouest Atlantique, mais sans donner de quantification. En 2014, les mémes
auteurs indiquent que de la BMAA totale est retrouvée a des concentrations allant de 0,08 a 0,9
mg/kg FW dans les moules et les huitres, et de 0,11 a 0,46 mg/kg FW dans des crevettes en
provenance de Suéde. Aucune BMAA n’est détectée chez les écrevisses.

Origines diverses

Salomonsson et al. (2015™) ont déterminé la concentration en BMAA libre et totale dans des fruits
de mer du commerce en Suéde, sous divers conditionnements (frais, cuisinés et en conserve) et de
diverses provenances géographiques (de 4 continents). Aucune BMAA, libre ou totale, n’a été
détectée dans les crevettes et les écrevisses. Par contre, d’autres fruits de mer (moules, noix de St
Jacques et crabes) importés et vendus en Suéde contiennent des teneurs non négligeables en
BMAA totale (entre 0,28 et 7,08 mg/kg FW). L'origine des produits contaminés est variée : Amérique
de Sud et Australie pour les moules, Amérique du Nord pour les noix de St Jacques, et Europe pour
le crabe. La plus forte concentration de BMAA totale (7,08 mg/kg FW) est retrouvée chez des
moules importées en conserve (déja cuites) d’Amérique du Sud qui contiennent des concentrations
en BMAA totale jusqu’a 10 fois supérieures aux moules achetées fraiches en provenance de
Scandinavie puis cuites ou congelées. Remarque : dans cette étude, la BMAA libre représente une
part négligeable (environ 6,5%) de la BMAA totale mesurée chez les fruits de mer.

Jiang et al. (20147°), ont déterminé des concentrations en BMAA totale de 0,32 mg/kg FW dans des
huitres en provenance de Gréce, et de 0,11 a 0,46 mg/kg FW dans des crevettes en provenance
d’Atlantique Nord (sans autre précision).

page 64 / 145 Avril 2017



Anses o rapport d’expertise collective Saisine « 2016-SA-0012 » Toxicité de la BMAA

Poissons

Origines diverses

Aucune BMAA totale n’est retrouvée dans les muscles ainsi que dans différents tissus (cerveau,
foie, et reins) de poissons importés ou en provenance de Suéde (Salomonsson et al., 2015'°). Jiang
et al. (2014'°) ne reportent également aucune BMAA totale dans la chair de saumon, morue, et
perche du commerce. Cependant, la BMAA est détectée chez la plie (dans 3 échantillons/3)
prélevée en Suéde et du hareng (dans 1 échantillon/3) de la mer Baltique, mais a des
concentrations beaucoup plus faibles et proches de la limite de détection/quantification (de ND a
0,02 mg/kg FW) que celles retrouvées dans des moules (jusqu’a 0,9 mg/kg FW) étudiées
conjointement. Remarque : les auteurs mettent en relation le mode de vie benthique et la longévité
(jusqu'a 50 ans) de la plie avec une contamination chronique potentielle via des diatomées
productrices de BMAA.

Mondo et al. (2014"°) reportent la présence de BMAA dans 15 des 16 compléments alimentaires de
cartilage de requin analysés, et composés de diverses espéces et de provenances variées (non
mentionnées). Les concentrations en BMAA sont comprises entre 75 et 352 mg/kg poids sec
(moyenne de 169 mg/kg DW). Les 16 échantillons analysés contiennent du DAB (de 69 a 1483
mg/kg DW, moy 318 mg/kg DW) et de 'AEG (de 1300 a 1730 mg/kg DW, moy 1627 mg/kg DW).

7.4.3 Conclusion

Les 5 études considérant les moules marines et/ou les huitres reportent toutes une détection
positive de BMAA avec des concentrations en BMAA totale allant de 0,08 a 8 mg/kg FW. Seules les
études menées par Reveillon et al (2014" et 2015™, 2016b"°) reportent une accumulation de DAB
et d'AEG dans les tissus des moules et huitres marines ainsi que la production de ces composés
par les diatomées. Les concentrations en DAB total sont du méme ordre de grandeur que celles en
BMAA chez les bivalves (de 0,6 a 2,4 mg/kg FW).

Les crustacés pris en compte dans seulement 2 études présentent des concentrations en BMAA
inférieures ou supérieures aux limites de détection selon les taxons. Cependant, les concentrations
reportées chez les crustacés sont légérement plus faibles que chez les bivalves : de 1,08 a 3,8
mg/kg FW chez le crabe, de 0,11 a 0,46 mg/kg FW chez les crevettes et négligeables chez les
écrevisses.

Les muscles de poissons sont les matrices présentant les plus faibles concentrations en BMAA,
avec un maximum de 0,02 mg/kg FW chez deux espéces contenant de la BMAA parmi 12
analysées dans 2 études. Cependant, le trés faible nombre d’étude les ayant considérés rend
difficile toute analyse.

Toutes les études ayant considéré a la fois les fractions libres et totales (libre + liée aux protéines)
de BMAA montrent que la fraction totale est plus importante que la fraction libre dans les matrices
biologiques (e.g., max 2,45 mg/kg FW BMAA totale vs max 0,2 mg/kg FW BMAA libre chez les
moules d’aprés Reveillon et al, 2014, 2015™).

La bioamplification potentielle de BMAA, suggérée par certains auteurs du fait qu’'une accumulation
soit retrouvée a des niveaux trophiques intermédiaires (e.g., crabe) et supérieurs (e.g., requin),
nécessite d’étre étudiée de maniére plus approfondie.

Les concentrations en BMAA totale dans les fruits de mer et dans les muscles de poissons varient
donc entre 0,02 et 8 mg/kg FW selon les espéces étudiées.

Commentaires :

- Les variants DAB, AEG et BAMA sont rarement pris en compte dans les études. Lorsque la
concentration en DAB est reportée, elle est généralement similaire a celle de la BMAA.

- La liaison de la BMAA aux protéines ou son incorporation n’a pas été clairement démontrée a
ce jour. Rosen et al. (2016") suggérent que la BMAA ne soit ni libre ni liée aux protéines dans
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les tissus mais liée a des acides aminés et formant un composé de faible poids moléculaire.
Ces auteurs reportent aussi la possibilité d’'une chélation avec des métaux ou la formation de
carbamates. Li et al. (2016'°) reportent que la quantité d’acides aminés (Arg, Asp, Glu, Leu,
Lys, Ser, Thr, lle et Met) mesurée dans les muscles d’un gastéropode marin diminue avec
'augmentation de I'accumulation de BMAA libre dans ces méme tissus, et suggérent que la
BMAA ne s’incorpore pas dans les protéines (ils n‘ont détecté que de la BMAA libre) mais
affecte leur synthése.

- Données d’organotropisme : Andrys et al. (2015"°), article non sélectionné, reporte une
accumulation de BMAA a la fois dans les viscéres et dans les autres tissus chez Mytilus edulis.
Selon Reveillon et al. (2015™), les moules présentent des concentrations en BMAA libre et
totale inférieures dans la glande digestive comparé au reste du corps (respectivement 69,3 +
17% et 59,5 £ 6%). L'inverse est observé pour les concentrations d’AEG libre et totale.
Concernant le DAB, les formes liées et libres prédominent respectivement dans la glande
digestive et dans le reste du corps.

- Les données d’accumulation de BMAA chez des espéces dulcicoles demeurent trés
parcellaires.

7.4.4 Synthése des grilles de lecture des articles classés orange, informations
additionnelles

Le tableau 6 présente les données issues des articles pour lesquels la méthode analytique est jugée
fiable du point de vue qualitatif mais pas du point de vue quantiatif (articles classés orange, n = 11).

Tableau 6 : Synthése des articles classés orange (MS) relatifs aux concentrations de BMAA chez des
organismes aquatiques consommés par ’lHomme

Référence Isomeéres et Espeéces, nombre Origine Concentrations mg/kg poids frais FW ou estimées du
fraction échantillons total 9 poids sec DW
Andrys et T . . i . . . .
al., 2015 otale Moule Mytilus edulis non précisée | Présence de BMAA démontrée mais non quantifiée
Banack et | BMAA Libre / Chair de langouste . . .
al,, 2014 lice DAB (Panulirus sp) Floride BMAA : 0,86-5,83 mg/kg FW et DAB : 0,09-7,99 mg/kg FW
Carpe (Cyprinus carpio),
Banack et | BMAA totale | n=?, organes muscles, | , N | BMAA :0,0086-0,26 mgkg FW
v foie, cerveau P
BMAA, . .
Beachet | BAMA, DAB, | Moues (MWytlus edulis) 1 = | presence de BAMA, DAB, AEG, BMAA sans quantification
al., 2015 fractions analy’ses phycotc?xines quantification de BMAA : 0,19-0,24 mg/kg FW
totale
Field et al., | Libre /liée ou | ,Finces de crabes bleus . BMAA de 9,85 & 24,8 mg/kg FW et DAB de 11,57 a 15,66
(Callinectes sapidus), n = | Atlantique Est
2013 totale 3 mg/kg FW
Tous les échantillons évalués en LC-FD : BMAA de 34 a 2011
Hammersc Requins (ailerons ou Atlantique et mg/kg FW
hlag et al., | BMAA Totale | muscles), 10 espeéces, Pacif? ue 4 échantillons évalués en LC-FD et en LC-MS-MS : BMAA de
2016 n=55dont7 < LD q 31,5 a 38,9 mg/kg FW en LC-FD et de 19,20 a 33,15 mg/kg
FW en LC-MS-MS
Poissons (éperlan
Osmerus eperlanus,
m;‘)‘(?:tfssf]‘;‘;g;ga’é’]::ea Moules BMAA de 0,02 & 0,03 mg/kg FW
Jonasson ' . Huitres BMAA de ND a 0,02 mg/kg FW
etal., 2010 BMAA fotale harl%%;)sérizni;iiizder Mer Baltique Muscles d'éperlan, turbot, hareng, corégone : BMAA de 0,002
Salmo salar) moules 40,014 mglkg FW
(Mytilus edulis) et huitres
(Ostrea edulis)
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Espeéeces, nombre
échantillons total

Origine

Concentrations mg/kg poids frais FW ou estimées du
noids sec DW

Coque blanche
(Cerastoderma edule), n
=19

Atlantique,
Portugal

BMAA de ND a 0,10 mg/kg FW

Poissons (breme Abramis
brama n=32, perche
Perca fluviatilis n=29,
brochet Esox lucius n=22,
sandre Sander lucioperca
n=29, gardon Rutilus
rutilus n=48, grémille
Gymnocephalus cernua
n=4, tanche Tinca tinca
n=1), organes cerveau,
muscle, foie, rein.

Suéde, eau
douce

BMAA dans le cerveau chez 14 a 50% des individus selon les
especes, de 0,0001 a 0,007 mg/kg FW

BMAA dans les muscles de 16% des poissons (22/136) de
0,00002 a 0,0016 mg/kg FW

Pas de BMAA dans le foie ni dans les reins

Mollusques, 29 especes,
n =68 (Mytilus
galloprovincialis, Mytilus
coruscus, Crassostrea
sp, Atrina pectinata,
Perna viridis, Antigona
lamellaris, Meretrix
lusoria, Periglypta
petechialis, Chlamys
farreri, Solen strictus,
Mactra chinensis,
Ruditapes philippinarum,
Neverita didyma,
Sinonovacula constrita,
Tegillarca granosa,
Haliotis discus hannai,
Turritella bacillum, Natica
maculosa, Batillaria
zonalis, Moerella
iridescens, Scapharca
subcrenata, Mactra
chinensis, Volutharpa
ampullacea, Neptunea
cumingii, Arca inflata,
Merceneria merceneria,
Rapana venosa,
Argopecten irradians,
Mimachlamys nobilis,
Gafrarium tumidum).

Chine,
prélévement
en
aquacultures
et sur
marchés, +
prélevément
de 2
gastéropodes
en milieu
naturel

BMAA libre (5 echant/68) chez 3 espéces marines: moule
(1/9) M. coruscus 0,45 mg/kg FW, couteau (1/1) S. strictus
0,66 mg/kg FW, et gastéropode (5/5) N. didyma 0,99 ; 2,15 et
3,97 mg/kg FW.

DAB libre (53 échant/68) chez 23 especes marines : de 0,05
a 2,65 mg/kg FW. Ex:0,23;0,31;0,45;0,53; 0,61 ; 0,70 et
0,83 mg/kg FW chez huitres Crassostrea sp, et 0,29 ; 0,41 ;
0,50; 0,58; 0,60; 0,63; 0,71; 0,74 ; 1,61 mg/kg FW chez
moules M. galloprovencialis et M. coruscus.

Pas de BMAA ou de DAB liées aux protéines.

Pas d'AEG libre ni lié.

Requins (ailerons), 7
espeéces, n=29

Baie de
Floride

BMAA dans 23 échantillons/29, chez les 7 espéces de
requins, de 144 a 1836 mg/kg FW

Chez requin marteau BMAA dans reins, foie et muscles, de
58 a 1450 mg/kg FW

Référence | Isoméres et
fraction |
Lage etal., | BMAA, DAB
2014 et AEG liés
Lage et al.,
2015 BMAA totale
BMAA, DAB
Lietal., et AEG
2016 fraction libre
et totale
Mondo et
al., 2012 BMAA totale
Spacil et
al., 2010 BMAA totale

Poisson Corégone
Coregonus lavaretus,
Huitres Ostrea edulis

provenant d'un marché

Suéde

Accumulation de BMAA et de DAB chez les huitres
(respectivement 47,9 et 201,7 pg/L) et les poissons
(respectivement 49,4 et ND pg/L). Les resultats ne sont pas
exploitable car non exprimés en mg/g

7.4.4.1 Contamination des organismes issus des écosystémes aquatiques dulcicoles

Poissons

Une étude ménée sur des carpes du lac Mascoma aux Etats-Unis montre la présence de BMAA et
de DAB dans le cerveau a des concentrations respectives de 0,009 et 0,002 mg/kg FW. La BMAA
totale est également retrouvée dans le foie (0,26 mg/kg FW) et les muscles (0,25 mg/kg FW),
organes qui ne présentent aucune accumulation de DAB (Banack et al., 2015"). Ces valeurs ne
sont pas comparables car aucun article classé vert ne reporte une accumulation chez des poissons
d’eau douce mais elles sont trés similaires a celles reportées chez les poissons marins (max 0,02
mg/kg FW) dans les deux études retenues.

En Suéde, une étude menée sur des poissons du lac Finjasjon reporte une accumulation de BMAA
dans le cerveau chez 14 a 50% des individus selon les espéces, a des concentrations allant de
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0,0001 & 0,007 mg/kg FW (Lage et al., 2015™%). L'accumulation de BMAA est également montrée
dans les muscles de 16% des poissons (bréme, perche, brochet, sandre, gardon, grémille, tanche,
22/136) avec des concentrations allant de 0,00002 a 0,0016 mg/kg FW. L'étude montre que
'accumulation de BMAA est plus importante chez les poissons plus agés et chez les poissons ayant
un mode de nutrition benthique versus pélagique, suggérant les producteurs primaires benthiques
comme source de BMAA.

7.4.4.2 Contamination des organismes issus des écosystémes aquatiques marins

Bivalves et crustacés

Canada et USA

Des concentrations de BMAA totale allant jusqu’a 24,8 mg/kg FW et 5,8 mg/kg FW ont été reportées
respectivement dans la chair de crabes bleus provenant de Chesapeake Bay (Field et al., 2013"%) et
dans la chair de homards provenant de la baie de Floride (Banack et al., 2014“S). Les
concentrations reportées chez ces crustacés sont supérieures a celles reportées dans les articles
classés vert (de 1,08 a 3,8 mg/kg FW chez le crabe). Du DAB a également été quantifié dans les
pinces de crabes bleus (de 11,6 a 15,8 mg/kg FW) et dans la chair de homards (de 0,09 a 7,99
mg/kg FW).

Au Canada, la présence de DAB, AEG et BAMA est reportée dans les tissus de moules issues du
commerce (Beach et al., 2015™°). Seule la BMAA totale est quantifiée avec des teneurs comprises
entre 0,1 et 0,24 mg/kg FW, valeurs similaires a celles issues des articles classés vert (de 0,08 a 8
mg/kg FW chez les bivalves).

Portugal

Sur les cotes portugaises, Lage et al. (2014"°) reportent des concentrations en BMAA allant jusqu’a
0,10 mg/kg FW dans des coques prélevés dans deux sites sur une période de 3 mois (n=19),
valeurs inférieures a celles reportées pour les bivalves issues des articles classés vert (de 0,08 a 8
mg/kg FW). Les coques accumulent également du DAB et de 'AEG (pas de quantification).

Mer Baltique
Les données de bioaccumulation chez des moules (de 0,02 et 0,03 mg/kg FW) et des huitres (de

ND et 0,02 mg/kg FW) de la mer Baltique reportées dans I'étude de Jonasson et al. (2010MS) sont
largement inférieures a celle présentées dans les autres études. Ce fait est trés probablement da a
une efficacité d’extraction de BMAA des tissus assez faible (non reportée), ce qui pour ce rapport
aura tendance a sous-estimer le risque plutdt que de le surestimer. Andrys et al. (2015™%) montrent
une accumulation de BMAA a la fois dans les viscéres et dans les autres tissus chez Mytilus edulis
mais sans quantification. Spacil et al. (2010™°) reportent la présence de BMAA dans des huitres
achetées sur un marché en Suéde mais les résultats ne sont pas exploitables car non exprimés en
mg/kg.

Chine

Li et al. (2016"°) ont analysé des mollusques issus d’aquaculture et achetés sur les marchés de
plusieurs villes chinoises (68 échantillons, 29 espéces). lIs reportent la présence de BMAA libre
dans 5 échantillons sur 68, appartenant a 3 espéces marines, une moule (1 échantillon positif/9),
un couteau (1/1) et un gastéropode (3/3) (respectivement Mytilus coruscus 0,45 mg/kg FW, Solen
strictus 0,66 mg/kg FW, Neverita didyma 0,99 ; 2,15 et 3,97 mg/kg FW). Huit autres échantillons de
moules (Mytilus galloprovincialis) et 10 d’huires (Crassostrea sp) collectés sur les cbtes chinoises
ne contiennent pas de BMAA. Le DAB libre est détecté dans 53 échantillons sur 68, appartenant a
23 espéces marines, a des concentrations allant de 0,05 a 2,65 mg/kg FW (par exemple 0,23 ;
0,31; 0,45; 0,53; 0,61; 0,70 et 0,83 mg/kg poids frais chez les huitres Crassostrea, et 0,29 ;
0,41; 0,50; 0,58; 0,60; 0,63; 0,71; 0,74 ; 1,61 mg/kg poids frais chez les moules Mytilus
galloprovencialis et Mytilus coruscus). Les concentrations de DAB sont proches entre les espéces
et les régions prospectées. Les auteurs reportent une absence de BMAA ou de DAB liées aux
protéines, ainsi qu’une absence d’AEG quelle que soit la forme (libre ou totale).
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Poissons

Hammerschlag et al. (2016"°) rapportent de fortes concentrations (de 19,2 a 33,15 mg/kg FW) chez
le requin (seule la quantification par UPLC-MS/MS est ici considérée, la plupart des autres espéces
ayant été seulement dosées par HPLC-FD).

Mondo et al. (2012¥°) rapportent une accumulation de BMAA, de 144 & 1836 mg/kg FW, dans les
ailerons de 7 espéces de requins (23 échantillons/29). Chez le requin marteau, la BMAA est
retrouvée dans les reins, le foie et les muscles, de 58 a 1450 mg/kg FW. Ces valeurs dans les
ailerons de requins sont cohérentes et de méme grandeur que les valeurs reportées en poids sec
dans la poudre de cartilage de requins (de 86 a 265 mg/kg DW) par le méme auteur, Mondo et al.
(2014™), article classé vert.

Jonasson et al., (2010"°) relatent que plusieurs espéces de poissons de la Mer Baltique (éperlan,
turbot, hareng, corégone) semblent contenir de la BMAA a des concentrations faibles allant de
0,002 a 0,014 mg/kg FW dans les muscles et de ND a 0,25 mg/kg FW dans le cerveau. La
bioaccumulation dans cet ecosystéeme ne suivrait pas un shéma de bioamplification avec des
concegstrations plus importantes chez les grands prédateurs, comme évoqué chez Brand et al.
(2010™).

Spacil et al. (2010™°) reportent la présence de BMAA dans des poissons (corégone) achetés sur un
marché en Suéde mais les résultats ne sont pas exploitables car non exprimés en mg/kg.

Remarque : informations additionnelles, issues d’articles non retenus classés rouge

Les données issues des articles classés rouge ont été obtenues avec une méthode analytique jugée
non fiable du point de vue qualitatif et quantiatif.

En 2009, dans I'étang de Thau (France), de la BMAA, du DAB et de 'AEG sous forme liée ont été
détectés dans tous les échantillons de moules (Mytilus galloprovincialis) et d’huitres (Crassostrea
gigas) a des concentrations de 0,6 a 14,4 mg/kg DW par deux auteurs utilisant (Masseret et al.,
2013"S, classée rouge) ou non (Reveillon et al., 2014, classée verte) une méthode de dérivation
avant I'analyse des composés en LC-MS/MS. La concentration de BMAA chez les moules montre
des variations saisonniéres avec une augmentation des teneurs en été et automne 2013 et 2014,
phénoméne déja observé sur le méme site lors de I'été 2009 (Masseret et al., 2013"° ; Reveillon et
al., 2014™). Les données de Masseret et al. (2013"°) sont présentées ici malgré son classement en
rouge car les résultats (concentrations et cinétique temporelle de BMAA chez les bivalves) sont trés
similaires a ceux de Reveillon et al. (2014™°) et concernent le méme site (étang de Thau) présentant
un cluster significatif de sur-incidence de SLA. Au sein de I'étang de Thau, les moules et les huitres
contiennent des concentrations en BMAA de respectivement 1,8-6 et 0,6-1,6 mg/kg DW d’aprés
Masseret et al (2013"°). Les moules collectées entre 1995 et 2008 contiennent de plus fortes
concentrations en BMAA (3,3 = 1,4 mg/kg DW) que les huitres (0,3 £ 0,19 mg/kg DW) collectées en
2009, alors que les teneurs en DAB ne varient pas entre les deux bivalves (moules 1,1 = 0,3 mg/kg
DW vs huitres 1,3 £ 0.2 mg/kg DW). La plus forte accumulation de BMAA reportée concerne des
échantillons prélevés en période estivale de forte prolifération phytoplanctonique : moules 4,4 £ 1,5
mg/kg DW en été vs 2,5 + 0,5 mg/kg DW en automne/hiver, et huitres 1,5 £ 0,1 mg/kg DW en été vs
0,6 mg/kg DW au printemps. Aucune variation saisonniére des concentrations en DAB n’est
observée chez les deux bivalves.

L’étude de Jiao et al. (2014™°) rapporte des concentrations allant jusqu’a 8,97 mg/kg FW dans des
muscles de poissons deau douce (espéce carnivore, Erythroculter ilishaeformis, cyprinidé,
hypothése 75% eau dans les muscles). Ces valeurs ne sont pas comparables car aucun article
classé vert ne reporte une accumulation chez des poissons d’eau douce mais elles sont plus fortes
que celles reportées chez les poissons marins (max 0,02 mg/kg FW) dans les deux études
retenues.

Au Canada, des poissons (doré jaune et noir, corégone) ont été prélevés dans le lac Winnipeg et
mixés de maniére a former deux échantillons dans lesquels aucune BMAA n’a été détectée. Les
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auteurs (Scott et al., 2009"°) ne donnent pas de précision sur les organes étudiés, la période ou le
site de prélevement.

Brand et al. (2010“3), dans une étude ménée en baie de Floride aux Etats-Unis, montreraient la
présence de fortes concentrations de BMAA dans les muscles de poissons marins (ex : daurade de
484 a 2349 mg/kg FW). La bioaccumulation dans cet ecosystéme ne suivrait pas un shéma de
bioamplification avec des concentrations plus importantes chez les grands prédateurs, mais plutot
une tendance a une accumulation plus forte de BMAA chez les espéces benthiques (crevettes et
crabes) que les espéces pélagiques (anchois, barracuda), suggérant I'implication du phytoplancton
benthique (diatomées, cyanobactéries) comme source de BMAA. La méme étude montrerait la
présence de BMAA chez des crevettes roses (de 55 a 3042 mg/kg FW), et des crabes bleus (212 a
6976 mg/kg FW), a des concentrations largement supérieures a celles reportées dans les articles
classés vert. Les mémes auteurs ont également étudié la riviere Caloosahatchee aux Etats-Unis
(Floride) recevant les effluents du lac Okeechobee ou proliférent régulierement et intensément des
cyanobactéries. Les résultats montrent la présence de BMAA en concentration importante chez les
mollusques filtreurs (huitres et moules de 251 a 305 mg/kg FW) mais surtout dans les muscles de
poissons (amie, garpique alligator ou archigan a grande bouche de 857 a 2559 mg/kg FW).

Niedzwiadek et al. (2012"°) n’ont pas retrouvé de BMAA libre ou totale dans 61 échantillons de
crevettes d’élevage et 32 échantillons de chair de poissons d'élevage (tilapia, poisson chat, truite,
saumon, omble chevalier) vendus au Canada et d’origines diverses (Thailande, Chine, Vietnam,
Indonésie, Afrique du Sud, Honduras, Costa Rica, EU, Canada).
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8 Estimation de [I'exposition alimentaire pour
I’'HoOomme

8.1 Matériel et Méthodes

8.1.1 Données de consommation alimentaire

8.1.1.1 Population générale

Les données de consommation utilisées proviennent d’'une étude individuelle et nationale sur les
consommations alimentaires INCA2 (Anses, 2009).

Cette étude s’est déroulée en trois vagues entre fin 2005 et avril 2007 afin de tenir compte des
variations saisonniéres. Deux populations distinctes ont été incluses dans I'étude : les enfants de 3
a 17 ans et les adultes de 18 a 79 ans. Le recueil des consommations alimentaires a été réalisé
avec un carnet de consommation de 7 jours consécutifs. Cette méthodologie était nécessaire pour
réaliser des évaluations de risque, chronique sur longue période et aigué sur courte période.
Chaque journée était décomposée en 3 repas et 3 prises inter-repas.

Pour chaque prise ou repas, le participant devait décrire le détail de tous les aliments et boissons
consommeés, estimer la quantité consommeée a l'aide d’'un manuel de photographies de portions, ou
de mesures ménagéres ou encore de grammages ou volumes unitaires, et indiquer les informations
sur le type de produit (industriel/fait maison, frais/boites de conserve/surgelé, enrichi/allégé/ou non).

Les informations recueillies sur les carnets de consommation alimentaire et de compléments ont été
vérifiées et harmonisées par des diététiciennes. La codification des aliments a reposé sur la
nomenclature INCA2 en 43 groupes créée specifiquement pour I'étude et enrichie par rapport a la
version précédente utilisée dans I'étude INCA1. Cette nomenclature est compatible avec celle de la
composition nutritionnelle des aliments du Centre d’'information sur la qualité des aliments (CIQUAL)
de I'Afssa.

8.1.1.2 Forts consommateurs de produits de la mer

Les calculs d’exposition ont été effectués pour la population des forts consommateurs des produits
de la mer en prenant en compte les données de consommation issues de I'étude CALIPSO (2006).

L’étude CALIPSO (2006) a été réalisée auprés de 1011 individus de plus de 18 ans forts
consommateurs de produits de la mer (au moins 2 fois par semaine) et résidant dans I'un des 4
sites cOtiers et ses environs (sur un rayon de 20-25 km) sélectionnés pour I'enquéte : Le Havre,
Toulon-Hyéres, La Rochelle et Lorient. Cette étude est basée sur un questionnaire de fréquence de
consommation validé lors de I'enquéte pilote par un carnet de consommation de 7 jours. Les tailles
de portion habituellement consommées ont été estimées par un cahier photographique (Manuel
photos de I'Etude SU.VI.MAX). Les consommations sont décrites uniquement pour 996 individus
(exclusion de 15 sujets pour données aberrantes concernant les consommations).
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8.1.2 Données de contamination

Les 226 données de contamination proviennent de différentes publications, toutes jugées fiables du
point de vue qualitatif et quantitatif (Jiang et al., 2014™, Reveillon et al., 2014, 2015™, 2016,
Salomonsson et al., 2013™, 2015™°) et de différents pays (Tableau 7).

Tableau 7. Données de contamination selon le pays d’origine

Pays Fréquence
Amérique nord 3
Amérique Sud 12
Atlantique 4
Atlantique Nord-Est 3
Atlantique Nord 2
Australie 3
Chine 2
Europe Scandinavie 3
France 139
Gréce 3
Irlande 1
Italie 2
Mer Baltique 3
Norvége 10
Scandinavie 6
Suéede 27
Turquie 3

Les données de contamination concernent plusieurs espéces de produits de la mer ou d’eau douce
(Tableau 8).

Concernant ces produits, comme ils étaient en nombre réduit par rapport aux données de
consommation, ils ont été regroupés en plusieurs catégories :

- Produits de la mer incluant les deux catégories suivantes
0 Poissons de mer
0 Crustacés et mollusques (dont moules et huitres)

- Produits d’eau douce

Les contaminants pour lesquels les données dont disponibles et qui sont concernés par cette
analyse sont : BMAA totale, BMAA libre, DBA total, DBA libre, AEG total, AEG libre.
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Tableau 8 : Liste des espéces de produits de la mer ou d’eau douce et les catégories d’aliment
auxquelles ils correspondent

Produit Nombre de | Nombre de résultats inférieurs Catéaorie d’aliment
résultats a la limite de détection* 9
Bréme 2 28 Produits d'eau douce
Corégone 2 2° Produits d'eau douce
Crabe 2 12 Crustacés, mollusques et coquillages
Crevette 9 3@ Crustacés, mollusques et coquillages
Ecrevisse 7 7%° Produits d'eau douce
Hareng 3 2° Poissons de mer
Huitre 35 0 Crustacés, mollusques et coquillages
Loup de mer 2 2° Poissons de mer
Morue 4 42 Poissons de mer
Moule 138 0 Crustacés, mollusques et coquillages
Omble chevalier 4 Khe Produits d'eau douce
Perche 4 42 Produits d'eau douce
Pétoncle 3 0 Crustacés, mollusques et coquillages
Plie 3 0 Poissons de mer
Sandre 2 2°2 Produits d'eau douce
Saumon 6 62° Poissons de mer
TOTAL 226

* la valeur de la limite de détection est variable selon les études’
®limite de détection = 0,10 mg/kg de poids frais ; ® limite de détection = 0,01 mg/kg de poids frais.

8.1.3 Traitement des données censurées

Généralement, les données censurées? sont traitées en suivant les recommandations de
'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) (WHO, 2013). La « méthode de substitution » est
utilisée. Elle consiste a encadrer la teneur réelle en utilisant les valeurs les plus basses (hypothése
basse ou lower-bound, LB) et les plus hautes (hypothése haute ou upper-bound, UB) possibles :
'hypothése basse est alors calculée en considérant que toutes les valeurs en-dessous de la LD
sont égales a 0O et celles situées entre la LD et la LQ sont égales a la LD, tandis que 'hypothése
haute est calculée en considérant que toutes les valeurs en-dessous de la LD sont égales a la LD et
celles situées entre la LD et la LQ sont égales a la LQ.

Dans la présente expertise, étaient disponibles dans les publications soit les LD soit les LQ mais

jamais les deux en méme temps. Par conséquent, les régles suivantes ont été appliquées :

- I'hypothése basse (LB) est calculée en considérant que toutes les valeurs en-dessous de la LD
sont égales a 0 et celles en-dessous de la LQ sont égales a 0

- I'hypothése haute (UB) est calculée en considérant que toutes les valeurs en-dessous de la LD
sont égales a la LD et celles en-dessous de la LQ sont égales a la LQ.

20n appelle données censurées les résultats inférieurs aux limites de détection (LD) ou de quantification (LQ).
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8.1.4 Hypothéses de calculs de I’exposition

A partir des données de consommation individuelle et des données de contamination, I'exposition a
été calculée selon I'équation suivante :

k
G Ly
E'-- - ——
: PG,

k=1

- EjestI'exposition journaliére totale de I'individu i (ug/kg de poids corporel/j),

- Cix est la consommation moyenne journaliere de I'aliment k par I'individu i (g/j),

- Lk est la teneur pour le contaminant étudié estimée dans l'aliment k (mg/kg de poids frais),
- PG, est le poids corporel de l'individu i (kg)

- et nestle nombre total d’aliments consommés par l'individu i.

Dans un premier temps, la contamination (moyenne, 95°™ percentile, maximum) a été calculée pour
chaque catégorie et a été appliquée a la consommation individuelle de 'ensemble des produits de la
catégorie correspondante.

Exemple :
La contamination moyenne a été calculée pour le groupe (Hareng+Morue+Plie+Saumon+Loup de
mer) qui corespond a la catégorie poissons de la mer.

Cette contamination a ensuite été appliquée a la consommation de I'ensemble des poissons de mer,
méme si les données de consommation comportaient plus d’espéces ou méme si l'une de ces
espéces (parmi les 5 sus-citées) n’était pas présente dans les données de consommation.

Ainsi, nous avons fait 'hypothése que I'ensemble des produits de la catégorie poissons de mer
consommeés étaient contaminés au méme niveau de contamination.

Par ailleurs, deux types d’exposition ont été calculés :

- D’une part, I’exposition chronique : en prenant comme paramétre de contamination la
concentration moyenne. L’exposition chronique correspond a la quantité de substance qu’un
individu peut ingérer quotidiennement sur une longue période de sa vie, en relation avec un
effet toxicologique se manifestant tardivement.

- D’autre part, 'exposition _aiqué : en prenant comme paramétre de contamination le 95°™
percentile lorsque le nombre de données de la catégorie est supérieur a 30 ; ou la concentration
maximale lorsque le nombre de données de la catégorie est inférieur a 30. L’exposition aigué

correspond a un effet toxicologique se manifestant rapidement, dés la premiére ingestion.

Ces deux types d’exposition ont été calculés d’'une part, avec I'ensemble des données disponibles
et d’autre part, avec les données frangaises uniquement, au nombre de 138 (en excluant Jiang et
al., 2014). A noter que les données frangaises ne portent que sur les moules et les huitres.

8.2 Reésultats

Les résultats des expositions sont présentés dans les tableaux 9 a 15. Tous les tableaux ont la
méme structure, avec des résultats selon les deux hypothéses LB (hypothése basse) et UB
(hypothése haute). Les tableaux 10, 11 et 12 présentent les expositions aigués et les tableaux 13,
14, 15 présentent les expositions chroniques.
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n : nombre total d’individus adultes dans la population générale et suivis pendant I'enquéte (cette
population inclut les consommateurs et les non consommateurs des produits de la 1°° colonne).

n_cons : nombre d’individus adultes consommateurs du produit de la 1°° colonne (seuls
consommateurs).

Moy pop : exposition moyenne dans la population générale (qu’ils soient consommateurs ou
non).

P95 _pop : exposition au 95°™ percentile calculée dans la population générale.

Moy cons : exposition moyenne dans la population des seuls consommateurs.

P95 _cons : exposition au 95°™ percentile calculée dans la population des seuls consommateurs.

BMAA totale LB : exposition au composé calculée selon I'hypothése basse (exemple pour la
BMAA totale)

BMAA totale UB : expostion au composé calculée selon I'hypothese haute (exemple pour la
BMAA totale)

Tableau 9 : Exposition aigué a la BMAA totale en pg/kg pclj chez les adultes, population générale

BMAA totale LB BMAA totale UB

n n_cons | Moy pop P95 _pop Moy_cons P95 _cons | Moy_pop P95 pop Moy cons P95 _cons

Crustacés/Mollusqu | 2597 751 0,202 1,144 0,698 1,908 0,202 1,144 0,698 1,908
es/Coquillages

dont
Huitres | 2597 123 0,022 0 0,456 1,153 0,022 0 0,456 1,153
Moules | 2597 173 0,043 0,346 0,649 1,54 0,043 0,346 0,649 1,54
Poissons de mer 2597 1609 0,005 0,017 0,008 0,02 0,024 0,086 0,038 0,102
Produits de la mer 2597 1817 0,207 1,15 0,295 1,352 0226 1,173 0,323 1,36
Produits eau douce | 2597 17 0 0 0 0 0 0 0,02 0,071

Données Francaises uniquement

Huitres 2597 123 0,022 0 0,456 1,153 0,022 0 0,456 1,153
Moules 2597 173 0,017 0,133 0,249 0,59 0,017 0,133 0,249 0,59

Grille de lecture (exemples surlignés) : Dans la population générale adulte (soit 2597 individus),
I'exposition moyenne (moy_pop) a la BMAA totale, calculée selon I'hypothése basse (LB) et liee a la
consommation de produits de la mer est de 0,207 ug/kg pc/j et le 95°™ percentile (P95_pop) de 1,15
ug/kg pc/j. Chez les adultes seuls consommateurs de produits de la mer (1817 individus), la moyenne
(moy_cons) est de 0,295 ug/kg pclj et le 95°™ percentile (P95_cons) de 1,352 ug/kg pclj.

Lorsque seules les données frangaises sont utilisées, I'exposition moyenne a la BMAA totale liée a la
consommation de moules est de 0,017 et le 95°™ percentile de 0,133 pg/kg pc/j. Chez les seuls
consommateurs de moules (173 individus), la moyenne est de 0,249 et le 95°™ percentile de 0,59

Hg/kg pcij.
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Tableau 10 : Exposition aigué a la BMAA, au DAB et a I’AEG en pg/kg pclj chez les adultes, population générale

BMAA totale LB BMAA totale UB BMAAlibre LB BMAA libre UB
n n_cons|Moy_pop P95_pop Moy _cons P95_cons|Moy pop P95_pop Moy cons P95 _cons|Moy_pop P95 pop Moy_cons P95_cons|Moy_pop P95_pop Moy _cons P95_cons
Crustaces/Mollusques/Coquillages 2597 751 0,202 1,144 0,698 1,908, 0,202 1,144 0,698 1,908, 0,019 0,106 0,065 0,177 0,019 0,106 0,065 0,177
dont
Huitres| 2597 123 0,022 0 0,456 1,153, 0,022 0 0,456 1,153,
Moules| 2597 173 0,043 0,346 0,649 1,54 0,043 0,346 0,649 1,54 0,003 0,023 0,043 0,102 0,003 0,023 0,043 0,102
Poissons de mer 2597 1609 0,005 0,017 0,008 0,02 0,024 0,086 0,038 0,102
Produits de la mer 2597 1817) 0,207 1,15 0,295 1,352 0,226 1,173 0,323 1,36 0,019 0,106 0,027 0,125 0,019 0,106 0,027 0,125
[Produits eau douce 2597 17 0 0 0 0 0 0 0,02 0,071
Données Frangaises uniquement
Huitres| 2597 123 0,022 0 0,456 1,153, 0,022 0 0,456 1,153,
Moules| 2597 173 0,017 0,133 0,249 0,59 0,017 0,133 0,249 0,59 0,003 0,023 0,043 0,102 0,003 0,023 0,043 0,102
DBA total DBAlibre
n n_cons|Moy_pop P95_pop Moy_cons P95_cons|Moy pop P95 _pop Moy _cons P95 _cons
Crustaces/Mollusques/Coquillages 2597 751 0,087 0,494 0,302 0,824 0,085 0,481 0,293 0,802
dont
Huitres| 2597 123 0,013 0 0,273 0,69 0,007 0 0,156 0,393
Moules| 2597 173 0,013 0,104 0,195 0,463 0,014 0,112 0,21 0,498
Poissons de mer 2597 1609
Produits de la mer 2597 1817) 0,087 0,494 0,125 0,581 0,085 0,481 0,121 0,565
[Produits eau douce 2597 17
Données Frangaises uniquement
Huitres| 2597 123 0,013 0 0,273 0,69 0,007 0 0,156 0,393
Moules| 2597 173 0,013 0,104 0,195 0,463 0,014 0,112 0,21 0,498
AEG total LB AEG total UB AEG libre LB AEG libre UB
n n_cons|Moy_pop P95_pop Moy_cons P95_cons|Moy pop P95_pop Moy _cons P95 _cons|Moy_pop P95 pop Moy_cons P95_cons|Moy_pop P95_pop Moy _cons P95_cons
Crustaces/Mollusques/Coquillages 2597 751 0,01 0,056 0,034 0,094 0,01 0,056 0,034 0,094 0,006 0,033 0,02 0,055 0,006 0,033 0,02 0,055
dont
Huitres| 2597 123 0,001 0 0,011 0,028 0,001 0 0,011 0,028
Moules| 2597 173 0,015 0,119 0,222 0,527 0,015 0,119 0,222 0,527 0,001 0,007 0,013 0,03 0,001 0,007 0,013 0,03
Poissons de mer 2597 1609
Produits de la mer 2597 1817 0,01 0,056 0,014 0,066 0,01 0,056 0,014  0,066] 0,006 0,033 0,008 0,039] 0,006 0,033 0,008 0,039
[Produits eau douce 2597 17
Données Frangaises uniquement
Huitres| 2597 123 0,001 0 0,011 0,028 0,001 0 0,011 0,028
Moules| 2597 173 0,015 0,119 0,222 0,527 0,015 0,119 0,222 0,527 0,001 0,007 0,013 0,03 0,001 0,007 0,013 0,03
— ]
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Tableau 11 : Exposition aigué a la BMAA, au DAB et a ’'AEG en pg/kg pc/j chez les adultes, forts consommateurs

BMAA totale LB BMAA totale UB BMAA libre LB BMAA libre UB
n n_cons|Moy _pop P95_pop Moy cons P95_cons|Moy_pop P95_pop Moy_cons P95_cons|Moy_pop P95 pop Moy cons P95_cons|Moy pop P95_pop Moy_cons P95_cons
Crustaces/Mollusques/Coquillages 978 972 2,004 4,929 2,017 4,929 2,004 4,929 2,017 4,929 0,186 0,457 0,187 0,457 0,186 0,457 0,187 0,457
dont
Huitres| 978 625 1,247 4,788 1,951 5,783 1,247 4,788 1,951 5,783
Moules| 978 845 1,707 4,993 1,976 5,067 1,707 4,993 1,976 5,067 0,113 0,329 0,13 0,334 0,113 0,329 0,13 0,334
Poissons de mer 978 977 0,029 0,07 0,029 0,07 0,145 0,35 0,145 0,35
Produits de la mer 978 978 2,033 4,987 2,033 4987] 2149 5124 2,149 5124 0,186 0,457 0,186 0457 0,186 0,457 0,186 0,457
|Produits eau douce (Ecrevisse) 978 122 0 0 0 0 0,002 0,017 0,019 0,054
Données francaises uniquement
Huitres| 978 625 1,247 4,788 1,951 5,783 1,247 4,788 1,951 5,783
Moules| 978 845 0,655 1,915 0,758 1,943 0,655 1,915 0,758 1,943 0,113 0,329 0,13 0,334 0,113 0,329 0,13 0,334
DBA total DBA libre
n n_cons|Moy pop P95 pop Moy_cons P95_cons|Moy _pop P95 pop Moy _cons P95_cons
Crustaces/Mollusques/Coquillages 978 972 0,866 2,129 0,871 2,129 0,842 2,072 0,848 2,072
dont
Huitres| 978 625 0,746 2,865 1,167 3,461 0,426 1,635 0,666 1,974
Moules| 978 845 0,514 1,503 0,595 1,525 0,553 1,616 0,64 1,64
Poissons de mer 978 977
Produits de la mer 978 978 0,866 2,129 0,866 2,129 0,842 2,072 0,842 2,072
|Produits eau douce (Ecrevisse) 978 122
Données frangaises uniquement
Huitres| 978 625 0,746 2,865 1,167 3,461 0,426 1,635 0,666 1,974
Moules| 978 845 0,514 1,503 0,595 1,525 0,553 1,616 0,64 1,64
AEG total LB AEG total UB AEG libre LB AEG libre UB
n n_cons|Moy pop P95 _pop Moy cons P95_cons|Moy_pop P95_pop Moy _cons P95 cons|Moy pop P95 pop Moy cons P95_cons|Moy pop P95 _pop Moy_cons P95 _cons
Crustaces/Mollusques/Coquillages 978 972 0,099 0,243 0,099 0,243 0,099 0,243 0,099 0,243 0,058 0,143 0,058 0,143 0,058 0,143 0,058 0,143
dont
Huitres| 978 625 0,03 0,115 0,047 0,139 0,03 0,115 0,047 0,139
Moules| 978 845 0,584 1,709 0,676 1,734 0,584 1,709 0,676 1,734 0,033 0,098 0,039 0,099 0,033 0,098 0,039 0,099
Poissons de mer 978 977
Produits de la mer 978 978 0,099 0,243 0,099 0,243 0,09 0,243 0,099 0,243] 0,058 0,143 0,058 0,143 0,058 0,143 0,058 0,143
|Produits eau douce (Ecrevisse) 978 122
Données francaises uniquement
Huitres| 978 625 0,03 0,115 0,047 0,139 0,03 0,115 0,047 0,139
Moules| 978 845 0,584 1,709 0,676 1,734 0,584 1,709 0,676 1,734 0,033 0,098 0,039 0,099 0,033 0,098 0,039 0,099
— ]
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Tableau 12 : Exposition aigué a la BMAA, au DAB et a ’'AEG en pg/kg pc/j chez les enfants, population générale

BMAA totale LB BMAA totale UB BMAA libre LB BMAA libre UB
n n_cons|Moy _pop P95_pop Moy cons P95_cons|Moy_pop P95_pop Moy_cons P95_cons|Moy_pop P95 pop Moy cons P95_cons|Moy pop P95_pop Moy_cons P95_cons
Crustaces/Mollusques/Coquillages 1450 260 0,143 0,87 08 2,336 0,143 0,87 08 2,336 0,013 0,081 0,074 0,217 0,013 0,081 0,074 0,217
dont
Huitres| 1450 14 0,008 0 0,787 2,91 0,008 0 0,787 2,91
Moules| 1450 56 0,032 0 0,832 1,617 0,032 0 0,832 1,617 0,002 0 0,055 0,107 0,002 0 0,055 0,107
Poissons de mer 1450 665 0,004 0,019 0,01 0,027 0,022 0,097 0,048 0,136
Produits de la mer 1450 765 0,148 0,89 028 1332 0,166 0,896 0,314 1,386 0,013 0,081 0,025 0,124 0,013 0,081 0,025 0,124
|Produits eau douce 1450 3 0 0 0 0 0 0 0,017 0,026
Données francaises uniquement
Huitres| 1450 14 0,008 0 0,787 2,91 0,008 0 0,787 2,91
Moules| 1450 56 0,012 0 0,319 0,62 0,012 0 0,319 0,62 0,002 0 0,055 0,107 0,002 0 0,055 0,107
DBA total DBA libre
n n_cons|Moy pop P95 pop Moy_cons P95_cons|Moy _pop P95 pop Moy _cons P95_cons
Crustaces/Mollusques/Coquillages 1450 260 0,062 0,376 0,346 1,009 0,06 0,366 0,336 0,982
dont
Huitres| 1450 14 0,005 0 0,471 1,742 0,003 0 0,269 0,994
Moules| 1450 56 0,01 0 0,25 0,487 0,01 0 0,269 0,523
Poissons de mer 1450 665
Produits de la mer 1450 765 0,062 0,376 0,117 0,575 0,06 0,366 0,114 0,56
[Produits eau douce 1450 3
Données frangaises uniquement
Huitres| 1450 14 0,005 0 0,471 1,742 0,003 0 0,269 0,994
Moules| 1450 56 0,01 0 0,25 0,487 0,01 0 0,269 0,523
AEG total LB AEG total UB AEG libre LB AEG libre UB
n n_cons|Moy pop P95 _pop Moy cons P95_cons|Moy_pop P95_pop Moy _cons P95 cons|Moy pop P95 pop Moy cons P95_cons|Moy pop P95 _pop Moy_cons P95 _cons
Crustaces/Mollusques/Coquillages 1450 260 0,007 0,043 0,039 0,115 0,007 0,043 0,039 0,115 0,004 0,025 0,023 0,068 0,004 0,025 0,023 0,068,
dont
Huitres| 1450 14 0 0 0,019 0,07 0 0 0,019 0,07
Moules| 1450 56 0,011 0 0,285 0,553, 0,011 0 0,285 0,553 0,001 0 0,016 0,032 0,001 0 0,016 0,032
Poissons de mer 1450 665
Produits de la mer 1450 765 0,007 0,043 0,013 0,066 0,007 0,043 0,013  0,066) 0,004 0,025 0,008 0,039 0,004 0,025 0,008 0,039
[Produits eau douce 1450 3
Données francaises uniquement
Huitres| 1450 14 0 0 0,019 0,07 0 0 0,019 0,07
Moules| 1450 56 0,011 0 0,285 0,553, 0,011 0 0,285 0,553, 0,001 0 0,016 0,032 0,001 0 0,016 0,032
— ]
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Tableau 13 : Exposition chronique a la BMAA, au DAB et a ’AEG en pg/kg pclj chez les adultes, population générale

BMAA totale LB BMAA totale UB BMAA libre LB BMAA libre UB
n n_cons|Moy_pop P95_pop Moy_cons P95_cons|Moy_pop P95_pop Moy_cons P95_cons|Moy pop P95_pop Moy_cons P95_cons|Moy pop P95_pop Moy _cons P95_cons
Crustaces/Mollusques/Coquillages 2597 751 0,048 0,272 0,166 0,453 0,048 0,272 0,166 0,453 0,004 0,023 0,014 0,039 0,006 0,033 0,02 0,055
dont
Huitres 2597 123 0,004 0 0,084 0,213 0,004 0 0,084 0,213
Moules 2597 173 0,009 0,07 0,131 0,311 0,009 0,07 0,131 0,311 0,001 0,005 0,009 0,022 0,001 0,007 0,013 0,032
Poissons de mer 2597 1609 0 0 0 0 0,007 0,026 0,012 0,031
Produits de la mer 2597 1817 0,048 0,272 0,069 0,319] 0,055 0,28 0,079 0,327 0,004 0,023 0,006 0,027 0,006 0,033 0,008 0,039
[Produits eau douce 2597 17 0 0 0 0 0 0 0,01 0,035
Données Frangaises uniquement
Huitres| 2597 123 0,004 0 0,088 0,222, 0,004 0 0,088 0,222
Moules] 2597 173 0,005 0,043 0,08 0,19 0,005 0,043 0,08 0,19 0 0,003 0,005 0,013 0,001 0,005 0,009 0,022
DBA total DBAlibre
n n_cons|Moy_pop P95_pop Moy_cons P95_cons|Moy_pop P95_pop Moy_cons P95_cons
Crustaces/Mollusques/Coquillages 2597 751 0,051 0,292 0,178 0,487 0,035 0,196 0,119 0,326
dont
Huitres 2597 123 0,009 0 0,189 0,477, 0,003 0 0,066 0,167|
Moules 2597 173 0,007 0,059 0,111 0,263 0,006 0,046 0,087 0,206|
Poissons de mer 2597 1609 |
Produits de la mer 2597 1817 0,051 0,292 0,074  0,343] 0,035 0,196 0,049 0,23
[Produits eau douce 2597 17
Données Frangaises uniguement
Huitres| 2597 123 0,009 0 0,189 0,477, 0,003 0 0,066 0,167|
Moules] 2597 173 0,007 0,059 0,111 0,263 0,006 0,046 0,087 0,206|
AEG total LB AEG total UB AEG libre LB AEG libre UB
n n_cons|Moy_pop P95_pop Moy_cons P95_cons|Moy_pop P95_pop Moy_cons P95_cons|Moy pop P95_pop Moy_cons P95_cons|Moy pop P95_pop Moy cons P95_cons
Crustaces/Mollusques/Coquillages 2597 751 0,004 0,023 0,014 0,039 0,004 0,023 0,014 0,039 0,001 0,003 0,002 0,006 0,002 0,013 0,008 0,022
dont
Huitres 2597 123 0 0 0,006 0,015 0 0 0,006 0,015
Moules 2597 173 0,001 0,005 0,009 0,022 0,001 0,005 0,009 0,022 0 0,001 0,001 0,003 0 0,003 0,005 0,013
Poissons de mer 2597 1609
Produits de la mer 2597 1817 0,004 0,023 0,006 0,027] 0,004 0,023 0,006  0,027] 0,001 0,003 0,001 0,004 0,002 0,013 0,003 0,016
[Produits eau douce 2597 17
Données Francaises uniquement
Huitres| 2597 123 0 0 0,006 0,015 0 0 0,006 0,015
Moules] 2597 173 0,001 0,005 0,009 0,022, 0,001 0,005 0,009 0,022 0 0,001 0,001 0,003 0 0,003 0,005 0,013
E—
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Tableau 14 : Exposition chronique a la BMAA, au DAB et a ’AEG en pg/kg pclj chez les adultes, forts consommateurs

BMAA totale LB BMAA totale UB BMAAlibre LB BMAA libre UB
n n_cons|Moy _pop P95_pop Moy cons P95_cons|Moy_pop P95_pop Moy_cons P95_cons|Moy _pop P95 pop Moy cons P95_cons|Moy pop P95_pop Moy_cons P95_cons
Crustaces/Mollusques/Coquillages 978 972 0,476 1,172 0,479 1,172 0,476 1,172 0,479 1,172 0,041 0,1 0,041 0,1 0,058 0,143 0,058 0,143
dont
Huitres| 978 625 0,23 0,885 0,36 1,068 0,23 0,885 0,36 1,068
Moules| 978 845 0,345 1,009 0,399 1,024 0,345 1,009 0,399 1,024 0,025 0,072 0,029 0,073 0,035 0,103 0,041 0,104
Poissons de mer 978 977 0 0 0 0 0,043 0,105 0,043 0,105
Produits de la mer 978 978 0476 1,172 0,476 1,172 052 1,224 052 1,224 0,041 0,1 0,041 0,1 0,058 0,143 0,058 0,143
|Produits eau douce (Ecrevisse) 978 122 0 0 0 0 0,001 0,008 0,009 0,027
Données francaises uniquement
Huitres| 978 625 0,24 0,923 0,376 1,115 0,24 0,923 0,376 1,115
Moules| 978 845 0,211 0,618 0,244 0,627 0,211 0,618 0,244 0,627, 0,014 0,041 0,016 0,042 0,025 0,072 0,029 0,073
DBA total DBA libre
n n_cons|Moy pop P95 _pop Moy cons P95_cons|Moy pop P95_pop Moy_cons P95 _cons
Crustaces/Mollusques/Coquillages 978 972 0,511 1,257 0,514 1,257 0,343 0,843 0,345 0,843
dont
Huitres| 978 625 0,516 1,981 0,807 2,392 0,18 0,692 0,282 0,836
Moules| 978 845 0,292 0,854 0,338 0,867 0,229 0,669 0,265 0,679
Poissons de mer 978 977
Produits de la mer 978 978 0511 1,257 0511 12571 0,343 0,843 0,343 0,843
|Produits eau douce (Ecrevisse) 978 122
Données frangaises uniquement
Huitres| 978 625 0,516 1,981 0,807 2,392 0,18 0,692 0,282 0,836
Moules| 978 845 0,292 0,854 0,338 0,867 0,229 0,669 0,265 0,679
AEG total LB AEG total UB AEG libre LB AEG libre UB
n n_cons|Moy pop P95 _pop Moy cons P95_cons|Moy_pop P95_pop Moy_cons P95 cons|Moy pop P95 pop Moy cons P95_cons|Moy pop P95 _pop Moy_cons P95 _cons
Crustaces/Mollusques/Coquillages 978 972 0,041 0,1 0,041 01 0,041 01 0,041 0,1 0,006 0,014 0,006 0,014 0,023 0,057 0,023 0,057
dont
Huitres| 978 625 0,016 0,062 0,025 0,074 0,016 0,062 0,025 0,074
Moules| 978 845 0,025 0,072 0,029 0,073 0,025 0,072 0,029 0,073 0,004 0,01 0,004 0,01 0,014 0,041 0,016 0,042
Poissons de mer 978 977
Produits de la mer 978 978 0,041 0,1 0,041 0,1 0,041 0,1 0,041 0,1 0,006 0,014 0,006 0,014/ 0,023 0,057 0,023 0,057
|Produits eau douce (Ecrevisse) 978 122
Données frangaises uniquement
Huitres| 978 625 0,016 0,062 0,025 0,074 0,016 0,062 0,025 0,074
Moules| 978 845 0,025 0,072 0,029 0,073 0,025 0,072 0,029 0,073 0,004 0,01 0,004 0,01 0,014 0,041 0,016 0,042
— ]
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Tableau 15 : Exposition chronique a la BMAA, au DAB et a ’AEG en pg/kg pc/j chez les enfants, population générale

BMAA totale LB BMAA totale UB BMAA libre LB BMAA libre UB
n n_cons|Moy_pop P95_pop Moy _cons P95_cons|Moy_pop P95_pop Moy_cons P95_cons|Moy_pop P95 _pop Moy _cons P95_cons|Moy pop P95_pop Moy_cons P95_cons
Crustaces/Mollusques/Coquillages 1450 260 0,034 0,207 0,19 0,555 0,034 0,207 0,19 0,555 0,003 0,018 0,016 0,047 0,004 0,025 0,023 0,068,
dont
Huitres 1450 14 0,001 0 0,145 0,538, 0,001 0 0,145 0,538,
Moules 1450 56 0,006 0 0,168 0,327 0,006 0 0,168 0,327, 0 0 0,012 0,023 0,001 0 0,017 0,033,
Poissons de mer 1450 665 0 0 0 0 0,007 0,029 0,015 0,041
Produits de la mer 1450 765 0,034 0,207 0,065 0,317] 0,041 0,217 0,077 0,329 0,003 0,018 0,006 0,027 0,004 0,025 0,008 0,039
[Produits eau douce 1450 3 0 0 0 0 0 0 0,008 0,013
Données Frangaises uniquement
Huitres| 1450 14 0,001 0 0,152 0,561 0,001 0 0,152 0,561
Moules| 1450 56 0,004 0 0,103 0,2 0,004 0 0,103 0,2 0 0 0,007 0,013 0 0 0,012 0,023,
DBA total DBA libre
n n_cons|Moy _pop P95_pop Moy cons P95_cons|Moy_pop P95_pop Moy_cons P95 _cons
Crustaces/Mollusques/Coquillages 1450 260 0,037 0,222 0,204 0,596 0,025 0,149 0,137 0,399
dont
Huitres 1450 14 0,003 0 0,326 1,204 0,001 0 0,114 0,421
Moules 1450 56 0,005 0 0,142 0,277 0,004 0 0,111 0,217,
Poissons de mer 1450 665
Produits de la mer 1450 765 0,037 0,222 0,069 0,34] 0,025 0,149 0,047 0,228
[Produits eau douce 1450 3
Données Francgaises uniquement
Huitres| 1450 14 0,003 0 0,326 1,204 0,001 0 0,114 0,421
Moules| 1450 56 0,005 0 0,142 0,277 0,004 0 0,111 0,217,
AEG total LB AEG total UB AEG libre LB AEG libre UB
n n_cons|Moy _pop P95 pop Moy_cons P95_cons|Moy _pop P95 _pop Moy_cons P95_cons|Moy_pop P95 _pop Moy_cons P95_cons|Moy_pop P95 _pop Moy _cons P95_cons
Crustaces/Mollusques/Coquillages 1450 260 0,003 0,018 0,016 0,047 0,003 0,018 0,016 0,047, 0 0,003 0,002 0,007 0,002 0,01 0,009 0,027
dont
Huitres 1450 14 0 0 0,01 0,037 0 0 0,01 0,037,
Moules 1450 56 0 0 0,012 0,023 0 0 0,012 0,023 0 0 0,002 0,003 0 0 0,007 0,013
Poissons de mer 1450 665
Produits de la mer 1450 765 0,003 0,018 0,006 0,027] 0,003 0,018 0,006 0,027 0 0,003 0,001 0,004 0,002 0,01 0,003 0,015
[Produits eau douce 1450 3
Données Frangaises uniquement
Huitres| 1450 14 0 0 0,01 0,037 0 0 0,01 0,037,
Moules| 1450 56 0 0 0,012 0,023, 0 0 0,012 0,023 0 0 0,002 0,003 0 0 0,007 0,013,
— ]
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Les estimations de I'exposition alimentaire (tous produits confondus: mollusques, crustacés,
poissons) se situent donc dans les gammes suivantes :

Pour I'exposition aigué a la BMAA totale chez I'adulte :

- en moyenne de 0,295 pg/kg pc/j pour la population générale (LB) a 2,149 ug/kg pc/j pour les
forts consommateurs (UB).

- au 95°™ percentile de 1,352 ug/kg pc/j pour la population générale (LB) a 5,124 pg/kg pclj
pour les forts consommateurs (UB).

Pour I'exposition chronique a la BMAA totale chez I'adulte :

- en moyenne de 0,069 ug/kg pc/j pour la population générale (LB) a 0,52 ug/kg pc/j pour les
forts consommateurs (UB).

- au 95°™ percentile de 0,319 ug/kg pc/j pour la population générale (LB) a 1,224 pg/kg pclj
pour les forts consommateurs (UB).
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9 Conclusions générales et recommandations du
groupe de travail

Les données toxicologiques (in vivo et in vitro) montrent la neurotoxicité de la BMAA, qui de ce fait
constitue un danger pour 'lHomme.

Ces données ne permettent cependant pas d’identifier une relation dose-effet ni une valeur
toxicologique de référence (aigué ou chronique).

Le danger de la BMAA ne peut donc pas étre caractérisé.

A l'issue de son analyse, le GT « BMAA » a conclu que le lien de causalité entre I'exposition a la
BMAA et la survenue de SLA n’était pas démontré, en I'état actuel des connaissances. Cette
pathologie, a l'instar des autres maladies neurodégénératives, est multifactorielle et de cinétique
lente.

Les données de I'lfremer ont montré que la BMAA était quantifiée dans 'ensemble des échantillons
d’huitres et de moules du littoral frangais (n = 138). A partir de ces données et d’autres données
disponibles dans la littérature, I'exposition des consommateurs francais a pu étre estimée selon
plusieurs scénarios mais elle n'a pas pu étre comparée a des expositions de consommateurs
d’autres pays, le GT « BMAA » n’ayant identifié aucune information publiée.

Compte tenu de ces éléments, le GT BMAA n’est pas en mesure de se prononcer sur le niveau de
préoccupation sanitaire a I'égard de la BMAA dans les produits de la mer et d’eau douce.

Piste de recherche a envisager en priorité.

- Analyser la BMAA sous forme libre et sous forme liée dans des échantillons de cerveaux de
patients atteints de SLA ainsi que des échantillons témoins selon une méthode analytique fiable.

- Acquérir des données métaboliques et toxicologiques pour caractériser le danger et définir une
valeur toxicologique de référence (pour la BMAA et pour ses isoméres, 'AEG, le DAB et la BAMA).

- Obtenir des données de contamination des produits de la mer et d’eau douce (coquillages,
poissons, crustacés) selon une méthode analytique fiable et permettant de prendre en compte la
variabilité temporelle et spatiale. La recherche de la BMAA pourrait faire partie de la liste des
toxines incluses dans le cadre de la veille d’émergence des biotoxines marines dans les
coquillages, pilotée par la DGAI.

- Mener une étude épidémiologique cas-témoin pour investiguer le possible lien de causalité entre
I'exposition a la BMAA et la survenue de SLA.

De maniére plus détaillé, il conviendrait de :

- Produire un matériel de référence pour permettre a la communauté scientifique de caractériser les
méthodes analytiques mises en ceuvre et comparer les résultats, sans a priori sur les méthodes (i.e.
dérivation vs. sans dérivation).

- Clarifier la production de BMAA par les cyanobactéries (quelles souches en produisent, de fagon
constitutive ou induite, a quelles concentrations).

- Réévaluer les voies de bioaccumulation de la BMAA dans les produits de la mer et d’eau douce.
En effet, de récents travaux montrent la production de BMAA par certaines especes de
diatomées (telles que Phaeodactylum tricornutum, Chaetoceros sp, Thalassiosira pseudonana).
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- Mieux prendre en compte les informations relatives aux habitudes alimentaires dans les études
épidémiologiques visant a établir le lien entre I'exposition a la BMAA et la survenue de SLA.

- Définir un marqueur fiable d’exposition (BMAA, métabolite ou autre biomarqueur).
- Investiguer I'origine de la faible susceptibilité de la souris a la neurotoxicité de la BMAA.

- Etudier les mécanismes de liaison, d’incorporation ou d’interaction de la BMAA et de ses isoméres
aux protéines dans les matrices biologiques.

Date de validation du rapport d’expertise collective par le groupe de travail

Le 10 mars 2017, révisé en avril 2017 suite a I'adoption par le CES ERCA le 12 avril 2017.
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Annexe 1 : Ssélection des articles relatifs aux aspects méthodologiques

Revue systématique

Données bibliographiques relatives

I’analyse des cyanotoxines

a

Reference saisine Anses

2016-SA-0012

Théme

Méthodes d’analyse de la BMAA

Nom des contributeurs

Amzil Zouher, Biré Ronel, Pichon Valérie

Recherche n°1

Base de données n°1

SCOPUS

Phrase de recherche

TITLE-ABS-KEY ((BMAA OR beta-N-
methylamino-L-alanine OR p-N-methylamino-L-
alanine) AND (analysis))

Date Ao(t 2016
Nombre de références trouvées 127
Recherche n°2

Base de données n°2 PUBMED
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TITLE-ABS ((BMAA OR beta-N-methylamino-L-
alanine OR B-N-methylamino-L-alanine) AND
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Aoit 2016
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Web of Science
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methylamino-L-alanine OR p-N-methylamino-L-
alanine) AND (analysis))
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Elimination des références en double

Nombre total de références (somme des bases | 277

de données)

Nombre de références en double

121 dont 65 retirées manuellement

Nombre final sans les références en double 156
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Premiére étape de sélection (titre et résumé)

Articles en rapport avec l'analyse d'organismes | 29
aquatiques

Articles en rapport avec [Il'analyse d’autres | 41
matrices (eau, cyanobactéries, plantes, tissus
biologiques etc.)

Articles de revue 4
Articles non pertinents (toxicologie, mode | 82
d’action...)

Date 09/09/16
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Annexe 2 : Classement des méthodes utilisées dans la littérature relative a I’'occurrence de la BMAA

Autres
données de
caractérisation
/ validation
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interne d’extraction -
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/ validation

tr
Cond. 1:
BMAA, DAB,
AEG MH+
_m/z459; oul
Cond. 1: s ill (e Séparation
"= | Cond.1:LC- 119, 171, P
AccQTag Ultra des
(2.1x100 mm) | MS/MS 289, 188 isomeres
‘ (AQC) (DAB), 214 i
Cond.2: ol2e), PR autres
. o Cond. 2 : LC- (BMAA) .
Toxines dans 20 Phenomenex MS (EZFaast) acides
mM HCI, analysées AAA-MS (250 x aminés.
Banack et al en |'état ou apres AQC 2.0 mm, 4 um) Cond. 2: lons
v’ Etalons X P Aucune : » S H Cond. 3: LC- Aucun BMAA, DAB, n/a L e NON
2011 hydrolyse acide (6.0 EZFaast oV AEG MH+ spécifique
M HCI pdt 16h a Cond.3et4: m/z 333 s BMAA,
110°C) AccQTag Ultra DAB et
(2.1 x 100 mm) | €ONd-4: L& AEG
’ MS (AQC) Cond.3: .
260 nm recherché
Cond.5: Cond. 5: LC- s en UPLC-
Nova-Pak C18 e MS/MS
FLD Cond. 4 : N
(3.9 x 300 mm) apres
BMAA, DAB, dériv AQC
AEG MH+ v
m/z 459
Cond. 5
1A exc
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/ validation
250, A em
395
TCAO,1 N (pdtla
nuit, 4°C) puis ré-
extraction avec TCA
0,1 N (libres) ou 6 LD : BMAA Fidélité
M Hcl (6h, 110°C) tr s
(liées) BMAA MH+ 48 fmoles, (répétabilité, Non
m/z 459 DAB 26 reproductibilit Données de
Banack et al., Queues de 2 éch bouillis dans Aucune AQC AccQTag Ultra LC-MS/MS Aucun lons fils m/z fmoles e)\deter.mlnee oul ; fldell.tel
2014 homard \ (2.1 x 100 mm) LQ: BMAA a partir de déterminées
I'eau. Phase 119, 171, e .
aqueuse hvdrolysée 188 214 0.48 pmoles, | l'aire et RT de pour aire et
. Lty by DAB0.26 | la BMAA et du RT
avec vol équivalent 258, 289 moles DAB (CV %)
de HCI 12 M (16h, P e
110°C) ; résidu
hydrolysé avec HCI
6 M (16h, 110°C)
Cerveau: TCAO,1 N
(pdt la nuit, 4°C)
puis ré-extraction
avecTCAOQ,1N tr
(libres) ou 6 M HCI . BMAA MH+
(16h, 110°C) (liges) | S7F filtres m/2 459,
i’ aair: LD : BMAA
Foie, muscles : M2H+ m/z
Carpes sonication dans el 230 Gl
pes | ! c18(1g) Phenomenex ; DAB 26
Banack et al (cerveau, foie, | I'eau puis hydrolyse - Kinetex C18 lons fils m/z fmoles
v’ muscles) acide (6 M HCl), AQC LC-MS/MS Aucun 459 : m/z oul NON
2015 . . . . L Phenomen (2.1 x 100 mm, LQ: BMAA
Filtres a air évaporation a sec et 119, 171,
. . ex StrataX 1.7 um) 0.48 pmoles,
(aérosols) reprise dans TCA X-C (500 188, 214, DAB 0.26
0,1 N. Partition el 258, 289 mol;es
chloroforme (1:1), cou glées lons fils m/z P
evaporation TCA et P 230:m/z
reprise dans 20 mM 171
HCI
Filtres : 6 M HCI
(24h, 110°C)
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Annexe 3 : Les critéres des Hill

Temporalité de I’association

Ce critére se réfere au fait que la cause, c’est-a-dire I'exposition, doit précéder I'effet, c’est-a-dire I'apparition
de la maladie. L’etablissement de cette relation temporelle etant indispensable pour envisager une relation
causale, ce critére est le critére nécessaire a la causalité mais pas suffisant.

Force de I’association

La force de I'association est quantifiée par les mesures d’association que constituent le risque relatif et 'odds
ratio par exemple. Elle est d’autant plus elevée que ces mesures prennent des valeurs estimées importantes
dans les etudes epidemiologiques. La force de I'association est considérée comme un critére fort de causalite.

Relation dose-effet

Ce critére consiste en la présence d'une relation monotone entre le niveau d’exposition au facteur considéré
et le risque de developper la maladie etudiée. Ce critére est considéré comme un critere fort de causalité dans
la mesure ou I'on s’attend a ce qu’une exposition croissante expose a des lesions plus importantes favorisant
d’autant plus le processus pathologique.

Reproductibilité des résultats de I’association

Ce critére se référe a la réplication dans plusieurs études de I'observation de I'association considerée entre
facteur d’exposition et maladie. Ce critére est d’autant plus fort que ces études ont été realisées dans des
populations ou contextes différents. Ce critére est considéré comme un critere fort de causalite.

Plausibilité biologique de I'association

Ce critere détermine si I'association considérée est cohérente par rapport aux connaissances biologiques. Ce
critére est considéré comme un critére fort de causalité car une association de nature causale doit reposer sur
des mecanismes biologiques. Toutefois, il ne s’agit pas d’un critére nécessaire de causalite car I'absence de
connaissance biologique peut refléter seulement I'etat présent des connaissances scientifiques. A l'inverse, la
plausibilité biologique n’est pas un critére suffisant de causalite car I'elucidation de mecanismes biologiques a
partir d’études in vitro ou d’études animales par exemple n’est pas necessairement transposable in vivo chez
'homme.

Cohérence biologique

Ce critére est vérifié quand l'interprétation causale de I'association considérée est en cohérence avec I'histoire
naturelle et la biologie de la maladie. Il est trés proche du critére précédent et n’en est parfois pas distingué.

Présence de données expérimentales

Ce critere apparait mal defini par Hill en 1965. Il peut recouvrir I'existence de données experimentales
biologiques ou animales mais aussi des données concernant les effets de I'élimination d’une exposition
délétere dans une population. Ce critére n’est ni necessaire ni suffisant pour affirmer la causalite. Il est parfois
omis de la liste des critéres de causalité. Dans le cadre de notre analyse, nous le prendrons en compte pour
évaluer si la supression de I'exposition a un impact sur I'apparition de la maladie.

Spécificité de I'association
Ce critere signifie qu'une cause doit conduire a un seul effet, c'est-a-dire qu’a une exposition de nature
causale ne doit etre associée qu’une seule maladie causée par I'exposition. La justification de son inclusion

comme critere de causalite serait qu’il suggére I'existence d’'un mecanisme propre a la maladie étudiée, ce qui
est en faveur d’une relation causale. Ce critére n’est pas toujours un critére approprié de causalité.

Analogie

Il s’agit de I'analogie par rapport a d’autres relations causales et a leurs mécanismes. Ce critére n’est ni
necessaire ni suffisant. Il est considere comme un critere faible de causalité du fait de sa subjectivité
importante.
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Annexe 4 : Grilles de lecture des 8 publications retenues

Référence Christensen et al.,, 2012. Detection and quantification of B-N-Méthylamino-L-alanine in aquatic
invertebrates
Objectifs Développement d'une méthode de dosage de la BMAA totale dans des matrices biologiques et

applications sur des échantillons environnementaux.

Type d’étude

Environnementale

Pays

USA

Espéce(s) étudiée (s)

Huitres (Crassostrea virginica), crabe bleu (Callinectes sapidus), limace de mer (Aplysia californica)
comme témoin négatif.

Variants étudiés, fraction

BMAA fraction totale

Protocole expérimental

Prélévement des invertébrés en milieux saumatres et marins : huitres (Louisiane n = 12 et Mississipi n
= 3) et crabe bleu (Floride n = 5).

Tissus/organes étudiés

Huitre : muscle adducteur, muscle adducteur + glande digestive, branchies, reste du corps. Crabe :
muscle. Limace de mer : corps entier

Voie d’exposition

Trophique

Méthode d’analyse

LC-MS/MS (QTRAP, ESI MRM), avec dérivation AQC

Niveau de confiance de la
méthode d’analyse

Score 1. Quatre critéres d’identification (temps de rétention, ion parent, ion produits par collision et ratios
d’ion). Chromatogrammes reportés. Effet matrice (=10%). Quantification avec courbe étalon 5 points et
dopage de matrice saine (limace de mer) avec standard L-BMAA. Facteur de correction sur la base de
92% de détection par la méthode (= recovery).

LD = 0.5 mg/kg, LQ = 1.7 mg/kg.

Résultats Les teneurs en BMAA totale oscillent entre 9 et 47 mg/kg poids sec dans les huitres de Louisiane,
entre 7 et 10 mg/kg poids sec dans les huitres du Mississipi, et entre 5 et 14 mg/kg poids sec dans les
crabes bleus de Floride.

Conclusion Les huitres et les crabes bleus prélevés en milieu naturel dans trois sites différents contiennent tous de

la BMAA (de 5 a 47 mg/kg poids sec), y compris dans les parties consommables par 'lhomme (muscle).

Qualité de I’étude

Bonne

Commentaires

Les auteurs mentionnent avoir effectué, chez I'huitre, des dosages de BMAA dans le muscle adducteur
seul ou dans le corps entier. Cependant, les résultats présentés ne mentionnent pas quelle partie du
corps est concerné (une seule fourchette de valeurs reportée).

Informations complémenta

Le DAB et 'AEG ont été utilisés dans le développement méthodologique afin d’assurer une détection
non ambigué entre la BMAA et ces deux isoméres mais n'ont pas été quantifiés dans les matrices
biologiques.
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Référence Jiang et al., 2012. Selective LC-MS/MS method for the identification of BMAA from its isomers in
biological samples. Anal Bioanal Chem, 403, 1719-1730.
Objectifs Développement d’'une méthode d’analyse de la BMAA et de ses isoméres dans des matrices

biologiques et application sur des échantillons environnementaux.

Type d’étude

Environnementale

Pays

Suéede

Espéce(s) étudiée (s)

Moules (Mytilus edulis) et hiitres (Ostrea edulis)

Variants étudiés, fraction

BMAA, BAMA, AEG, DAB, fraction libre

Protocole expérimental

Prélevement d’individus en Atlantique (cOte ouest suédoise).

Tissus/organes étudiés

Corps entier

Voie d’exposition

Trophique (filtration)

Méthode d’analyse

LC- et UPLC-MS/MS (QTRAP, ESI, SRM), avec dérivation AQC.

Niveau de confiance de la
méthode d’analyse

Score 2. Quatre critéres d’identification (temps de rétention, ion parent, ion produits par collision et ratios
d’ion). Chromatogrammes reportés. Pourcentage d’extraction non mentionné. Quantification avec
courbe étalon et dopage de matrice de cyanobactéries avec standard de BMAA, BAMA et DAB.

Résultats Les moules et les huitres présentent une accumulation de BMAA et de BAMA mais les valeurs ne sont
pas reportées dans l'article.
Conclusion Accumulation de BMAA et de BAMA libres chez des individus de Mytilus edulis et Ostrea edulis prélevés

en Atlantique.

Qualité de I’étude

Bonne

Commentaires

Aucune précision n’est apportée concernant le nombre d’échantillons prélevés, la saison ou le nombre
de prélévements. La BMAA et ses isoméres ont été détectés chez les bivalves mais non quantifiés.

Informations complémenta

La méthode sépare efficacement les isoméres DAB, AEG, BAMA et BMAA, ce qui permet une
identification et une quantification de BMAA non ambigué. Cependant, la méthode d’extraction utilisée
ne permet pas de mettre en évidence la BMAA totale (pas d’hydrolyse acide HCI).
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Référence Jiang et al., 2014. Quantification of neurotoxin BMAA (B-N-methylamino-l-alanine) in seafood from
Swedish markets. Scientific reports 4, 6931.
Objectifs Déterminer les concentrations en BMAA totale dans des fruits de mer et poissons du commerce

Type d’étude

Laboratoire et environnementale

Pays

Suéde

Espeéce(s) étudiée (s)

Moule (Mytilus edulis, n = 6), huitres (Ostrea edulis, Crassostrea gigas, n = 4), plie (Pleuronectes
platessa, n = 3), hareng (Clupea harengus, n = 3), saumon (Salmo salar, n = 4), omble chevalier
(Salvelinus alpinus, n = 4), morue (Gadus morhua, n = 4), perche (Perca fluviatilis, n = 4), crevette
(Caridea sp, n = 6), écrevisse (Astacus leptodactylus, n = 6)

Variants étudiés et

fraction

BMAA fraction totale (libre et liée). BAMA, AEG et DAB séparés de BMAA mais non quantifiés.

Protocole expérimental

Achats et dosages de mollusques frais (moules et huiire), de crustacés cuits (crevettes et écrevisses)
et de poissons frais (saumons, hareng, morue, omble chevalier, perche) dans cing marchés de
Stockholm. Extraction de la BMAA totale.

Tissus/organes étudiés

Parties consommables (muscle des poissons, crevettes et écrevisses), corps entier pour les moules et
les huitres.

Voie d’exposition

Trophique

Méthode d’analyse

UHPLC-MS/MS (QTRAP, ESI, MRM), avec dérivation AQC.

Niveau de confiance de la
méthode d’analyse

Score 1. Quatre critéres d’identification (temps de rétention, ion parent, ion produits par collision et
ratios d’ion). Chromatogrammes reportés.

Dopage avec standard interne D3-BMAA de muscle d’écrevisse sain. Accuracy 108-119%.
LQ et LD = < 0.01 mg/kg poids frais.

Résultats

La BMAA totale est détectée a des concentrations allant de 0.08 a 0.9 mg/kg poids frais (= de 0.4 a
4.5 mg/kg poids sec) dans les moules et les huitres, et de 0,11 a 0,46 mg/kg poids frais (= 0,55- 2,3
mg/kg poids sec) dans les crevettes. Elle est également détectée dans certains poissons (la plie et le
hareng) mais a des concentrations beaucoup plus faibles (de ND a 0.02 mg/kg poids frais = ND a 0.1
mg/kg poids sec). Par contre, les chairs de saumon, morue, perche et écrevisse ne contiennent pas
de BMAA totale.

Conclusion

La moitié des échantillons contiennent de la BMAA (= de 0.4 a 4.5 mg/kg poids sec) et les plus fortes
concentrations concernent les moules, suivies des huitres et des crevettes. Les poissons (plie et
hareng) sont faiblement contaminés et les autres poissons ne contiennent pas de BMAA.

Qualité de I'étude

Trés bonne

Commentaires

Les teneurs en BMAA restent modérées (< 1 mg/kg poids frais) par rapport a d’autres études. Les
moules contiennent les plus fortes teneurs en BMAA totale : 0.9 mg/kg poids frais contre environ 3 fois
moins chez les crevettes.

Informations
complémentaires
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Référence Li et al., 2016. New typical vector of neurotoxin 3-N-methylamino-l-alanine (BMAA) in the marine benthic
ecosystem. Marine Drugs 14, 202.
Objectifs Détermination des teneurs en BMAA, DAB et AEG dans des produits de la mer consommés dans

plusieurs villes de Chine.

Type d’étude

Environnementale

Pays

Chine

Espéce(s) étudiée (s)

Mytilus galloprovincialis, Mytilus coruscus, Crassostrea sp, Atrina pectinata, Perna viridis, Antigona
lamellaris, Meretrix lusoria, Periglypta petechialis, Chlamys farreri, Solen strictus, Mactra chinensis,
Ruditapes philippinarum, Neverita didyma, Sinonovacula constrita, Tegillarca granosa, Haliotis
discus hannai, Turritella bacillum, Natica maculosa, Batillaria zonalis, Moerella iridescens, Scapharca
Subcrenata, Mactra chinensis, Volutharpa ampullacea, Neptunea cumingii, Arca inflata, Merceneria
merceneria, Rapana venosa

Variants étudiés, fraction

BMAA, DAB, AEG, fraction totale et libre

Protocole expérimental

Prélévements de mollusques dans des aquacultures et achats dans les marchés de plusieurs villes
chinoises (68 échantillons, 29 espéeces) + prélévements de 2 individus d’'une espéce de gastéropode
en milieu naturel.

Tissus/organes étudiés

Corps entier

Voie d’exposition

Trophique (filtration)

Méthode d’analyse

LC-MS/MS (colonne HILIC, ESI), sans dérivation

Niveau de confiance de la
méthode d’analyse

Score 2 (satisfaisant pour la détection mais non satisfaisant pour la quantification)

Résultats

La BMAA libre est détectée dans 5 échantillons sur 68, appartenant a 3 espéces marines, une moule
(1 échantillon positif/9), un couteau (1/1) et un gastéropode (3/3) (respectivement Mytilus coruscus
0.45 mg/kg poids frais, Solen strictus 0.66 mg/kg poids frais, Neverita didyma 0.99, 2,15 et 3,97 mg/kg
poids frais). Huit autres échantillons de moules (Mytilus galloprovincialis) et 10 d’huitres (Crassostrea
sp) collectés sur les cotes chinoises ne contiennent pas de BMAA.

Le DAB libre est détecté dans 53 échantillons sur 68, appartenant & 23 espéces marines, a des
concentrations allant de 0.05 a 2.65 mg/kg poids frais (par exemple 0.23, 0.31, 0.45, 0.53, 0.61, 0.70
et 0.83 mg/kg poids frais chez les huitres Crassostrea, et 0.29, 0.41, 0.50, 0.58, 0.60, 0.63, 0.71, 0.74,
1.61 mg/kg poids frais chez les moules Mytilus galloprovencialis et Mytilus coruscus). Les
concentrations de DAB sont constantes entre les espéces et les régions prospectées.

Les auteurs reportent une absence de BMAA ou de DAB liées aux protéines, ainsi qu’'une absence
d’AEG quelle que soit la forme (libre ou totale). lls reportent que la quantité d’acides aminés (Arg, Asp,
Glu, Leu, Lys, Ser, Thr, Tle et Met) mesurée dans les muscles d’un gastéropode marin diminue avec
'augmentation de I'accumulation de BMAA libre dans ces méme tissus, et suggérent que la BMAA ne
s’incorpore pas dans les protéines mais affecte leur synthése.

Conclusion

La BMAA est détectée dans 5 échantillons sur 68, appartenant a 3 espéces marines, une moule, un
couteau et un gastéropode carnivore, ce dernier étant suspecté d’étre un vecteur de BMAA au sein du
réseau trophique marin benthique. Le DAB est détecté beaucoup plus fréquemment, dans 53
échantillons sur 68. Les deux isomeéres ne sont retrouvés que sous forme libre dans les tissus et non
sous forme liée aux protéines, bien que les auteurs suggerent d’aprés leurs résultats que la BMAA
affecte la synthese des protéines.

Qualité de I’étude

Bonne

Commentaires

L’ensemble des échantillons du gastéropode marin Neverita didyma contiennent de la BMAA. Ce
gastéropode, consommé par la population chinoise, est un prédateur consommant des mollusques
comme les palourdes ou les couteaux, ces derniers accumulant 0.66 mg BMAA libre/kg poids frais. Les
auteurs le reportent comme un vecteur potentiellement important de BMAA dans 'écosystéme marin
benthique. Le gastéropode accumule plus de BMAA dans le complexe glande digestive-glande génitale
(0.95 mg BMAA libre /kg poids frais) que dans le muscle (0.36 mg BMAA libre /kg poids frais).

Informations complémenta

Les auteurs reportent que I'utilisation de cartouches SPE induit une perte importante (5 a 6 fois moins)
de détection de BMAA dans la fraction protéique des tissus (essai par dopage).
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Référence

Reveillon et al.,, 2014, Beta-N-Methylamino-I-Alanine: LC-MS/MS Optimization, Screening of
Cyanobacterial Strains and Occurrence in Shellfish from Thau, a French Mediterranean Lagoon. Marine
Drugs, 5441-5467.

Objectifs

Optimisation d’'une méthode d’analyse de BMAA et de ses isoméres dans des souches de cyanobactérig
dans des mollusques de I'étang de Thau.

Type d’étude

Environnementale

Pays

France

Espéce(s) étudiée (s)

Mytilus galloprovincialis, Crassostrea gigas

Variants étudiés, fraction

BMAA, DAB, AEG, fraction totale et libre

Protocole expérimental

Prélévements de moules (n = 19) et d’huitres (n = 14) entre juin et septembre 2009 sur les sites de
Bouzigues et Marseillan.

Tissus/organes étudiés

Corps entier

Voie d’exposition

Trophique (filtration)

Méthode d’analyse

LC-MS/MS (UFLC QTRAP, colonne HILIC, MRM), sans dérivation

Niveau de confiance de la
méthode d’analyse

Score 1. Evaluation de la linéarité, LD, LQ, et répétabilité. Quatre critéres d’identification (temps de réten
ion parent, ion produits par collision et ratios d’ion). Chromatogrammes repo
Rendement d’extraction (>60%) et effet matrice (<16%) :

Table 1. Recoveries (n = 3) of the solid phase extraction (SPE) clean-up (spiked solutions
at 30 ng/mL) and remaining matrix suppression of the three matrices after the extraction of
free and total BMAA and isomers. Matrix effects were evaluated as explained in
Section 3.5.

Recoveries of SPE Clean-Up (mean% + SD) Matrix Effect (%0)
BMAA DAB D3SDAB AEG BMAA DAB DsDAB AEG
Cyanobacteria 61.1+49 51056 61.0+x16 481=55 88 5.6 47 93

Extraction Matrix

E
ree Oyster  561+45 645+45 654=45 631=38 73 09 -35 02
analytes
Mussel  638+31 790:68 75657 733221 53 —63 12 07
Cyancbacteria 67.6+33 63119 634+75 3595210 38 19 42 -9
Total
° Oyster ~ 71.0+20 764%95 81141 740=64 75 35 3 36
analytes
Mussel 64380 650281 TB1+65 643209 87 121 157  -55

Quantification avec courbe étalon 5 points. Facteur de correction d’identification aprés dopage au DsDAB
LQ = 0.15 mg/kg poids sec.

Résultats

Chez les moules, la BMAA libre et I'AEG libre sont retrouvés a des concentrations plus faibles
(respectivement < 2 et < 0.5 mg/kg poids sec) et moins souvent (dans respectivement 4 et 3
échantillons sur 19), que la BMAA totale et 'AEG total (respectivement 3.8-14.4 et 0.6-1.4 mg/kg poids
sec) retrouvés dans tous les échantillons. Il en est de méme chez les huitres : BMAA libre et AEG libre
a respectivement <0.5 et <0.1 mg/kg poids sec et dans respectivement 1 et 0 échantillon sur 19, contre
des teneurs de respectivement 2.8-10.5 et 0.6-1.7 mg/kg poids sec de BMAA totale et AEG total
retrouvées dans tous les échantillons. La BMAA libre n’est retrouvée chez les mollusques qu’en juin.
La BMAA totale et 'AEG total dans les moules suivent une cinétique temporelle avec une
augmentation graduelle de juin a début septembre 2009, période d’activité accrue de filtration chez les
bivalves. Le DAB est présent dans tous les échantillons de moules et d’huitre de la saison, sans
variation temporelle, a la fois sous forme libre (respectivement 0.5-7.2 et 0.2-3.8 mg/kg poids sec) et
totale (respectivement 3.4-9.7 et 3.3-8.8 mg/kg poids sec).

Conclusion

BMAA, DAB et AEG sont présents dans les tissus des moules et des huitres de juin a septembre. Les
formes liées des trois isomeres sont retrouvées dans tous les échantillons alors que les formes libres
sont plus sporadiques. La consommation de ces bivalves présente donc un risque de transfert potentiel
aux consommateurs.

Qualité de I'étude

Trés bonne

Commentaires

La contamination des mollusques par la BMAA semble provenir d’'une voie trophique par filtration de
diatomées, avec des variations saisonniéres associées. La présence constante de DAB dans les
cyanobactéries ne produisant pas de BMAA et dans les mollusques soulévent la question de son
origine : contamination exogéne par voie trophique ou molécule constitutive ?

Informations complémenta

En paralléle, deux blooms phytoplanctoniques dominés par des diatomées sont observés dans la
période. La production de BMAA par ces diatomées sera confirmée dans Reveillon et al (2015).
Aucune BMAA n’est retrouvée dans les cyanobactéries prélevées dans cette étude alors que du DAB
est mis en évidence pendant toute la période.
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Référence Reveillon et al., 2015, B-N-methylamino-l-alanine (BMAA) and isomers: Distribution in different food
web compartments of Thau lagoon, French Mediterranean Sea. Marine Environmental Research. 8-
18.

Objectifs Etude de la contamination en BMAA et ses isoméres de moules, de leur biofiim et de plancton de

I'étang de Thau, zone de sur-incidence de SLA.

Type d’étude

Environnementale

Pays

France

Espéce(s) étudiée (s)

Mytilus galloprovincialis

Variants étudiés et

fraction

BMAA, DAB, AEG, fraction totale et libre

Protocole expérimental

Prélévements au minimum mensuel de moules (n = 17), du biofilm de leur coquille (n =
plancton (n = 17) entre juillet 2013 et aout 2014.

13) et de

Tissus/organes étudiés

Glande digestive et tissus restant

Voie d’exposition

Trophique (filtration)

Méthode d’analyse

LC-MS/MS (UFLC QTRAP, colonne HILIC, MRM), sans dérivation.

Niveau de confiance de la
méthode d’analyse

Score 1. Méthode présentée dans Reveillon et al (2014), cf fiche précédente. Quatre criteres
d’identification (temps de rétention, ion parent, ion produits par collision et ratios d’ion).
Chromatogrammes reportés. Rendement d’extraction 56-66% (dopage avec standard interne DAB
deutéré, DsDAB).

Quantification avec courbe étalon 5 points. Facteur de correction d’identification aprés dopage au
DsDAB.

LQ dans Reveillon et al (2014), cf fiche précédente.

Résultats

Chez les bivalves, la BMAA libre est retrouvée moins souvent (16 échantillons/34) et toujours a des
concentrations plus faibles (max 1.2 mg/kg poids sec) que la BMAA totale (max 9.7 mg/kg poids sec)
retrouvée dans tous les échantillons. Cette derniere montre des variations saisonniéres avec une
augmentation des teneurs en été et automne 2013 et 2014. De méme pour '’AEG retrouvé sous forme
totale dans 31 des 34 échantillons (max 1.2 mg/kg poids sec) mais sous forme libre dans seulement 5
échantillons et a des concentrations maximales de 0.31 mg/kg poids sec. Le DAB est retrouvé dans
tous les échantillons et a des teneurs constantes entre organes et pendant I'année (moy 7.2 mg/kg
poids sec), a la fois sous forme libre (max 6.2 mg/kg poids sec) et totale (max 10.7 mg/kg poids sec).

Conclusion

BMAA, DAB et AEG sont présents dans les tissus des moules toute I'année avec des teneurs plus
importantes en BMAA et AEG pendant I'été, saison de plus importante prolifération phytoplanctonique,
comparé aux autres saisons. La consommation de moules présente donc un risque de transfert
potentiel aux consommateurs.

Qualité de I’étude

Trés bonne

Commentaires

La BMAA et le DAB ont aussi été détectés dans des échantillons de phytoplancton, de périphyton et
de zooplancton. La source potentielle de contamination des moules semble étre les diatomées,
sources de nourriture de ces bivalves dans I'étang de Thau, et dont la production de BMAA a été
démontrée par les auteurs. La concentration en DAB, constante dans le temps et entre les organes,
requiert de plus amples investigations.

Informations
complémentaires

Les moules présentent des teneurs en BMAA inférieures dans la glande digestive comparée au reste
du corps (respectivement 69.3 £ 17% et 59.5 + 6%). L’inverse est observé pour les concentrations
d’AEG libres et totales. Concernant le DAB, les formes liées et libres prédominent respectivement
dans la glande digestive et dans le reste du corps.
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Référence

Salomosson et al., 2013. Development and in-house validation of a method for quantification of BMAA in
mussels using dansyl chloride derivatization and ultra performance liquid chromatography tandem mass
spectrometry. Analytical methods, 5, 4865.

Objectifs

Développement d’'une méthode d'analyse de la BMAA totale dans des matrices biologiques et
applications sur des échantillons environnementaux.

Type d’étude

Environnementale

Pays

Suéde

Espéce(s) étudiée (s)

Moules (Mytilus sp)

Variants étudiés, fraction

BMAA fraction totale

Protocole expérimental

Prélévements en Mer Baltique pour les témoins non contaminés et en Atlantique (n = 4) pour les
moules dosées en BMAA.

Tissus/organes étudiés

Corps entier

Voie d’exposition

Trophique (filtration)

Méthode d’analyse

UPLC-ESI-MS/MS (SRM), avec dérivation au dansyl chloride

Niveau de confiance de la
méthode d’analyse

Score 1. Quatre critéres d’identification (temps de rétention, ion parent, ion produits par collision et ratios
d’ion). Chromatogrammes reportés. Pourcentage d’extraction de 83%. Quantification avec courbe étalon
10 points et dopage de matrice saine avec standard de BMAA et D;-BMAA.

LD = 16 ug/kg poids frais, LQ basse = 0.15 mg/kg poids frais, LQ haute = 15 mg/kg poids frais

Résultats Les teneurs en BMAA totale chez les moules prélevées en Atlantique oscillent entre 0.27 et 1.6 mg/kg
poids frais, ce qui correspond a entre 1.35 et 8 mg/kg poids sec (en considérant que les tissus soient
composés a 80% d’eau).

Conclusion Accumulation de BMAA totale (de 1.35 et 8 mg/kg poids sec) chez 4 individus de Mytilus sp prélevés en

Atlantique.

Qualité de I’étude

Trés Bonne d’'un point de vue analytique

Commentaires

Seulement 4 échantillons de moules ont été analysés, dans un seul site et lors d’'un prélevement unique.

Informations complémenta

Aucune des moules prélevées en Mer Baltique ne contient de la BMAA ou de 'AEG, elles ont donc été
utilisées dans le processus de calibration de la méthode.
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Référence Salomonsson et al. 2015. Seafood sold in Sweden contains BMAA: A study of free and total concentrations with
UHPLC-MS/MS and dansyl chloride derivatization. Toxicology reports 2, 1473-1481.
Objectifs Déterminer la concentration en BMAA libre et totale dans des fruits de mer du commerce en Suéde, sous divers

conditionnements (frais, cuisinés et en conserve) et de diverses provenances géographiques (de 4 continents), ainsi
que dans différents tissus (cerveau, foie, muscles et reins) de poissons importés ou en provenance de Suéede.

Type d’étude

Laboratoire et dosage échantillons environnementaux

Pays

Suéde

Espéce(s) étudiée (s)

Moule (Mytilus edulis, Mytilus edulis platensis, Perna Canaliculus), crevette (Pandalus borealis), crabe (Cancer
pagarus, Portunus haani), écrevisse (Procambrus claarki), coquille St Jacques (Placopecten magellanicus), poissons :
saumon Atlantique (Salmo salar), loup de mer (Dicentrarchus labrax), breme (Sparus aurata), corégone (Coregonus
sp), sandre (Sander lucioperca), truite de mer (Salmo truttae).

Variants étudiés et | BMAA, fraction totale et fraction libre analysées séparément. DAB et AEG détectés séparément de la BMAA mais non

fraction quantifiés.

Protocole Achats de fruits de mer (cuits et stockés en conserve dans eau salée ou non, cuits et congelés), et de poissons dans

expérimental un commerce, et don de 3 espéces de poissons prélevés par I'Institut Vétérinaire de Suéde. Analyse de chaque
espéce en friplicat ou en duplicat.

Tissus/organes Parties consommables des fruits de mer : corps entier moule, queue de crevette, pince de crabe. Poissons : cerveau,

étudiés foie, muscles et reins

Voie d’exposition

Trophique

Méthode d’analyse

Extraction de la BMAA libre (TCA) et totale (hydrolyse HCI) des tissus des fruits de mer. Analyses en UPLC-ESI-
MS/MS (SRM), avec dérivation au dansyl chloride.

Niveau de confiance

Score 1. Méthode validée. Quatre critéres d’identification (temps de rétention, ion parent, ion produits par collision et

de la méthode | ratios d’ion). Chromatogrammes reportés. Pourcentage d’extraction de 83%. Quantification avec courbe étalon 10
d’analyse points et dopage de matrice saine avec standard de BMAA.

LD = 0.1 mg/kg poids frais, LQ basse = 0.15 mg/kg poids frais.
Résultats Aucune BMAA, libre ou totale, n’a été détectée dans les crevettes, les écrevisses ou dans les poissons, quel que soit

'organe étudié. Seule une espéce de crabe originaire d’Atlantique Nord-Est présente de la BMAA dans les tissus
musculaires des pinces (cf Table ci-dessous).

Table 1
Results from the analysis of total concentration of BMAA in seafood and fish,

Species Number of containers or Process and preservation Storage Area of origin BMAA
animals/numbers of method m/585 =277 and
replicates of each animal mz 585=71

Crab Cancer pagurus 1 Cooked F Ireland, North East Atlantic

Muscle from claw 3 D.

Crab Portunus haant 1 Cooked RTS Vietnam

Muscle from claw 3 ND

Crayfish Procambarus clarkil 1 Cooked RS China, wild caught

Muscle tissue from tail 3 ND

Shrimps/Northern prawn Pandalus borealis 3 Cooked Greenland, North East Atlantic

A(tails, muscle) 3 F ND

B (tails, muscle) 3 RS ND

C (tails, muscle) 3 F ND

Atlantic Salmon Salmo salar 1 Raw Rl Norway, farmed

Brain 2 ND.

Muscle 2 ND.

Sea bass Dicentrarchus labrax 1 Raw Rl Italy, farmed

Brain 2 ND.

Lever 2 N.ID.

Muscle 2 ND.

Kidney 2 ND.

Sea bream Sparus aurata 1 Raw Rl Greece, farmed

Brain 2 ND.

Lever 2 ND.

Muscle 2 ND.

Kidney 2 N.ID.

‘Whitefish Coregonus spp. 1 Raw F Sweden, wild caught

Muscle 2 ND

Pikeperch Sander lucioperca 1 Raw F Sweden, Baltic Sea, wild caught

Brain 2 ND.

Lever 2 ND.

Muscle 2 ND.

Kidney 2 N.ID.

Sea trout Salmo truttae 2 Raw F Sweden, Bothnain Sea, wild caught

Brain 2 N.D.

Lever 2 ND.

Muscle 2 ND.

Kidney 2 N.ID.

F=-Freezer, Rl - Refrigerator on ice, RS~ Refrigerator in salt water, RT5- Room temperature canned in salt water, D.- Detected and N.D.- Not detectable (i.e,, below the
methods LOD).

Par contre, de la BMAA totale est retrouvée chez toutes les moules (3 espéces) et les noix de St Jacques a des
teneurs variant entre 0.29 et 7.08 mg/kg poids frais, ce qui correspond a environ 1.45 et 35.4 mg/kg poids sec (en
considérant que les tissus soient composés a 80% d’eau), alors que la BMAA libre n’est retrouvée que chez 14 des 24
échantillons et a des teneurs au maximum de 0.46 mg/kg poids frais (environ 2.3 mg/kg poids sec). L'origine des
produits contaminés est variée : Amérique de Sud et Australie pour les moules, Amérique du Nord pour les noix de St
Jacques, et Europe pour le crabe (Tableau ci-dessous). La plus forte concentration de BMAA totale est retrouvée chez
des moules importées en conserves (déja cuites) d’Amérique du Sud qui contiennent des teneurs en BMAA totale
jusqu’a 10 fois supérieures aux moules achetées fraiches en provenance de Scandinavie puis cuites ou congelées.
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Résultats Table 2
Results from the analysis and quantification of total concentration of BMAA in mussels and scallops. Sample ID A-G refer to different seafood containers, whereas the numbers
1-3 refers to three different individual of same species. Each individual were analyzed in triplicate samples (n= 3). BM1 = blue mussel Mytilus edulis, BM2 = blue mussel Mytilus
edulis platensis, GM = green mussel Perna canaliculus and S=Scallop Placopecten magellanicus.
Sample ID Storage® Origin ty (min) (peak 5/N peak m|z 5/N peak m/z S/N peak mjz lon ratio (peak BMAA (pgg!
Species (n =3) mjz 585> 277) 585>277 585>71 588>280 area m|z wet mussel
71)/(peak area homogenate)
mjz 277) (average of n=3;
(average ofn=3)
A:l BM1 CC.RT Europe (Scandinavia) 4.17 254 9 2208 0.030 0.56
A:2 BM1 CC,RT Europe (Scandinavia) 4.17 230 21 1910 0.044 0.59
A3 BM1 CC.RT Europe (Scandinavia) 4.7 206 21 1568 0.050 0.50
B:1 BM1 CC, RT Europe (Scandinavia) 4.17 66 8 1804 0.040 0.29
B:2 BM1 CC,RT Europe (Scandinavia) 4.17 7 7 1524 0.038 0.31
B:3 BM1 CC.RT Europe (Scandinavia) 4.17 100 5 2315 0.037 0.28
C:1BM2 CC.RT South America 417 1315 74 1677 0.055 446
C:2BM2 CC.RT South America 417 934 156 1854 0.057 485
C:3BM2 CC,RT South America 417 876 93 1427 0.053 448
D:1 BM2 CC.RT South America 417 936 107 1529 0.072 6.08
D:2 BM2 CC.RT South America 417 1676 129 1112 0.064 6.08
D:3 BM2 CC,RT South America 418 961 66 1284 0.057 6.52
E:1BM2 CC.RT South America 417 1221 77 1434 0.059 7.08
E:2 BM2 CC,RT South America 417 2073 121 847 0.062 6.89
E:3 BM2 CC.RT South America 417 1947 263 2026 0.060 6.93
F:1 BM2 PB, F South America 417 534 29 1469 0.058 1.77
F:2 BM2 PB, F South America 417 507 49 1372 0.068 2.28
F:3 BM2 FB. F South America 417 316 58 1627 0.074 1.69
H:1GM PB, F Australia 417 531 17 1001 0.051 0.85
H:2 GM PB, F Australia 417 243 22 2669 0.072 0.55
H:3GM FB, F Australia 417 374 21 1795 0.041 1.14
G158 FB, F North America 418 452 49 2554 0.074 112
G258 PB, F North America 417 608 30 2693 0.069 112
G:3s FB, F North America 417 354 36 2334 0.050 1.46
 Storage: CC=Cooked and Canned, RT=Room temperature, PB= Plastic bag, F=Freezer.
Conclusion Aucune BMAA, libre ou totale, n’a été détectée dans les crevettes, les écrevisses ou dans les poissons. D’autres fruits

de mer (moules, noix de St Jacques et crabes) importés et vendus en Sueéde contiennent des teneurs non
négligeables en BMAA totale (entre 1.45 et 35.4 mg/kg poids sec). Les moules sont les organismes présentant les
plus fortes teneurs en BMAA totale.

Qualité de I'étude

Tres Bonne

Commentaires

Informations
complémentaires

La BMAA libre représente une part négligeable (environ 6.5%) de la BMAA totale mesurée chez les fruits de mer.
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Référence Rosen et al 2016. BMAA detected as neither free nor protein bound amino acid in blue mussels.
Toxicon, 109, 45-50.
Objectifs Déterminer si la BMAA est libre ou liée aux protéines dans les matrices biologiques, ou si elle forme

d’autres composés, peptidiques ou non.

Type d’étude

Laboratoire et dosage échantillons environnementaux

Pays

Suéde, Mer Baltique

Espéce(s) étudiée (s)

Mytilus edulis

Variants étudiés et fraction

BMAA, fraction totale

Protocole expérimental

1) Extraction de la BMAA totale des tissus de moules, 2) séparation des composés obtenus entre
composés de faible et de fort poids moléculaires, 3) traitements avec différentes concentrations en
acides, différents temps et températures de réaction, afin de déterminer dans quelle fraction de
poids moléculaire est retrouvée la BMAA.

Tissus/organes étudiés

Corps entier

Voie d’exposition

Trophique (filtration)

Méthode d’analyse

UHPLC-MS/MS (HILIC, QTRAP, ESI SRM), sans dérivation.

Niveau de confiance de la
méthode d’analyse

Score 1
Méthode validée et reportée dans Rosen and Hellenas (2008).
LD de la BMAA de 0.04 mg/kg.

Résultats La majorité de la BMAA est retrouvée dans la fraction de faible poids moléculaire et ne correspond
ni a une fraction d’acide aminé libre ni a une fraction protéique. La BMAA peut éventuellement étre
liée a un peptide de faible poids moléculaire, ou non, et ce composé impliqué dans le relarguage de
la BMAA doit encore étre identifié.

Conclusion La BMAA n’est ni sous forme libre, ni sous forme liées aux protéines dans les matrices biologiques

tissus de moules) mais sous une forme non identifiée.

Qualité de I'étude

Trés Bonne

Commentaires

Cette publication ne donne pas directement d’indications sur les teneurs en BMAA chez des
organismes consommés par 'homme mais apporte des informations intéressantes concernant le
mécanisme de bioaccumulation dans les matrices biologiques.

Informations
complémentaires

La stabilité de la BMAA est dépendante du pH a forte température et les auteurs observent la
disparition totale de la BMAA d’un échantillon conservé une nuit a 95°C, ce qui pourrait expliquer les
différences importantes dans les teneurs de BMAA chez les moules reportées par différents auteurs
selon les méthodologies d’extraction utilisées.
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