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Introduction

L'objectif principal de cette these est de réaliser une analyse approfondie des champignons

du genre Gyromitra, en mettant I'accent sur I'étude de leur toxicité.

Les gyromitres sont des champignons qui appartiennent au Phylum des Ascomycota et a la
classe des Pezizomycetes. Certaines especes contiennent de la gyromitrine et sont a I'origine
du syndrome gyromitrien pouvant entrainer le décés des patients. Les symptomes sont
variés : les troubles digestifs se déclarent dans les 6 a 12 heures et peuvent étre suivis par des
troubles neurologiques tels que des convulsions accompagnées d’une grande fatigue, mais
aussi par des troubles hépatiques liés a la destruction des cellules hépatiques. Le taux de

mortalité est d’environ 10 % (Michelot et Toth, 1991).

Derniérement, des investigations menées dans un « hot spot » de maladie de Charcot ou
sclérose latérale amyotrophique (SLA) en Haute-Savoie ont montré que les habitants atteints
de cette maladie avaient consommé des Gyromitra gigas. Les analyses de tous les autres
facteurs environnementaux et d’exposition a des toxines entre les malades et les habitants ne
présentant pas la maladie n’ont montré aucune différence significative suggérant

probablement I'implication des gyromitres dans cette maladie (Lagrange et al., 2021).

Dans cette thése nous avons dans un premier temps replacer les gyromitres dans le regne
fongique puis décrit leurs caractéristiques morphologiques. Dans un second temps nous avons
décrit les différentes toxines contenues dans les gyromitres, leurs mécanismes de toxicité et
leurs effets sur la santé. Dans un dernier temps, nous avons cherché a comprendre les
circonstances spécifiques et les mécanismes de toxicité sous-jacents pouvant étre liés a
I'implication des gyromitres dans les cas de SLA. Pour cela nous nous sommes basés sur des
études faites dans d’autres « hot spot » de SLA.

En explorant les mécanismes impliqués dans la toxicité des gyromitres, nous aspirons a
contribuer a la compréhension approfondie de ces mécanismes nécessaire a la sécurité
alimentaire et la santé publique, tout en soulignant l'importance cruciale du réle du

pharmacien en tant que conseiller mycologique.
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Présentation du genre Gyromitra

A. Place du champignon dans le vivant

Le vivant dans son ensemble est classifié en différentes catégories afin de distinguer les
especes et de les regrouper. Cette classification, autrefois basée sur des critéres
morphologiques, a évolué. Depuis le milieu du XXe siecle, elle se base également sur d’autres
critéres tels que le critere moléculaire. Actuellement, il n’existe pas une seule mais plusieurs
classifications pour lesquelles les réorganisations sont fréquentes et dictées par les nouvelles
découvertes et les avancées des techniques moléculaires.

Afin de placer les champignons dans le vivant, nous nous sommes basés sur la classification la
plus récente publiée, celle de Rugguiero et al. (2015) qui classe le vivant en deux domaines
(Prokaryota et Eukaryota) et sept regnes : Archaebacteria, EuBacteria, Protozoa, Chromista,

Fungi, Plantae, Animalia).

1. Caractéristiques du regne fongique

Le réegne fongique (Fungi) est I'un des regnes le plus diversifié. Il est composé d’environ 156
000 espéces décrites a ce jour selon Kirk (2023), mais il est estimé qu’en réalité plus d’1,5 M

d’espéces composent ce régne (Blackwell, 2011).

Malgré cette grande diversité taxonomique, le régne fongique est composé d’espeéces
possédant des caractéristiques communes.

Ce sont des organismes dont |'appareil végétatif ou thalle, ne porte pas de cellules
différenciées. On distingue deux types de thalle. Le thalle unicellulaire caractéristique des
champignons qu’on nomme communément levures et le thalle filamenteux qui constitue
I'appareil végétatif de la plupart des especes fongiques. Les filaments constituants les thalles
filamenteux sont capables de se ramifier, de s’entrecroiser pour former des structures

macroscopiques visibles a I'ceil nu comme le mycélium ou des structures impliquées dans la
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dissémination de |'espéce (carpophore) ou dans I'exploration et I'acquisition des nutriments
(sclérotes, pseudorhizes).

Les champignons sont des organismes dont les cellules sont protégées par une paroi
contenant de la chitine (polymére de N acétyl glucosamines) et des B-glucanes (polymeére des
résidus osidiques).

Ce sont tous des organismes hétérotrophes pour le carbone, c’est-a-dire qu’ils ne sont pas
capables de synthétiser eux-mémes la matiere organique. lls sont donc obligés d’utiliser le
carbone contenu dans des molécules organiques comme les hydrates de carbone ou glucides.
I méne une vie hétérotrophe et sont soit saprophytes, soit parasites, soit symbiotes en

association avec une plante ou une algue soit endophytes dans les tissus végétaux.

Les champignons sont capables de se reproduire grace a deux modes distincts: la
reproduction asexuée et la reproduction sexuée.

La reproduction asexuée est la forme de reproduction majoritaire. Elle se fait par des mitoses
et produit des spores asexuées génétiquement identiques entre elles et a la cellule mére. Elle

se fait en général lorsque les conditions sont favorables au développement fongique.

Dans la nature, lorsque que les conditions du développement fongique sont défavorables par
exemple en cas de stress abiotiques liés au changement des conditions physico-chimiques
environnementales, la reproduction sexuée se met en place. Elle consiste a la fusion des
gamétocystes ou des thalles génétiquement différents au sein d’'une espece. Cette fusion se
fait en deux étapes : la plasmogamie (fusion des cytoplasmes) et la caryogamie (fusion des
noyaux). A l'issue de la caryogamie, le zygote obtenu subit une méiose pour générer des

spores sexuées a |'origine des nouveaux individus a l'intérieur de I'espéce.
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2. Phylogénie des champignons

Selon les études de Hibbet et al., (2007), les champignons sont classés en sept phyla (Figure 1) :
Microsporidia, Chytridiomycota, Blastocladiomycota, Neocallimastigomycota, Glomeromycota,
Ascomycota et Basidiomycota. Les taxons classiquement placés dans le phylum des Zygomycota
sont maintenant répartis en plusieurs sous phyla notamment les sous phyla Mucoromycotina,

Entomophthoromycotina, Kickxellomycotina et Zoopagomycotina.

—— Monoblepharidales lepharidomycetes
Chytridiales CHYTRIDIOMYCOTA
Spizellomycetales hytridiomycetes

@ Rhizophydiales ¢ ) —
Archaeosporales )
Diversisporales GLOMEROMYCOTA
Glomerales Glomeromycetes

Paraglomerales /

=) (=

Figure 1 - Phylogénie des champignons (Pierrot et Vessiller, 2017)
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B. Position taxonomique du genre Gyromitra

Le genre Gyromitra appartient au phylum des Ascomycota. Ce phylum est le plus important
en nombre d’especes. Il est constitué de 98 335 espéces décrites réparties en 3 sous phyla;
Taphrinomycotina, Saccharomycotina et Pezizomycotina (Eriksson et Winka, 1997).

Le sous-phylum des Pezizomycotina comporte des champignons qui, lors de leur reproduction
sexuée produisent des ascospores contenues dans des asques qui sont-elles méme protégées

par des fructifications macroscopiques ou microscopiques selon les especes (Figure 2).

Figure 2 - Exemple de fructification retrouvées dans le sous-phylum des Pezizomycotina (Spatafora et al.,
2006). Les fructifications représentées par des lettres A, B, C, D et | sont macroscopiques et les autres sont
microscopiques

Ce sous-phylum est reparti en 10 classes (Spatafora et al., 2006) parmi lesquelles on trouve la
classe de Pezizomycetes. Cette classe regroupe les Ascomycota possédant des fructifications

macroscopiques ou apothécies. C’'est dans cette classe qu’on trouve les champignons du genre

Gyromitra (Figure 3).
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Figure 3 - Représentation tronquée de la phylogénie des Pezizomyceétes (adapté de Spatafora et al., 2006)
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1. Caractéristiques morphologiques des espéces du genre Gyromitra

Le genre Gyromitra regroupe 48 especes décrites (Ruggiero et al., 2015). Elles ont des
caractéristiques morphologiques communes.

Sur le plan macroscopique, elles ont un chapeau qui a une forme irréguliere, en forme de
cervelle. La surface externe du chapeau ou ’hyménium est généralement froissé avec des plis
et des rainures plus ou moins profondes. La couleur du chapeau varie selon I'espece, mais
généralement les teintes vont du brun jaunatre au brun rougeatre. Le pied est creux, court le
plus souvent, de couleur pale et parfois il est inexistant (chez certains individus).

Au niveau microscopique, les ascospores sont de couleur brune, en forme d’ellipse ou
allongés, avec une surface lisse. Leur taille varie généralement entre 15 et 25 micrometres de

longueur.
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2. Espéeces principalement retrouvées en France

En annexe (Annexe 1 : Liste des différentes espéces de gyromitre recensées) se trouve la liste
de toutes les especes recensées dans le Catalogue of Life

https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/4S5J.

Trois espéces de Gyromitra sont principalement retrouvées en France ; Gyromitra esculenta,

Gyromitra gigas et Gyromitra infula.

Gyromitra esculenta

C’est I'espéece la plus connue, aussi appelée fausse morille (en raison de sa ressemblance avec
la morille Morchella esculenta) ou gyromitre comestible ou encore cervelot en fonction des
régions. Elle a été décrite la premiere fois par Persoon (1849).

Elle possede un chapeau avec des lobes cérébriformes (Figure 4), d’'une couleur variant d’un
brun ochracé a des teintes plus sombres. Le pied, blanc ou pale et parfois plissé est présent
bien que peu visible.

Les plus gros spécimens peuvent atteindre plus de 10 cm de hauteur mais la majorité d’entre

eux ont un chapeau mesurant entre 2 et 6 cm et un pied de 3a 6 cm.

Figure 4 - Gyromitra esculenta (photo : Didier Borgarino)

On la retrouve au printemps, dans les foréts de coniferes, sur sol peu calcaire. Elle a une odeur
agréable et une saveur douce.
Les spores émises sont ellipsoides et mesurent entre 20 et 27 um de long pour 9a 12,5 um de

large. L’aspect est lisse et elles sont incolores.
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Gyromitra esculenta est retrouvée en France, dans toute I’'Europe, notamment dans les pays
scandinaves, en Amérique du nord, entre les Etats-Unis et le Canada, au Japon et dans le sud
de I’Australie. On peut aussi la retrouver plus ponctuellement en Afrigue ou en Amérique

centrale (Annexe 2.1).

Gyromitra gigas ou fausse morille géante

Gyromitra gigas, Quelet (1873) (Figure 5) a un chapeau cérébriforme, sans lobes distincts, de
couleur ochracée a fauve roux. Le pied est souvent difforme et épais, de couleur pale.

G. gigas pousse d’avril a juin, en montagne sous feuillus.

Sa taille est variable : le chapeau mesure de 4 a 11 cm et le pied mesure de 4 a 6 cm.

Figure 5 - Gyromitra gigas (photo : Didier Borgarino)

Les spores du G. gigas sont brunes. Elles ont une forme ellipsoidale ou légerement allongée
en poire. La surface des spores est lisse sans ornementation particuliere. La taille des spores

est de 27 a 32 um de longueur et 12 a 13 um de largeur.

La fausse morille géante, est répandue dans les régions tempérées de I'hémisphére nord,
incluant I'Europe, I'Asie et I'Amérique du Nord. On le trouve notamment en France, en
Allemagne, en Suéde, et dans d'autres pays d'Europe. En Asie, elle est présente en Sibérie, en
Russie, au Japon et en Chine. En Amérique du Nord, elle est présente dans certaines parties

des Etats-Unis et du Canada (Annexe 2.2).
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Gyromitra infula ou gyromitre en turban
Son chapeau, en turban possédant 3 ou 4 cornes, est de couleur brunatre a brun rougeatre ou
orangé. Il mesure entre 2 a 10 cm de longueur. Son pied est généralement concolore et

mesure entre 2 et 8 cm de long et entre 2 a 3 cm de diamétre (Figure 6).

Figure 6 - Gyromitra infula (photo : Didier Borgarino)

On la retrouve dans les foréts de feuillus et de coniféres de juillet a octobre.

Les spores sont lisses et de forme elliptique avec des sommets arrondis. Elles mesurent de 19
a24 umdelonget7a 10 um.

La répartition géographie de G. infula est tres semblable a celle de G. esculenta c’est-a-dire

majoritairement en France, en Europe et en Amérique du Nord (Annexe 2.3)

3. Espéces de Gyromitra moins fréquentes en France

Deux autres especes de Gyromitra, Gyromitra grandis et Gyromitra brunnea, moins

fréquentes sont bien connues pour leur toxicité.

Gyromitra grandis, Cumino (1806)

Le chapeau est de couleur brune, de brun roux a brun chocolat, formé de deux lobes irréguliers
et bosselés. Le pied est trapu, blanchatre puis gris-brun (Figure 7).

Les spores sont ellipsoides a surface verruqueuse d’une taille d’environ 27a 31 umx 12 a3 13,5

um.
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G. grandis pousse dans les foréts de feuillus, de hétres particulierement ou dans les foréts
mixtes, de mars a mai. Son aire de répartition géographique semble étre limitée a I'Europe

(République Tchéque, Allemagne, Hongrie, Suede, Danemark, Norvege, France, Italie).

Figure 7 - Gyromitra grandis

Gyromitra brunnea, Underw. (1894)

Cette espece possede des caractéristiques macroscopiques similaires a celles de G. grandis

(Figure 8).

Figure 8 - Gyromitra brunnea

Au niveau microscopique, les spores ont une longueur légerement inférieure a celles de G.
grandis et présentent des apicules peu proéminents ne dépassant pas 1,5 um. Sa répartition

géographique est différente de celle de G. grandis puisque qu’elle est retrouvée aux Etats-

Unis et au Canada.

Les autres espéces du genre Gyromitra (Annexe 1) ne seront pas décrites dans cette thése car

elles sont rares en France et il existe peu de données disponibles sur leur toxicité.
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II.  Toxicité des gyromitres

Les champignons appartenant au genre Gyromitra sont des champignons toxiques car ils
contiennent une toxine nommée gyromitrine. Cette toxine a été détectée dans plusieurs
espéces du genre notamment celles fréquentes en France, G. esculenta, G. gigas et G. infula
mais aussi dans G. grandis et G. brunnea. Pour d’autres especes la présence de gyromitrine
est fortement suspectée, mais pas encore prouvée. Par précaution, il est recommandé de ne

consommer aucune des especes du genre Gyromitra.

A. De leur consommation a nos jours

En France, la possession en vue de la vente, la mise en vente ou la vente des gyromitres fausses
morilles (Gyromitra esculenta) est interdite par le décret n°91-1039 du 7 octobre 1991 publié
au journal officiel le 11 octobre 1991. Avant cette interdiction, la fausse morille était vendue
et consommeée fraiche ou en conserve par une large partie de la population. Cette interdiction
fait suite a un avis du CSHPF (Conseil supérieur d‘hygiéne publique de France, remplacé depuis
2004 par le Haut Comité de Santé publique) qui conclue que les gyromitres peuvent contenir
des substances considérées comme potentiellement cancérigénes qui rendent leur

consommation dangereuse pour la santé.

Depuis sa premiere description en 1808 par Paulet, la gyromitre fausse morille est considérée
comme comestible, ainsi que les autres espéces telles que Gyromitra gigas. Au cours du
temps, des doutes sont émis concernant leur comestibilité. Dés 1793, Paulet rapportait des
intoxications. Entre 1880 et 1890, en Allemagne, plus de 50 intoxications sont signalées dont
plus d’'une dizaine mortelle (Azema et Flahaut, 1967). Ponctuellement, des cas d’intoxications

sont aussi apparus dans la premiére moitié du vingtieme siecle en Amérique du Nord.

De 1953 a 1962, dans la Voivodie (province de Pologne), Grzymala a recensé 138 intoxications

a G. esculenta, mortelles dans 11,1% des cas. Ce qui place cette espece devant 'amanite
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phalloide en nombre d’intoxications bien que cette derniere reste la plus toxique avec une
mortalité de 74% (Brachet, 1990).

En France, des cas sont aussi documentés. Par exemple, en Normandie, une poussée
importante de Gyromitra esculenta a entrainé 17 cas d'intoxications en avril 1960 (Azema et

Flahaut, 1967).

Dans le bulletin de la société Frangaise de mycologie de janvier 1987, Didier Michelot cite une
autre recherche de Grzymala (1965) qui signalait que Gyromitra esculenta était a I'origine de
62% des intoxications chez les personnes en ayant consommé avec 4% de mortalité.

La toxicité potentielle de cette espéce est alors trés fortement suspectée sans pour autant que
le mécanisme de toxicité n’ait été clairement établi. Parmi les principaux suspects,
I'implication de I’acide helvellique dans la toxicité ou I'anaphylaxie étaient suggérée (B6hm et

Kiilz, 1885).

Bien qu’évidente, la toxicité des gyromitres est encore de nos jours remise en cause car il
existe une grande variabilité interindividuelle des effets suite a leur consommation (Andary et

al., 1985).

Dans son ouvrage « Champignons de France et d’Europe occidentale » Bon (2004) écrit, a
propos de Gyromitra esculenta « Comestible, souvent commercialisé malgré les accidents
mortels aléatoires, normalement dus a une mauvaise cuisson ou si l’'on n’a pas rejeté I'eau de
premiere cuisson ; les champignons séchés et les conserves semblent jusqu’a nouvel ordre

anodins. »

En Finlande, L'Agence nationale de l'alimentation considére que Gyromitra esculenta est
propre a la consommation aprés un trempage soigneux, la vente est autorisée avec les
avertissements nécessaires. C’est un met qui fait partie de certaines spécialités culinaires.
Elles sont aussi consommeées en Suéde ol la vente y est interdite et la consommation, méme
apres une double cuisson, n’est plus recommandée. Cependant certains locaux, comme en

France, continuent d’en consommer régulierement.
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B. Molécules impliquées dans la toxicité des Gyromitra

La toxine mise en cause dans la toxicité des gyromitres est la gyromitrine. Elle a été isolée par
Hedenmalm et Warnmark (1954). Par la suite les travaux effectués par List et Luft (1968) ont
permis de mieux comprendre cette molécule ainsi que sa métabolisation et ses effets sur les
consommateurs.

La gyromitrine ou N-méthyl-N-formylhydrazone de |'acétaldéhyde (Figure 9) est la principale
toxine retrouvée dans les champignons frais en quantité allant de 1200 a 1600 mg/kg (List et
Luft, 1968). Huit autres hydrazones (Figure 9) considérées comme des homologues de la
gyromitrine ont été mises en évidence chez G. esculenta a I'état frais mais en quantité moindre
(12% de la quantité des toxines). Elles différent par la nature de leur groupement carboxylé.

(Pyysalo, 1975 ; Arshadi et al., 2006).

~—CHOQO
R—CH = N—N__ CH,
la—j
Compound no. R
la CH, = gyromitrine
b CH,—CH;
le CH,—CH,—CH,
Id CH,—CH(CH;}—CH,4
le (CH,);—CH,
If (CH,),—CH,
lg {CHQI‘G"'_CHg
lh CH3 = CH{CH2}4_’CH3
li CH? = CH(CH,),—CH,

Figure 9 - Les hydrazines retrouvées chez G. esculenta a I'état frais (Michelot et Toth, 1991)

La gyromitrine est une molécule thermolabile, volatile et hydrosoluble. Son point d’ébullition
est de 143 °C. Ces caractéristiques chimiques expliquent les difficultés rencontrées dans la
détection de la toxine et la variabilité des intoxication (Michelot et Toth, 1991). Il a été
cependant décrit qu’une proportion non connue de la gyromitrine peut se lier a des molécules
de poids moléculaires plus élevés comme des résidus de sucre la rendant moins volatiles

(Michelot et Toth, 1991).
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L’hydrolyse de la gyromitrine conduit a deux métabolites : la N-méthyl-N-formylhydrazine
(MFH) et la monométhylhydrazine (MMH) (Figure 10). Cette hydrolyse survient dans plusieurs
situations. Elle se fait a température ambiante dans le tissu du champignon (Larsson et
Eriksson, 1989) et notamment lors de la préparation du champignon en vue de sa
consommation. Elle se réalise également dans I'organisme du consommateur apres I'ingestion
du champignon, suite au contact avec 'acide gastrique. Elle peut se produire également lors

de la cuisson ou lors de la dessiccation du champignon.

Dans tous les cas, cette hydrolyse ne semble pas étre compléte. Chez le lapin par exemple, de
faibles quantités (50 ppm) de gyromitrine ont été retrouvées dans les urines 2 jours aprés une
administration orale de 75 mg/kg (Makinen et al., 1977). Lors d'un examen post-mortem d'une
patiente empoisonnée, la gyromitrine a également été détectée par spectroscopie infrarouge

et ultraviolette dans ses organes internes (Giusti et Carnevale, 1974).

H
N H H+ .N H H+
SNy HaN" HN S
O @]
Gyromitrin N-methyl-N-formylhydrazine Monomethylhydrazine

Figure 10 - Hydrolyse de la gyromitrine en MFH puis en MMH (Nagel et al., 1977)
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C. Mécanismes de toxicité et actions toxiques des métabolites issus de

I’hydrolyse de la gyromitrine

Des expérimentations animales ont été réalisées avec la MFH et la MMH.
Concernant la MFH, une exposition des souris pendant 6 semaines a une concentration de
0,078 pg/ ml de ce métabolite provoque I'apparition de cancers du foie, des poumons, de la

vésicule biliaire et des canaux biliaires (Toth et Nagel, 1978 ;Toth et al., 1979).

Quant a la MMH, elle présente une forte corrosivité et entraine une irritation marquée pour
la peau, les yeux et les muqueuses du systéme respiratoire chez les animaux (Haun et al.,
1970). De plus, chez les animaux, la MMH entraine une altération de la fonction des reins et

du foie ; elle affecte le sang et la rate, et provoque des convulsions (Patocka et al., 2012).

Chez ’'Homme, il existe plusieurs mécanismes conjoints qui sont a I'origine des intoxications
gui surviennent suite a la consommation de gyromitres. De maniére générale, ces mécanismes
sont liés aux capacités des dérivés hydraziniques a former des hydrazones grace aux liaisons
qui se forment entre leur fonction aminée et un groupement carbonylé porté par des

molécules cibles (Figure 11).

H|\\ - HyOr ‘\\\ f}.r

Ry Rz

Figure 11 - Réaction d'une cétone avec une hydrazine qui forme une hydrazone

1. Perturbation du métabolisme de la vitamine B6

Lors de l'ingestion des gyromitres, la MMH issue de I’hydrolyse de la gyromitrine dans
I’estomac va traverser la barriere hémato-encéphalique et se lier de facon covalente au
pyridoxal. Le complexe ainsi formé va bloquer la pyridoxal kinase, 'enzyme importante
responsable de la transformation de la vitamine B6 alimentaire en sa forme active, la pyridoxal

5'-phosphate (PLP) (Figure 12).
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Figure 12 - Métabolisme de la vitamine B6 (Desai, 2010)

La liaison de la MMH au pyridoxal va inhiber I'activité de cette enzyme entrainant la

diminution ou l'arrét de la production de la PLP, un cofacteur clé nécessaire a plusieurs

réactions enzymatiques cellulaires.

L'action de la MMH va conduire a l'inhibition de la glutamate décarboxylase (Figure 13),

I’enzyme intervenant dans la formation du GABA a partir de L-glutamate dans le cerveau.

Il s’en suit une diminution de la concentration de GABA (principal neurotransmetteur

inhibiteur du systeme nerveux central) dans les synapses au niveau cérébral.

glutamate
synthase
glutamine l glutamate
. synthetase decarboxylase
Glutamine «—— > Glutamate ——————> GABA
Vitamin B
glutamate Vitamin Bé 47:.:;2:,:’,7’;22?9
synthase
gggc Succinate
+— .
Cvdl et Semialdehyde
yclie semialdehyde
dehydrogenase

Figure 13 - Cycle du GABA
[Source : https://pmhealthnp.com/about-gaba-and-glutamate/, consultée le 01/10/2023]
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2. Hépatotoxicité : stress oxydatifs et effets cancérogenes

La MFH est décrite comme capable de provoquer des stress oxydatifs et le cancer du foie

Les mécanismes sont liés a sa capacité a produire des radicaux méthyles et formyles
susceptibles de réagir avec des molécules cellulaires.

Selon les études de Gannett et al (1991), les radicaux méthyles et formyles sont issus de la
fragmentation d’un métabolite intermédiaire, le diazénium, provenant lui-méme de

I’oxydation de la MFH dans les cellules hépatiques selon le schéma indiqué sur la figure 14.

CHO
CHO
l | ‘CHO
N -2e” N + -H* +
N —| N | — —» CH,0 + CH, + CHsCHO
-H* -N, .

CH_‘_!, NHZ CH5 NH CH'B formaldéhyde méthane acétaldéhyde
N-methyl-N-formylhydrazine Intermédiaire diazénium r adffﬂ'; formyl

(MFH) radical méthyl

Figure 14 - Formation des radicaux libres a partir de la MFH (adaptée de Gannett et al. (1991)

Les radicaux méthyles et formyles formés vont interagir avec les molécules cellulaires
réduisant ou inhibant leurs activités (Coulot et Guillot, 1982). Il s’agit en particulier :

- des groupements prosthétiques heme des monooxygénases a cytochrome P450, enzymes
intervenant dans la détoxification cellulaire ;

- des acides aminés du site actif des enzymes hépatiques ;

- des molécules intervenant dans le piégeage des molécules toxiques cellulaires comme le
glutathion ;

- des lipides membranaires en entrainant leur peroxydation.

Il s’en suit une accumulation de ces radicaux méthyles et formyles dans les cellules,
provoquant la dégénérescence des cellules hépatiques mais également des cellules rénales
causée par une hémolyse intravasculaire.

En outre, les radicaux méthyles et formyles ont des propriétés mutagenes et cancérogeénes en

raison de leurs capacités a se lier a I’ADN (Inami et al., 2017).
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Un autre mécanisme concernant la toxicité hépatique liée a la MFH serait lié a un nitrosamide,
le N-nitroso-N-méthylformamide (NMFA), composé hautement réactif, produit par
I’oxydation hépatique de la MFH par les monooxygénases a cytochrome P450 (Braun et al.,
1980).

La formation de ce nitrosamide résulte de I'oxydation du groupe NH libre de la MFH par le
cytochrome P450 pour former une hydroxylamine, suivie de I'oxydation ultérieure du méme

azote (Figure 15).

H C
e
H ?'0
H
MFH
Cyt. P-450
(0;)
‘7 hydroxylamine j H\N N/ CH;
HO \(i‘,=0
"_/-M/NMFA H
Cyt.%ﬁ
H,C (O]
>|~& H 2 H’C>N—N==o
H'g ’ nitrosamide ‘ H‘g
HyC—N=N-H H,CN=N-0OH
| radical méthyl ‘
CH3' CH]O" N)’ OH-

Figure 15 - Voies métaboliques possibles de la MFH (Braun et al., 1980)

Ce nitrosamide est instable et se décompose spontanément en azote moléculaire, acide
formique et en un cation méthyle, qui peut agir comme un agent alkylant (Figure 15) (Huisgen

et Reimlinger, 1956).
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Enfin I'acétylation de la MFH a été également décrite comme impliquée dans le mécanisme
de I’hépatotoxicité des Gyromitra.

L’étude conduite par Braun et al. (1981) sur des rats montre une toxicité rénale moins
importante de la MFH acétylée par rapport a la MFH non acétylée. De plus, 'administration
de la MFH acétylée n’entraine pas de convulsion ni d’hépatotoxicité aigue contrairement a la
gyromitrine et a la MFH non acétylée. Ainsi, I'acétylation qui est un mécanisme de

détoxification médié par le foie réduit la toxicité de la gyromitrine.

3. Inhibition de la diamine oxydase intestinale

La MFH est un inhibiteur non compétitif de la diamine oxydase intestinale humaine (DAO). Le
role de la DAO est de dégrader I’histamine en imidazole-4-acetaldehyde, une forme inactive

excrétée dans les urines (Figure 16).

— —=( oo
s +NH, +H,0,

HN._N * O RO T HN N
Histamine Imidazole-4-acetaldehyde

Figure 16 - Métabolisation de I'histamine par la DAO (Apetrei et Apetrei, 2016)

Une concentration de 7,4 mg de MFH/L est responsable de I'inhibition de 90% de la DAO
intestinale humaine dans I'expérience de Bieganski et al. (1984).
L'inhibition de la DAO conduit a une augmentation de la concentration d’histamine au niveau

intestinal.
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4. Hémolyse

Les hydrazines circulantes dans le sang peuvent également étre a I'origine d’'une hémolyse
intravasculaire. Les métabolites issus de la gyromitrine peuvent entrainer une lyse des
globules rouges selon les mécanismes similaires qui conduisent a la nécrose des cellules
hépatiques.

L’'hémoglobine contenue dans les globules rouges se retrouve libérée dans le sang.

La figure 17 recapitule les différents stades de métabolisation de la gyromitrine dans

I'organisme.

Gastric step

Hydrolysis and subsequent reactions
of the free hydrazines

Blocking of the cofactors
bearing a carbonyl function
{pyridoxine, folinic acid . . .}

N

Medium and high molecular
weight hydrazones

I b-j .

CHO

4 i /C”O hydrolysis H
l::H3 -CH=N-N\ hydrolysis H N.N ydroly H N-N
CH 2 \CH 2 \CH
3 3 3
| a
Gyromitrin G acelaldehyde I tormic acid i
MFH MH
(Acelylation, detoxification '?)
(O} .
Hepatic step
{(CH -N=N-H} [V Oxidation,

Formation of the alkylating

3
Unstable diazene . )
reactive species

l(cn

(CH_ N; oH ) VI CH™ + N + H'T V

Unstable diazanium compound

, ' Free methyl radical
generating methyl cations

Alkylation and irreversible blocking of the activity
of some hepatic biomolecules {cytochrome P450,
aminooxidases, glutathione. . .} —hepatic cytolysis

Figure 17 - Métabolisme de la gyromitrine (Michelot et Toth, 1991)
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D. Symptomes

Les symptomes causés par une consommation des Gyromitra sont regroupés dans ce qu’on
appelle le syndrome gyromitrien. Les premiers symptomes apparaissent en 5 a 12 heures
généralement (Michelot et Toth, 1991) mais en 2 heures en cas d’intoxication sévére (Bédry
et Saviuc, 2002).

Les premiers symptomes sont digestifs liés a I'inhibition de la diamine oxydase, en particulier
des nausées, des vomissements et de la diarrhée associée a des douleurs intestinales. Des
irritations de la peau ou des voies respiratoires peuvent également apparaitre respectivement
en cas de contact de la peau avec le champignon lors de sa préparation ou en cas d’inhalation
lors de la cuisson. Il est également possible d’observer de l'urticaire, des démangeaisons et
des rougeurs induits par I’histamine (Maintz et Novak, 2007). Dans la majorité des cas, les

troubles régressent d’eux méme en 2 a 5 jours.

Dans un second temps, d’un a trois jours apres l'ingestion, les autres symptomes peuvent
apparaitre. Le déficit en GABA est a l'origine de troubles neurologiques. Les patients
intoxiqués peuvent ressentir une grande fatigue associée a des vertiges mais aussi des
convulsions induites par I'augmentation de I’excitabilité neuronale secondaire a la baisse de
concentration en GABA neuronal.

Dans le méme temps, peuvent également apparaitre des troubles hépatiques, qui se
traduisent par une jaunisse, une augmentation des enzymes hépatiques (ASAT et ALAT) et a
de fortes douleurs secondaires a la mort des cellules hépatiques.

Des troubles rénaux peuvent également apparaitre en particulier une insuffisance rénale de
mécanisme complexe (collapsus, déshydratation, hémolyse, syndrome hépatorénal...),
potentiellement liée aux pertes hydro-électriques secondaires aux troubles gastro-

intestinaux. C’est toutefois rare.

D’autres symptomes non spécifiques peuvent également apparaitre tels que des céphalées,

potentiellement liées a I'inhibition de la diamine oxydase.

Les cas de décés enregistrés font suite a la cytolyse hépatique qui provoque un coma

hépatique puis, dans les 2 a 5 jours qui suivent, la mort du patient.
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La figure 18 ci-dessous résume la chronologie et le développement des symptomes liés a la

consommation des gyromitres.

G. esculenta
consumption

*

Single and minor
consumption

—§p— P Pp——P Putative induction step
Repeated and abundant # | RECOVERY
consumption
—~
Gastrointestinal disorders f_> RECOVERY
T~
Asthenia, nausea, Hepatic and neurological seizures
diarrhea, vomiting, < —1 DEATH
abdominal pain Jaundice, hepatic cytolysis, S hepatic coma
hemoglobinuria, convulsions (10%)
| i / ] 1 _» Time
2h 24h 2 days 6 days

Figure 18 - Chronologie de l'intoxication a G. esculenta (Michelot et Toth, 1991).

E. Prise en charge des intoxications

Bien que la mortalité soit rare a la suite d’une intoxication (environ 10% des personnes ayant
développé des symptomes gastro-intestinaux), il est tout de méme nécessaire que la prise en
charge soit faite en milieu hospitalier. Le traitement du syndrome gyromitrien est
symptomatique.

Si le diagnostic d’intoxication est fait de facon précoce, dans les six heures environ,
I’administration de charbon actif et/ou le lavage gastrique, peuvent avoir un intérét pour
limiter I'absorption de toxines supplémentaires. L'intérét de ceux-ci est contestable dans le

cas d’un diagnostic plus tardif ou dans le cas de vomissements intenses.

Lors de I'hospitalisation, un suivi hépatique, neurologique et sanguin est mis en place pour
surveiller I'évolution de l'intoxication. Ensuite, le traitement symptomatique est instauré,
comprenant la compensation des pertes hydroélectrolytiques et le traitement des convulsions

par benzodiazépines. Une administration de la vitamine B6 en intraveineuse a la posologie de
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25 mg/kg est effectuée. La dose ne doit cependant pas excéder 30 g/j du fait du risque de

surdosage pouvant engendrer des neuropathies périphériques (Bédry et Saviuc, 2002).

L’'hémodialyse n’a aucun effet sur la durée de lintoxication ni sur I'élimination de la

gyromitrine et de ses métabolites.

F. Variabilité individuelle des effets des toxines gyromitriennes

La toxicité des gyromitres a longtemps suscité des doutes et continue de le faire aujourd'hui
en raison de son caractére inconstant. |l existe une grande variabilité des effets observés d'un

individu a l'autre et d’'un moment a I’autre.

1. Variabilité liée au champignon

Il existe une variabilité sur la quantité de la gyromitrine et ses métabolites dans les
champignons dépendante des facteurs biotiques et abiotiques

La quantité de ces toxines est variable selon I'espece de gyromitre. Elle est plus importante
chez G. esculenta que les autres especes de Gyromitra. Au sein d’'un méme champignon, il
existe également une variation selon les parties du carpophore ; la concentration est deux fois
plus importante en MMH dans le pied que dans le chapeau du champignon (Andary et al.,
1985). L’habitat a également un impact sur la quantité de toxines. Andary et al. (1985) relevent
des quantités supérieures dans les spécimens ayant poussé a moyenne altitude contrairement

a ceux ayant poussé a plus haute altitude.

2. Variabilité liée a I'individu

Il existe une variabilité de réponse a l'intoxication en fonction des individus. Plusieurs

parametres peuvent avoir une incidence sur la gravité de I'intoxication.

33



- ’age des individus. La dose létale 50 (DL50) de la MMH estimée aprés la mort des patients
chez les enfants est de 1,6-4,8 mg/kg contre 4,8-8 mg/kg pour les adultes (Andary et al., 1985).
Les personnes agées peuvent également étre plus sensibles car les mécanismes antioxydants
qui protegent contre les radicaux libres sont moins performants en vieillissant. Pour une
consommation d’une quantité identique, au sein d’'une famille par exemple, il est possible

d’observer des symptomes uniquement chez les enfants ou les personnes plus agées.

- Variabilité génétique. Deux critéres génétiques sont impliqués. Le statut génétique de la
Glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PD). Cette enzyme est responsable de la recharge
du glutathion réduit (GSH) au niveau des globules rouges, forme de glutathion intervenant
dans I’élimination des radicaux méthyles et formyles. Un polymorphisme génétique peut étre
a l'origine d’un déficit en G6PD chez certains individus qui seront plus enclin a souffrir de
complications hématologiques suite a une intoxication (Gerault et Girre, 1977). La figure 19

indique les conséquences d’un déficit de G6PD chez patients.

1 G6PD activity

v

1 NADPH produced by HMP

v

| 1 GSH produced using NADPH |

+ Infections

| T ROS I<7 Drugs

I Fava beans

v v
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Cell membrane damage
1 integrity

v L flexibility
| Heinz bodies, bite cells |
Hemolysis
v v v
Hemoglobinuria | | Anemia T bilirubin
COMPENSATES
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Weakness Reticulocytosis Jaundice
A4
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Figure 19 - Conséquences d'un déficit en G6PD
[Source : http://www.pathophys.org/g6pd/g6pd-pathophys/, consultée le 15/10/2023]
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L'acétylation intervient également dans la variabilité génétique. En fonction de la vitesse de
I'acétylation, on classe les patients en « acétyleurs rapides » ou « acétyleurs lents ». Les
acétyleurs rapides seraient plus enclins aux troubles hépatiques tandis que les acétyleurs lents

seraient plus enclins aux troubles neurologiques (White et al., 2018).

3. Variabilité liée a la préparation du champignon

La gyromitrine et ses dérivés sont des composés volatiles et hydrosolubles, ainsi la cuisson
pendant une durée suffisante en rejetant I’eau de cuisson ou le séchage peuvent permettre
de réduire la quantité présente dans les champignons. Les champignons frais étudiés
contenaient en moyenne 57 mg/kg de MFH. Aprés un séchage prolongé de 140 jours a 20°C,
la quantité de MFH mesurée est inférieure a 3 mg/kg de champignon séché, et un temps
d'ébullition de 10 minutes était nécessaire pour réduire la quantité de MFH a moins d’1 mg/kg
(Pyysalo et Niskanen, 1977).

En cas de cuisson insuffisante ou si I'eau de cuisson n’est pas rejetée, la quantité de toxines
dans la préparation est importante et mene a une toxicité plus importante. La gravité de
I'intoxication dépend également de la quantité du champignon ingérée et est plus importante

en cas d’une consommation importante.

Il a aussi été montré qu’une consommation répétée, souvent de facon rapprochée pouvait
induire une toxicité, méme pour de faibles quantités préparées et cuisinées selon les
recommandations. La consommation répétée peut conduire a la saturation des mécanismes
protecteurs au niveau du foie et donc a l'accumulation de toxines. Une premiere
consommation peut étre asymptomatique alors que les consommations suivantes entrainent

I’apparition des symptomes.
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G. Circonstances d’intoxication

Il existe 2 circonstances principales dans lesquelles des personnes sont amenées a consommer
les gyromitres. Elle peut étre volontaire. Au siecle dernier, les gyromitres étaient considérées
comme comestibles, elles étaient donc vendues et consommeées par la population. De nos
jours, encore des nombreuses personnes, en milieu rurale notamment continuent de
consommer ces champignons soit par ignorance de leur toxicité ou alors par habitude.

Elle peut étre involontaire. Il existe un risque de confusion entre Gyromitra esculenta ou G.
gigas avec les morilles, notamment Morchella esculenta (Figure 20). Toutes ces especes

poussent dans le méme biotope et a la méme saison, ce qui facilite la confusion.

Ascomycéte macroscopique Ascomycéte macroscopique
L Carpophore alvéolé, stipité, spores lisses = > Carpophore cérébriforme, stipité, spores lisses =
Morchella Gyromitra
Morchella esculenta Gyromitra esculenta
Morille blonde Gyromitre “comestible”
« Alvéoles polygonaux + Cérébriforme
Chapeal * Ocre Clisgieau « Brun/roux
Pied * Trapu Pied « Court, difforme, sillon
* Creux .
Odeur + Aromatique
= L Toxique cru — hémolysines o
Conso ? Conso ? * = Mortel — syndrome gyromitrien

= Comestible cuit ou séché

& ot .
! Risque de confusion avec Gyromitra esculenta == . Risque e eonfusloniavec Marchella rofunda

Figure 20 - Comparatif de M. esculenta et G. esculenta

En dehors des champignons du genre Gyromitra, d’autres especes contiennent de la
gyromitrine en grande quantité (Cudonia circinans) ou a I'état de traces (Helvella crispa,
Helvella lacunosa, Leotia lubrica, Spathularia flavida, etc.) (Figures 21-25, D. Borgarino) (Saviuc

et Moreau, 2012).
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Figure 24 - Helvella lacunosa

Figure 23 - Leotia lubrica Figure 25 - Spathularia flavida

La consommation des champignons sauvages est facilement accessible mais doit étre réservée
aux especes connues et identifiées. Le pharmacien est un des acteurs de santé le mieux placé
pour orienter les patients et réaliser les identifications. En effet, le pharmacien est formé a
I'identification et est facilement accessible. |l peut également, si besoin, faire le lien avec les

associations mycologiques.



lIl.  Implication potentielle dans la maladie de Charcot

A. La maladie de Charcot et ses mécanismes

La maladie de Charcot ou sclérose latérale amyotrophique (SLA) est une maladie neurologique
progressive qui provoque une dégénérescence des cellules nerveuses innervant les fibres
musculaires : les motoneurones. La baisse d’innervation est a l'origine d’'une faiblesse
musculaire puis d’une perte de motricité.

La maladie touche préférentiellement les hommes avec un ratio H/F de 1,3. L’dge du
diagnostic est généralement entre 50 et 74 ans. La plupart des cas, entre 90 a 95 % sont des
cas sont sporadiques, sans origine identifiée (Zarei et al., 2015). Pour 5 a 10 % des cas, il s’agit
d’'une forme familiale induite par des mutations génétiques. Ces mutations génétiques
portent sur des genes comme celui codant pour la superoxyde dismutase (Kiernan et al.,
2012), une enzyme qui intervient dans les mécanismes d’élimination des radicaux libres lors

du stress oxydatif (Bunton-Stasyshyn et al., 2015).

L'espérance de vie est de 3 a 5 ans apreés le diagnostic. Le déces est le plus souvent causé par
I'atteinte des muscles respiratoires.

Le tabac, le sport de haut niveau, |’exposition aux pesticides, aux métaux lourds ou a certaines
toxines sont des éléments déclenchants suspectés.

Les mécanismes physiopathologiques qui causent et maintiennent la dégénérescence des
motoneurones impliquent entre autres :

- un défaut de repliement des protéines conduisant a l‘inhibition de leurs activités

- une perturbation des fonctions de transport au sein des neurones conduisant a une
hyperexcitabilité neuronale

- une dégénérescence cellulaire liée au stress oxydatif.
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B. Cas « hot spot » de SLA

1. Cas de SLA en Haute-Savoie et en Isere

Des cas de patients atteints du SLA ont été diagnostiqués dans deux départements différents
en France. Dans le département de la Haute-Savoie (74), 10 cas ont été signalés entre 1993 et
2013 dans le hameau de Montchavin-Les Coches (communes de Bellentre et environ)
comportant 200 habitants environ. L’incidence y est 10 fois supérieure a lincidence
européenne qui est de 2,1 a 3,8 cas pour 100 000 habitants (Longinetti et Fang, 2019). Dans
le département de l'lsere (38), commune de Saint-Ismier, 10 cas ont été également
diagnostiqués entre 2000 et 2013.

Dans chacun de ces départements, des études épidémiologiques ont été conduites par I'InVS

(Institut de Veille Sanitaire, devenue Santé Publique France).

Les études épidémiologiques réalisées en Haute-Savoie ont comparé 14 patients
diagnostiqués (5 femmes et 9 hommes, agés de 39 a 75 ans, age moyen : 54 ans) a 48 controles
constitués de personnes non porteuses de SLA mais qui possédaient les mémes
caractéristiques que les patients en ce qui concerne I'age, le genre et le lieu de résidence.

Les patients sont tous des résidents de la commune de Bellentre a laquelle appartiennent les
hameaux de Montchavin et des Coches.

Les cas contrble sont également des résidents de Bellentre mais non affectés par la SLA. Le

ration H/F est de 1/3, et 'dge médian est de 60,2 ans (entre 45 et 82 ans).

Une analyse environnementale, un examen clinique de chaque patient, un recueil d’'anamnese
et un questionnaire ont été réalisés. Les analyses environnementales comprenaient une
analyse de niveaux d’éléments (Al, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, P, Pb, Zn) dans le sol,
I’eau et les plantes. Une recherche de cyanobactéries, et des acides aminés neurotoxiques B-
N-méthylamino-L-alanine (BMAA) et I'acide 2,4-diaminobutyrique (DAB) a été menée dans
I’eau potable des fontaines et des puits. D’autres facteurs propres a la région ont été pris en
compte tels que I'exposition au radon et I'utilisation du Snowmax, un produit destiné a la

création de la neige artificielle.
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L’examen clinique comprend notamment un examen biologique et un test génétique. Le test
génétique recherchait une mutation sur les génes SOD1 et C9orf72i, qui est a I'origine des
formes familiales de SLA.

Le recueil d’'anamnese porte sur le genre, la durée de résidence a Montchavin, I'age du début
de la faiblesse musculaire et la durée de la maladie. Le questionnaire porte sur l'origine
géographique, les antécédents médicaux et le mode de vie des sujets, y compris la profession,

les activités de loisirs, les habitudes alimentaires, la consommation de tabac et d'alcool.

Les résultats des études en Haute Savoie (Lagrange et al., 2021) excluent les facteurs
génétiques liés au SLA et les facteurs environnementaux comme cause de la maladie. En
revanche d’autres facteurs ont été identifiés comme pouvant étre a I'origine des cas de SLA.
Il s’agit des activités sportives intenses, le tabagisme et la consommation des champignons
notamment Gyromitra gigas, Verpa bohemica et Morchella spp. Cette consommation a été a
I'origine des intoxications aigues chez la moitié des patients. La figure 26 montre la

ressemblance morphologique des champignons consommés par les patients.

Figure 26 - Verpa bohemica, Morchella spp et Gyromitra gigas (photo : Didier Borgarino)

A Saint-Ismier en Isére, 10 patients ont été diagnostiqués entre 2000 et 2013. Parmi eux, 8
présentaient une forme sporadique et résidaient dans la commune.

L’age moyen au diagnostic était de 60 ans (extrémes 35 et 77 ans) et le ratio H/F était de 1.
Aucune différence en termes d’age et de sexe, n’a été constaté avec les patients atteints de

formes sporadiques décrits dans la littérature.
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Le recensement environnemental englobait I'évaluation de la qualité de I'eau potable, des
activités industrielles et de leurs émissions polluantes, des sites et sols contaminés, de la
qualité de l'air extérieur, de I'implantation des stations radioélectriques, ainsi que des valeurs
d'exposition du public aux champs électromagnétiques. Les résultats obtenus étaient
conformes aux normes réglementaires ou aux valeurs anticipées. Aucune exposition

particuliére n'est mise en évidence

Les résultats ne permettent pas de faire I'hypothése de I'existence d'un lien entre les cas de
SLA observés et un risque particulier au niveau environnement existant sur la commune de

Saint-Ismier.

2. Cas de SLA sur I'lle de Guam

La découverte de nombreux cas de SLA couplée a une démence parkinsonienne dans la
population chamorienne autochtone de Guam, une ile du Pacifique (Figure 27), a conduit a
des recherches sur les toxines environnementales susceptibles d'étre responsables de cette

maladie.

Figure 27 - Carte représentant l'ile de Guam

[Source : https://en.wikipedia.org/wiki/Guam, consultée le 5/11/2023]

Deux toxines principales sont suspectées.
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La cycasine (Figure 28), une toxine retrouvée dans le Cycas micronesica (Figure 29), palmier

emblématique de I'lle.

OH

Figure 28 - Cycasine
[Source : https://en.wikipedia.org/wiki/Cycasin, consultée le 05/11/2023]

Figure 29 - Cycas micronesica

[Source : https://en.wikipedia.org/wiki/Cycas micronesica, consultée le 05/11/2023]

La population consomme les graines de cycas sous forme de farine majoritairement et Iutilise
en médecine. Les graines sont également consommées par les renards volants des
Mariannes (Pteropus mariannus), une espéece de chauve-souris (Figure 30), et par d’autres

animaux sauvages.

Figure 30 - Renard volant des Mariannes, Pteropus mariannus

[Source : https://www.quampedia.com/fanihi-mariana-fruit-bat/, consultée le 19/11/2023]
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La seconde toxine est la B-méthylamino-L-alanine (BMAA) (Figure 31). C’est une toxine
produite par une cyanobactérie colonisant les racines du cycas qui est retrouvée dans toute
la plante.

0

H.C
SN OH

NH>
Figure 31 - BMAA

[Source : https://en.wikipedia.org/wiki/B-Methylamino-L-alanine, consultée le 05/11/2023]
Ces deux toxines ont été retrouvées dans la farine de cycas a différentes concentrations. La

cycasine était présente a des concentrations de 0,004 a 75,93 ug/g, et les concentrations de

BMAA variaient de 0,00 a 18,39 ug/g (Kisbyet al., 1992).

a) Toxicité de la BMAA

De quantités importantes de BMAA (plus importantes que celles retrouvées dans la farine)
ont cependant été retrouvées dans les cerveaux des personnes décédées de SLA. Une des
hypothéses expliqguant ces quantités mentionne la bioaccumulation des toxines par les
animaux, principalement les chauves-souris (flying foxes), qui les consomment. Par la suite,
en consommant les animaux, les populations ingerent une grande quantité de toxines (Figure

32) (Cox et al.,2003).

La largeur des fléches est
proportionnelle a la concentration
de BMAA libre délivrée au niveau
trophique supérieur suivant

Chamorro
people

—

Flying Foxes
(3556 ug/g)

Cycad/ Cyanobacteria Symbiosis
(37 pglg)

Cyanobacteria
(0.3 pglg)

Free BMAA

Figure 32 - Bioaccumulation de la BMAA a Guam (Cox et al., 2003)
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De nombreuses études ont montré la neurotoxicité de la BMAA in vivo chez les souris et les
singes, et in vitro sur des cellules issues de rongeurs, de sangsue, et de lignées humaines (Chiu
et al., 2013 ; Weiss et al., 1988 ; Spencer, 1987 ; Spencer, et al., 1987).

Plusieurs hypothéses sont proposées. Il est probable que différents phénomenes interferent

avec le fonctionnement neuronal normal et provoquent la dégénérescence des neurones.

Perturbations liées a I’excitabilité neuronale

La neurotoxicité de la BMAA pourrait étre attribuée a sa capacité de se fixer sur les récepteurs
glutaminergiques et a les activer. La BMAA, couplée au bicarbonate, forme une molécule
similaire au glutamate et agit comme agoniste des récepteurs glutamatergiques, qui sont des
récepteurs qui ont un effet excitateur sur le systeme nerveux central. L’exces d’activation peut
entrainer la mort des neurones. Les causes de la SLA pourraient alors étre en lien avec la
spécificité d’excitabilité et donc le seuil d’activité électrique qui conduit a I'activation des

neurones (Chiu et al., 2013).

En 2020, les chercheurs de I'Institut national de la santé et de la recherche médical (INSERM)
ont découvert un nouvel acteur de régulation de I'excitabilité. Il s’agit d’'un canal membranaire
activé par le calcium, nommé TMEM16F. La perte de la fonction de ce canal protege les
motoneurones du stress induit par la BMAA en augmentant le seuil d’excitabilité des
motoneurones et protege contre la surcharge calcium induite par le potentiel d’action.

Les résultats de ces études montrent que |'augmentation du seuil d'excitabilité des

motoneurones protége contre la surcharge en Ca%* induite par la BMAA (Soulard et al., 2020).
Il est donc probable qu’une augmentation de I'excitabilité du neurone induite par une

augmentation du glutamate ou d’un excés de stimulation des récepteurs glutaminergiques

pourrait étre a I'origine de la dégénérescence neuronale.
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Défaut de repliement des protéines provoquant la mort cellulaire

Une autre hypothése concernant les effets de la BMAA sur la mort neuronale est liée a sa structure
similaire a certains acides aminés comme I’alanine (
Figure 33) puisqu’elle dérive de cet acide aminé (Spencer et al., 2020).

La BMAA, est capable de s'incorporer dans les protéines pendant leur synthése protéique en
remplacant les résidus d'alanine et de sérine, induisant des défauts de repliement des
protéines qui s’accumulent ensuite dans les lysosomes. Cette anomalie de synthése protéique,
combinée 3 une entrée de Ca?* importante suite a une importante excitabilité des récepteurs
glutaminergiques, provoque des stress au niveau du réticulum endoplasmique, des
dérégulations des systémes qui luttent contre le stress oxydatif et I'activation de molécules

pro-apoptotiques, conduisant finalement a la mort cellulaire.

O

H,;C
3 \ﬁ OH H3C

NH2 NH>

https://en.wikipedia.org/wiki/B-Methylamino-L-alanine https://en.wikipedia.org/wiki/Alanine

O
OH

Figure 33 - Similarité structurale entre la BMAA et I'alanine

Induction de stress oxydatif et inhibition des anti-oxydants

La BMAA agit sur I’échangeur Glutamate/Cystine présent au niveau des cellules astrocytes,
cellules gliales régulant les activités neuronales. La BMAA bloque I’entrée de cystine (forme
oxydée de la Cystéine) essentiel a la synthése de glutathion qui est un antioxydant majeur
dans les cellules (Figure 34).

Par ces mécanismes, la BMAA augmente le stress oxydatif qui est a l'origine de la

dégénérescence cellulaire (Liu et al., 2009).
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Figure 34 - Equilibre des anti-oxydants dans les astrocytes (McBean, 2017)

b) Toxicité de la cycasine

La cycasine (Figure 35) ou méthylazoxyméthanol B-D-glucoside n’est pas toxique, mais elle

peut étre hydrolysée par les B-glucosidases intestinales pour former le méthylazoxyméthanol

ou MAM (Figure 36), qui est une hydrazine toxique.

HOL_Ns@ CH;

I
O@

OH

Figure 35 - Cycasine

https.//en.wikipedia.org/wiki/Cycasin

Figure 36 - Méthylazoxyméthanol

https://en.wikipedia.org/wiki/Methylazoxymethanol
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Le MAM peut subir une hydrolyse et une oxydation spontanées, en particulier dans les

neurones, conduisant a la formation des ions méthylcarbonium.
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Figure 37 - Réactions enzymatiques et spontanées de la cycasine et du MAM (Feinberg et Zedeck, 1980 ;
Miller et Miller, 1965 ; Zedeck et al., 1979)

La neurotoxicité de la MAM a été démontrée chez les animaux. Elle est associée a des maladies

neurodégénératives suite a la prise alimentaire chez les singes (Spencer et al., 2016).

La métabolisation de la MAM dans les cellules et en particulier dans les neurones conduit a la
formation de radicaux libres alkylants qui se lient avec les macromolécules présentes dans les
cellules telles que I’ADN en formant des adduits. Ces adduits ont été mis en évidence chez des
souris, des rats, des cobayes et des hamsters aprés exposition a la MAM (Becker et al., 1981 ;
van Delft et al., 1997). Les adduits présents sur I’ADN sont pro-mutagénes (Larsen et al., 2006)
et peuvent induire une diminution des fonctions de réparation de I’ADN. Faute de ce
mécanisme de réparation, des nombreuses anomalies peuvent s'accumuler dans les cellules
nerveuses et provoquer la mort de ces cellules (Nakasu et al., 2004). Les Iésions de I’ADN sont
associées a la fois aux cancers et aux maladies dégénératives. Plusieurs études ont montré
que les lésions de I'ADN nucléaire et mitochondrial sont détectables dans le sang, le liquide
céphalorachidien et les tissus cérébraux des patients atteints de sclérose latérale
amyotrophique (Ferrante et al., 1997 ; Bogdanov et al., 2000 ; Martin et al., 2007 ; Murata et
al., 2008).



Apres la seconde guerre mondiale, et plus particulierement a partir des années 1970, |'lle de
Guam s’est beaucoup occidentalisée et modernisée. De nombreux changements ont eu lieu
dans le mode de vie des populations. L’alimentation s’est aussi modernisée et la
consommation de chauve-souris a diminué. On observe une corrélation négative entre ce
changement alimentaire et les cas de SLA. Ces derniers ont drastiquement diminué (Figure 38)

jusqu’a atteindre une incidence équivalente a celle retrouvée aux USA (Plato et al., 2003).
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Figure 38 - Evolution de l'incidence de la SLA.

Incidences moyennes annuelles de la SLA et du complexe parkinsonien-démence (CPD) pour 100 000
Chamorros guaméens masculins et féminins par période de 5 ans de 1940 a 1999 (Plato et al., 2003).

3. Cas de SLA autour de I'étang de Thau

Entre 1994 et 2009, 381 patients ont développé une SLA et résidaient dans une des 26
communes bordant I'étang de Thau, dans le Sud de la France. L’incidence y est plus de 2 fois
I'incidence de la population générale (Camu, 2017).

Une étude épidémiologie a été menée et a montré la présence, parfois en quantité élevée de
BMAA dans les moules et les huitres consommées par la population (Masseret et al., 2013).
En filtrant I’eau pour se nourrir des phytoplanctons, les bivalves se chargent en BMAA.
L’étude ne conclut pas a un lien causal entre la SLA et les fruits de mer contaminés par les

BMAA mais I'implication des BMAA est néanmoins fortement suspectée.
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C. Potentielle implication des gyromitres dans la maladie de Charcot

Dans cette partie, nous allons discuter de I'implication potentielle des gyromitres dans la SLA
en répondant aux questions suivantes.
Quelles sont les similitudes et quelles sont les différences entre une intoxication aux

gyromitres et les SLA décrites ?

- Similitudes

1. Mode d’intoxication

Nous avons vu dans les études des cas de SLA décrites plus haut que I'origine de la SLA peut
étre liée a une intoxication alimentaire. Les toxines présentes dans les aliments en particulier
la BMAA et la cycasine par I'intermédiaire d’un de ses métabolites, la MAM, sont susceptibles
de pénétrer dans les cellules neuronales et entrainer leur dégénérescence. Il est donc possible
gu’une consommation des gyromitres (intoxication alimentaire) entraine les mémes troubles

si ces gyromitres contiennent des toxines qui ont des effets similaires a la BMAA et a la MAM.

2. Toxines et mécanismes de toxicité

Une des toxines impliquées dans la SLA est la MAM qui est une hydrazine. Elle est capable de
pénétrer dans les neurones et provoquer leur dégénérescence via le stress oxydatif en
produisant des radicaux libres alkylants capables de se fixer sur les macromolécules cellulaires.
De la méme facon, les gyromitres contiennent des hydrazines qui sont différentes de la MAM
mais qui fonctionnent de fagon similaire une fois qu’elles se trouvent dans leurs cellules cibles

spécifiques.

- Différence

1. Identité des toxines impliquées

Bien que la MAM et les métabolites des gyromitres (la MFH et la MMH) soient des hydrazines,
elles ne semblent pas agir de la méme facon sur les mémes organes. La MAM est décrite
comme capable de pénétrer dans les neurones pour provoquer leur dégénérescence, alors
que la MFH et la MMH sont plutot décrites comme capables de pénétrer dans les cellules

hépatiques et provoquer leur nécrose.
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V. Conclusion

Compte tenu des connaissances actuelles, il n’est pas possible d’affirmer I'implication des

gyromitres dans la SLA. Des études sont nécessaires pour répondre a ces questions :

(i) la MAM est-elle présente dans les gyromitres ?

A I'heure actuelle, elle n’a pas été caractérisée dans les différentes especes de gyromitres
peut-étre parce qu’elle n’existe pas ou parce que la méthodologie utilisée ne le permet pas. Il
est intéressant de noter que la mise en évidence des toxines fongiques impliquées dans une
intoxication n’est pas toujours aisée. Par exemple Amanita proxima est une espéce décrite
comme mortelle. Cependant et a notre connaissance, la toxine responsable n’a toujours pas
été identifiée alors que chez A. smithiana, espéce trés proche d’A. proxima, mais poussant aux

USA, la toxine a été identifiée et est responsable des mémes symptomes.

(ii) Les deux autres toxines des gyromitres ainsi que les produits issus de leur métabolisation,
sont-ils capables de pénétrer dans les neurones et provoquer leur dégénérescence ?

A notre connaissance, aucune donnée n’indique leur capacité a provoquer la dégénérescence
neuronale.

Des études sont donc nécessaires pour comprendre le role potentiel des gyromitres dans la

SLA.
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V.

Annexes

A. Annexe 1 : Liste des différentes espéces de gyromitre recensées

Noms de toutes les espéces de gyromitre selon COL

Gyromitra accumbens Harmaja

Gyromitra ambigua (P. Karst.) Harmaja
Gyromitra americanigigas Dirks, A.N. Mill. &
Gyromitra anthracobia Loizides, P.-A. Moreau
Gyromitra apiculatula (McKnight) Berthet
Gyromitra arctica Vassilkov

Gyromitra bubakii Velen.

Gyromitra californica (W. Phillips) Raitv.
Gyromitra chirripoensis L.D. Gdmez
Gyromitra columbiana Harmaja

Gyromitra convoluta (Seaver) Van Vooren
Gyromitra discinoides (S. Imai) S. Imai
Gyromitra esculenta Pers. ex Fr.

Gyromitra fluctuans (Nyl.) Harmaja
Gyromitra gigas (Krombh.) Quél.

Gyromitra grandis (A. Cumino) Van Vooren & M. Carbone (2019)
Gyromitra infula (Schaeff.) Quél.

Gyromitra intermedia (Benedix) Harmaja
Gyromitra khanspurensis Jabeen & Khalid
Gyromitra korfii (Raitv.) Harmaja

Gyromitra korshinskii (Jacz.) P.M. Kirk
Gyromitra labyrinthica Fr.

Gyromitra lactea J.Z. Cao, L. Fan & B. Liu
Gyromitra larryi (McKnight) Harmaja
Gyromitra leucoxantha (Bres.) Harmaja

Gyromitra longipes Harmaja
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https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/3HZPN
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/B2SDK
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/3HZPQ
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/3HZPR
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/3HZPS
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/6L9DV
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/3HZPV
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/3HZPX
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/3HZPY
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/3HZPZ
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/3HZQ3
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/3HZQ4
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/3HZQ6
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/9XT3N
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/3HZQC
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/3HZQD
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/6L9DW
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/3HZQF
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/3HZQG
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/3HZQH
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/3HZQJ
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/3HZQK
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/3HZQL
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/3HZQM

Gyromitra macrospora (Bubak) Harmaja
Gyromitra mcknightii Harmaja

Gyromitra melaleucoides (Seaver) Pfister
Gyromitra microspora (Donadini) Harmaja
Gyromitra neuwirthii Velen.

Gyromitra olympiana (Kanouse) Harmaja
Gyromitra parma (). Breitenb. & Maas Geest.)
Gyromitra pratensis Velen.

Gyromitra pseudogigas X.C. Wang & W.Y.
Gyromitra recurva (Snyder) Harmaja
Gyromitra sichuanensis Korf & W.Y. Zhuang
Gyromitra slonevskii V.P. Heluta

Gyromitra sphaerospora (Peck) Sacc.
Gyromitra spinosospora (Lucchini & Pelland.)
Gyromitra splendida Raitv.

Gyromitra suspecta (Krombh.) J. Schrot.
Gyromitra tasmanica Berk. & Cooke
Gyromitra tianshanensis X.C. Wang & W.Y.
Gyromitra ticiniana Littini

Gyromitra venenata Hai J. Li, Z.H. Chen & Zhu
Gyromitra warnei (Peck) Harmaja

Gyromitra xinjiangensis J.Z. Cao, L. Fan & B. Liu
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https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/3HZQQ
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/3HZQT
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/6KXDX
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/3HZQW
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/3HZQX
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/3HZQY
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/3HZR4
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/9Z864
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/3HZR5
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/3HZR6
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/3HZR7
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/3HZR8
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/3HZR9
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/6L9DX
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/3HZRB
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/3HZRC
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/9Z865
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/3HZRD
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/9Z866
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/3HZRF
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/3HZRG

B. Annexe 2 : Cartes de répartition des principales especes de gyromitre

Annexe 2.1 - Répartition géographique de Gyromitra esculenta

[Source : https://www.gbif.orq/species/2593331, consultée le 02/08/2023]

Annexe 2.2 - Répartition géographique de Gyromitra gigas

[Source : https://www.gbif.orq/species/12197740, consultée le 02/08/2023]
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Annexe 2.3 - Répartition géographique de Gyromitra infula

[Source : https://www.gbif.orq/species/5258509, consultée le 02/08/2023]
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Résumé

L'objectif de cette these est d'étudier la toxicité des champignons du genre Gyromitra en vue
de comprendre leur potentielle implication dans la maladie de Charcot ou sclérose latérale

amyotrophique (SLA).

Les gyromitres sont, pour la plupart, des champignons toxiques car elles contiennent de la
gyromitrine et sont a l'origine du syndrome gyromitrien pouvant entrainer le déces. Les
symptomes sont variés : troubles digestifs, troubles neurologiques tels que des convulsions et

troubles hépatiques. Le taux de mortalité est d'environ 10%.

En 2021, des investigations menées dans un « hot spot » de la SLA en Haute-Savoie ont montré
gue les habitants atteints de cette maladie avaient consommé des Gyromitra gigas. Tous les
autres facteurs environnementaux et d'exposition a des toxines n'ont montré aucune
différence avec les habitants ne présentant pas la maladie.

Nous avons exploré dans cette thése les toxines impliquées dans la SLA et nous les avons
comparées a celles contenues dans les gyromitres. Nous avons mis en évidence des indices
pouvant mettre en cause l'implication des gyromitres dans la SLA. Il s'agit en particulier (i) du
mode d'intoxication qui est alimentaire et (ii) de l'action des toxines impliquées. Une des
toxines décrites comme a l'origine de la SLA est une hydrazine, tout comme celles contenues
dans les gyromitres. Ces toxines ont des actions similaires sur leurs cellules cibles spécifiques.
Elles provoquent la dégénérescence des cellules via le stress oxydatif en produisant des

radicaux libres alkylants capables de se fixer sur les macromolécules cellulaires.

Le lien direct entre la SLA et la consommation de gyromitres ne peut pas encore étre établi. Il
est nécessaire que des études approfondies soient menées afin de caractériser d'éventuelles
toxines non encore identifiées chez les gyromitres et d'étudier spécifiqguement les effets des

toxines gyromitriennes sur les neurones.



	Remerciements
	I.
	Table des matières
	Liste des figures
	Liste des abréviations
	Introduction
	I. Présentation du genre Gyromitra
	A. Place du champignon dans le vivant
	1. Caractéristiques du règne fongique
	2. Phylogénie des champignons

	B. Position taxonomique du genre Gyromitra
	1.  Caractéristiques morphologiques des espèces du genre Gyromitra
	2. Espèces principalement retrouvées en France
	3. Espèces de Gyromitra moins fréquentes en France


	II. Toxicité des gyromitres
	A. De leur consommation à nos jours
	B. Molécules impliquées dans la toxicité des Gyromitra
	C. Mécanismes de toxicité et actions toxiques des métabolites issus de l’hydrolyse de la gyromitrine
	1. Perturbation du métabolisme de la vitamine B6
	2. Hépatotoxicité : stress oxydatifs et effets cancérogènes
	3. Inhibition de la diamine oxydase intestinale
	4. Hémolyse

	D. Symptômes
	E. Prise en charge des intoxications
	F. Variabilité individuelle des effets des toxines gyromitriennes
	1. Variabilité liée au champignon
	2. Variabilité liée à l’individu
	3. Variabilité liée à la préparation du champignon

	G. Circonstances d’intoxication

	III. Implication potentielle dans la maladie de Charcot
	A. La maladie de Charcot et ses mécanismes
	B. Cas « hot spot » de SLA
	1. Cas de SLA en Haute-Savoie et en Isère
	2. Cas de SLA sur l’île de Guam
	a) Toxicité de la BMAA
	b) Toxicité de la cycasine

	3. Cas de SLA autour de l’étang de Thau

	C. Potentielle implication des gyromitres dans la maladie de Charcot

	IV. Conclusion
	V. Annexes
	A. Annexe 1 : Liste des différentes espèces de gyromitre recensées
	B. Annexe 2 : Cartes de répartition des principales espèces de gyromitre

	VI. Bibliographie
	Serment de Galien
	Résumé



