Developing yeast-based Biosensors

The mystery of Ciguatera

History :

 First description : Chen Tsang Chi, chinese doctor of the T'ang dynasty (~650).

 From the XVth century, Colomb, Magellan, Cortes, Vasco de Gama describe the disease in the Caribbeans ; Fernandes de Quiros, Cook, Bligh,… in Pacific.

 First precise description of a ciguatoxin intoxication : 7th September 1774 Nouvelles-Hébrides :

 The term ciguatera : attributed to cuban Felipe Poey, 1866 for a neurodigestive intoxication due to a marine gasteropode (Livona pica) whose cuban name is « cigua ».

October 1, 2020 5

Cet après-midi, un des naturels, ayant harponné un poisson, mon secrétaire l' acheta et me l' envoya après mon retour. Il était d' une nouvelle espèce, un peu comme un poisson-soleil, avec une grosse tête longue et hideuse. Ne nous doutant pas qu' il pouvait nous empoisonner, nous donnâmes l' ordre de l' apprêter pour le souper. Mais par bonheur il fallut si longtemps pour le dessiner et le décrire qu' il n' était plus temps de le faire cuire, de sorte qu' on n' apprêta que le foie et les rognons auxquels monsieur Forster et moi goûtâmes tout juste. Vers trois heures du matin, nous nous trouvâmes atteints d' une extraordinaire faiblesse et d' un engourdissement de tous les membres. J' avais presque perdu le sentiment du toucher et je ne pouvais distinguer, entre ceux que j' avais la force de soulever, les corps lourds des légers. Un quart d' eau et une plume avaient le même poids pour ma main. Nous prîmes tous les deux de l' émétique et après cela nous fîmes une suée qui nous apporta beaucoup de soulagement. Le matin, un des cochons qui avait mangé les entrailles fut trouvé mort. 

THE CAUSAL AGENT : CIGUATOXINES (CTXS) :

Gambierdiscus toxicus, (B Anderson, MBL.)

Ciguatoxines Molecular Structures

Pacific Ciguatoxines Caribbean Ciguatoxines (Nicholson and Lewis, Marin Drugs, 2006).
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Ciguatera Food Poisoning

 Considered as the number one Food poisoning of marine origine in the world (~200 000 cases /year).

 Body sensitization effect : increase of symptoms severity upon next exposure, cross effects (ex : alcohol).

SYMPTOMES

The Targets : Voltage Gated Sodium Channels (Nicholson and Lewis, Marin Drugs, 2006).

 Current assays : Mouse bioassay, RBA, CBA, HPLC.

URGENT NEED FOR A SIMPLE DETECTION TOOL !!!

 Based on these data, can we design a biosensor for Ciguatoxins ?

 Yeast based bio sensors : interesting for several reasons

Live Cell Assays

 Wide range of application domains: pharmacy industry cosmetics, chemical hazard evaluation (REACH), alternatives to animal testing, diagnostic, management of environnemental issues and bioterrorism related threats.



Relevant regarding curent regulations and industrial needs: Market estimated over 4 billions dollars !

State of the Art at project start :

No direct cytotoxic effect of Ciguatoxines on yeast cells.

-Express a mammalian VGSC in S. cerevisiae, or its fixation domain fused to an endogenous yeast channel Need for modelization -The closest homolog of mammalian VGSCs in yeast is Cch1, the calcium channel, which activates the Calcineurine pathway.

Is this pathway activated by CTXs ?

Biosensor strains design
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Ciguatoxines

Cna

Cmd

Expression protéine rapporteur

Crz

Signal colorimétrique ou fluorescent

Voie de signalisation cellulaire

Levure modèle Saccharomyces cerevisiae

Cch1 Ca 2+

Response to Algal extracts

-Quatre tutelles : -Université de Polynésie française -IRD -Ifremer -Institut Louis Malardé .

-Structurée en trois thèmes : Canaux VGSC comme cibles therapeutiques

  Context: personal scientific background Chargée de Recherche INRA (MICA) 2 themes : -Cell wall Integrity and stress response in yeasts and fungi, Role of KNR4 protein (since 2001) -Biosensors Development (2016-) Competences : -Fungal cell walls, -Cellular signalisation pathways -Microbial adhesion In LISBP (Laboratoire d'Ingénierie des Système Biologiques et des Procédés). Team : Physiology and Functional Genomic of Eukaryotes.

-

  Among the most powerful marine biotoxines (1 microgramme can kill a man) No simple detection test available !!! -Produced by the dinoflagellate micro-algae Gambierdiscus toxicus, upon corral reefs damage -Polycyclic polyethers, liposoluble, MW~1100 Da -3 famillies : Pacific = P-CTXs, Caribbean = C-CTXs, Indian Ocean = I-CTXs.

  Thanks for your attention !Interested in Microbial Adhesion ? Come to BioPhysAdh meeting, 10-11 septembre, Toulouse. website : https://biophysadh.sciencesconf.org  2017: 2 Communications,  2018 : 1 Publication (Env. Res.) i.t. injections (lamotrigine) TTX R , NaV1.7

  

  

(Thewes, 2014) 
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The Targets : Voltage Gated Sodium Channels Scientific Questions :

 Cell wall permeability/reactivity towards toxins?