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Développement de méthodes peu invasives pour la
mesure de biomarqueurs sur les amphibiens

Loic Carrin!, Laurent Bouarit!, Brigitte GurLLET?, Nathalie Caivre!

CaTTIN L., BouaLIT L., GUILLET B. & CHEVRE N., 2022, Développement de méthodes peu invasives pour la mesure
de biomarqueurs sur les amphibiens. Bulletin de la Société Vaudoise des Sciences Naturelles 101: 17-30.

Résumé

La biodiversit¢ mondiale décline 2 un rythme sans précédent. Parmi les vertébrés, ce sont les
amphibiens qui sont les plus menacés. Lune des causes principales est leur exposition 2 des
contaminants d’origine humaine. Différents biomarqueurs sont utilisés pour étudier les effets
de telles expositions, mais ils nécessitent un prélévement invasif de tissus ou de fluides sur
les organismes étudiés. Toutefois, des études récentes ont mesuré l'activité de biomarqueurs
enzymatiques dans des échantillons de salive de 1ézards (Podarcis muralis). Cette méthode peu
invasive suit les principes des 3R qui visent & réduire, affiner et remplacer 'utilisation des animaux
dans la science. Dans la présente étude, nous avons utilisé des échantillons de salive et de foie de
Xenopus laevis pour mesurer trois biomarqueurs enzymatiques (EROD, GST, AChE). Tous les
biomarqueurs ont été détectés dans les échantillons de foie, alors que seuls 'TEROD et la GST
I'ont été dans les échantillons de salive. Chez le X. laevis, des différences d’activité de GST dans
le foie ont été trouvées entre males et femelles ainsi qu'une corrélation positive entre lactivité de
la GST dans le foie et la taille des individus. Notre étude propose deux nouveaux protocoles peu
invasifs pour la mesure de 'EROD et de la GST sur les amphibiens.

Mots clés: amphibiens, biomarqueurs, écotoxicologie, pesticides, salive.

CaTTIN L., BouaLiT L., GUILLET B. & CHEVRE N., 2022. Development of minimally invasive methods for measuring
biomarkers in amphibians. Bulletin de la Société Vaudoise des Sciences Naturelles 101: 17-30.

Abstract

Worldwide biodiversity is declining at an unprecedented rate with amphibians being the most
threatened vertebrate group. A major cause of their decline is the exposure to human related
contaminants. Different biomarkers can be used to study the effects of such exposures, but they
usually require invasive sampling of tissues or fluids from the organisms that leads to the death of the
animal. Recent studies were able to show variations in biomarkers activity in the saliva of the lizard
Podarcis muralis after they were exposed to pesticides. This minimally invasive method follows the
3Rs principles which aims to reduce, to refine and to replace animal use in science. In the present
study, we used Xenopus laevis saliva and liver to measure three enzymatic biomarkers (EROD, GST,
AChE). All biomarkers were detected in liver samples, whereas only EROD and GST were found in
saliva samples. Biomarkers activity differences in the liver were found between sex and a significant
correlation was found between the body size and the basal GST activity. This study proposes two
new protocols to measure EROD and GST activity amphibians through minimally invasive way.

Keywords : amphibians, biomarkers, ecotoxicology, pesticides, saliva.
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LISTE DES ABREVIATIONS

AChE  Acérylcholinestérase HAPs  hydrocarbures aromatiques
ATCi  Acetylthiocholine iodide polycycliques

CDNB 1-chloro-2,4-dinitrobenzene PCBs biphényles polychlorés
CYP450 Cytochrome P450 SAB Sérum albumin bovine
DTNB Dithiobisnitrobenzoate TPM  Tours par minute

EROD  Ethoxyrésorufine-O-dééthylase X laevis Xenopus laevis

GST Glutathione-S-transférase 7-ER  7-Ethoxyrésorufine

INTRODUCTION

La biodiversité mondiale est confrontée i sa sixiéme extinction de masse (WAKE & VREDENBURG
2008, CeBaLLos et al. 2020). Actuellement, 41 % des espéces d’amphibiens sont 2 risque,
faisant de ceux-ci le taxon de vertébré le plus menacé (MoNasTERSKY 2014). Les principaux
facteurs les affectant sont la perte d’habitar, les utilisations commerciales, les espéces exotiques
envahissantes, le changement climatique, les maladies infectieuses et les polluants (BLausTeiN
& Kiesecker 2002, CoLrins & Crump 2009, SPARLING et al. 2010).

La sensibilité des amphibiens aux polluants a été nettement moins étudiées que celle
d'autres vertébrés. Cependant un effort de recherche et de publications en écotoxicologie des
amphibiens a été fait depuis le début des années 2000 (SPARLING ez al. 2010). En effet, en
raison de leur cycle de vie aquatique et terrestre, les amphibiens peuvent étre exposés a un large
éventail de polluants tels que les pesticides, les métaux lourds, les produits pharmaceutiques et
les engrais (BisHop ez al. 1999, Kiesecker 2002, BAKER er al. 2013, SirnoLm 2014, ZOCCHE
etal. 2014, HiLL er al. 2021). Les effets négatifs qui en résultent peuvent varier en fonction du
stade de vie de I'individu. Ils peuvent se traduire par des déformations physiques, une augmen-
tation de la sensibilité aux parasites et aux maladies ou encore, par une moins bonne capacité
reproductive (Kiesecker 2002, Haves ez a/. 2002, RegNAuULT ez al. 2018, S1EVERS ez al. 2019).
Il est donc important d’avoir des méthodes sensibles qui permettent d’évaluer la toxicité des
polluants sur les amphibiens.

Parmi les outils 4 disposition des écotoxicologues, les biomarqueurs permettent d’évaluer un
stress chimique en laboratoire ou sur le terrain. Les biomarqueurs peuvent étre définis comme
«des changements biochimiques, physiologiques et histologiques ainsi que des aberrations
dans les organismes pour estimer soit I'exposition aux produits chimiques, soit les effets qui
en résultent » (HuGGeTT & ROBERT 2018). En écotoxicologie, les biomarqueurs moléculaires
sont couramment mesurés sur des organes ou des fluides, ce qui nécessite I'euthanasie des
individus étudiées (GAUTHIER ez /. 2004, YoLoGLu & OzMEN 2015, JacoBo et al. 2019). En
2017, des chercheurs ont échantillonné de la salive de 1ézards des murailles (Podarcis muralis)
se trouvant dans des vignes (MINGO ez al. 2017). La premiére population a été échantillonnée
alors que le vignoble n’avait pas été traité et la seconde apres application de pesticides. En
analysant la salive des deux populations, ils ont mesuré une différence d’activité de certains
biomarqueurs. Cette approche permet d’échantillonner de la salive directement sur le terrain
et de faire un suivi de la qualité environnementale du milieu. Elle suit les principes des 3R
qui visent 4 réduire, affiner et remplacer l'utilisation des animaux dans la science (RusseLL &
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Burch 1959). Aussi, en utilisant la salive d’individus vivants, les échantillons peuvent étre
collectés sur plusieurs jours consécutifs, ce qui n'est pas possible en utilisant des organes. Les
biomarqueurs peuvent donc étre mesurés avant, pendant et aprés une exposition a des pol-
luants. Dans cette étude, nous avons utilisé des échantillons de salive de Xenopus laevis et
développé des protocoles pour mesurer trois biomarqueurs enzymatiques: la glutathion-S-
transférase (GST), I'éthoxyrésorufine-O-dééthylase (EROD) et I'acétylcholinestérase (AChE).
Lactivité des biomarqueurs dans la salive a ensuite été comparée a celle se trouvant dans le foie,
un organe classiquement utilisé pour ce type de test.

Plus spécifiquement, 'TEROD mesure I'activité d’une sous-famille de cytochromes P450,
les CYP1A. Il sagit de protéines contenant un héme qui peut métaboliser des xénobiotiques
et des molécules endogenes (BERNHARDT 1995, WHYTE ez 4/. 2000). Ils interviennent dans
la phase I de la détoxification de 'organisme en ajoutant des groupes polaires aux polluants
augmentant ainsi leur solubilité et favorisant leur évacuation de l'organisme (ANDERsSON &
FOrLIN 1992, Gokseyr 1995). Ils sont principalement présents dans le foie, les reins et les
branchies mais aussi dans de nombreux autres tissus (WHYTE e a/. 2000). Chez les organismes
aquatiques, I'induction du CYP1A est particulierement sensible aux hydrocarbures aroma-
tiques polycycliques (HAPs), aux biphényles polychlorés (PCBs) et aux dioxines (GAUTHIER
et al., 2004). La GST est une enzyme principalement impliquée dans la phase II de la détoxi-
fication. Elle peut agir sur les métabolites produits au cours de la phase I, y compris ceux
produits par les CYP450 (GEorGE 1994, GreULICH ef /. 2002). Elle catalyse I'attachement
nucléophile du glutathion (GSH) aux molécules qui présentent un atome de carbone, d’azote
ou de soufre électrophile (Haves ez a/. 2005). La GST est sensible aux HAPs et aux PCBs
(GreuULICH et al. 2002). Enfin, 'AChE est une enzyme qui joue un réle dans le systéme ner-
veux des vertébrés et des invertébrés en régulant I'acétylcholine (ACh), un neurotransmetteur
impliqué dans la mémoire et I'activité musculaire (CoLomso ef al. 2005, HasseLmo 2006).
Certains xénobiotiques peuvent inhiber I'activité régulatrice de 'AChE et induire une sursti-
mulation du systéme nerveux par '’ACh. Ceci peut amener 4 des troubles du comportement,
des contractions musculaires voire le décés de I'individu concerné (SANDAHL ez /. 2005, Hua
et al. 2013). Certains produits phytosanitaires sont congus pour inhiber 'AChE des insectes
ravageurs, tel le chlorpyriphos, un organophosphate. Mais de nombreux organismes non ciblés
peuvent également étre affectés dans I'environnement. CAChE est spécifiquement sensible
aux pesticides organophosphorés, aux carbamates et a certains méraux (Key & Furron 2002,
Frasco et al. 2005).

LCEROD, la GST et 'AChE ont beaucoup été étudiés chez les poissons, mais il existe peu
d’études chez les amphibiens. Dans cette étude, nous avons proposé des protocoles pour mesu-
rer ces biomarqueurs chez X. laevis, une espece de laboratoire. De plus, nous avons cherché a
développer des méthodes peu invasives pour mesurer ces biomarqueurs. Pour cela, nous avons
mesuré l'activité des biomarqueurs dans la salive X. laevis et comparé les résultats avec des me-
sures dans le foie. Le foie a été choisi car Cest un organe essentiel pour la détoxification dans
lequel les trois biomarqueurs ont déja été mesurés (GAUTHIER ez al. 2004, EzEmoNYE & TonGo
2010, HEDGE et al. 2014). Nous nous sommes demandé i) si les activités de TEROD, de la GST
et de TAChE peuvent étre mesurées dans la salive de X. laevis ii) si lactivité des biomarqueurs
dans la salive est corrélée a 'activité dans le foie et enfin iii) si le sexe, la taille, le poids et I'age de
I'individu influencent l'activité basale des biomarqueurs moléculaires dans le foie.
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MATERIEL ET METHODES

Espéce étudiée et échantillonnage

X laevis (Daudin 1802) est une espéce d’anoures d’Afrique sub-saharienne couramment
utilisée par les scientifiques comme organisme modéle (Kay & PEnG 1992). Les échantil-
lons de foie et de salive utilisés pour mesurer les biomarqueurs ont été prélevés au Centre de
Ressources Biologiques de I'Université de Rennes. Une restructuration de leurs locaux érait
en cours et avait mené  'euthanasie de plusieurs individus malsains et 4gés. C'était donc une
bonne occasion de prélever des tissus afin d’optimiser nos méthodes de mesure avec un aspect
éthique. Les X lzevis ont été maintenus dans des conditions de laboratoire 4 21 °C avec un
rythme lumineux de 12 h/12 h. Uniquement aquatiques, ils ont été élevés dans une eau avec
un pH de 7,5, une salinité de 1005 et une dureté TH de 10. Ils ont été anesthésiés, puis eutha-
nasiés en appliquant une surdose de benzocaine suivie d’une ablation de la téte. Des écouvil-
lons buccaux ont été utilisés pour collecter la salive pendant une dizaine de secondes dans la
bouche entre 'anesthésie et 'euthanasie. Les échantillons de salive et de foie ont été conservés a
-80 °C jusqu’a leur utilisation. Au total, 18 échantillons de foie et de salive ont été utilisés pour
optimiser les protocoles et 87 ont été utilisés pour la mesure finale. Le nombre d’échantillons
disponibles était moins élevé chez les méiles que chez les femelles. Sur les 87 échantillons, neuf
cotons-tiges contenaient du sang car ils ont été prélevés apres démédulation. Quatre échantil-
lons ont aussi échoué 4 la quantification des protéines. Seul un biomarqueur était mesurable
par écouvillon afin de pouvoir faire des réplicats. Le nombre final d’échantillons pour chaque

biomarqueur était de 25 (GST), 28 (EROD) et 21 (AChE).

Préparation des échantillons

Les écouvillons ont été décongelés sur glace le jour de I'expérience. Les cotons ont été retirés
des écouvillons avec des lames 4 usage unique et mis dans des tubes de 1,5 ml. 200 pl de tam-
pon de broyage ont été ajoutés & chaque échantillon pour éviter la dégradation des protéines.
Le tampon de broyage érait préparé avec de 'eau distillée dans lequel était ajouté du Na,HPO4
et NAH,PO4 (0,1 M, pH 7,8) ainsi que 1 % d’inhibiteur de protéase (Halt™ n° 78425).
Trois cycles de broyage ont été réalisés sur chaque échantillon. Ils ont été broyés a 7500 tours
par minute pendant 45 secondes a 'aide de 10 billes de céramique et ont été conservés sur la
glace pendant 3 minutes entre chaque tour pour refroidir. Apres le broyage des échantillons,
I'’homogénat restait absorbé par le coton. Pour pallier ce probléme, nous avons fabriqué des
pressoirs en résine 4 I'aide d’'une imprimante 3D. Ils ont permis de presser le coton dans les
tubes et de récupérer un maximum de liquide (figure 1).

Les échantillons ont ensuite été centrifugés pendant 10 minutes 2 10000 tours par minute
a4 °C (MinGo et al. 2017). Le surnageant a été transféré dans un nouveau tube et conservé
sur glace. Les échantillons ont ensuite été mesurés dans des plaques 96 puits. Nous avons pu
faire trois réplicats pour la GST et 'AChE en utilisant 20 pl d’échantillon par puits et deux
réplicats pour 'EROD, car le protocole nécessite 30 pl par puits. Les échantillons de foie ont
écé décongelés sur glace le jour de 'expérience et rincés avec une solution de KCl 4 150 mM
pour éliminer les protéines et les fluides externes (ArNOR 2007). 200 mg d’échantillons ont
été récupérés et mis dans 1 ml de tampon de broyage identique a celui utilisé pour la salive.
La procédure de broyage était similaire a celle de la salive mais avec trois billes en acier supplé-
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Figure 1. Pressoir a coton en silicone.

mentaires. Les échantillons ont été centrifugés deux fois pendant 10 minutes & 10000 tours
par minute a 4 °C. Le surnageant a été récupéré entre chaque centrifugation afin de réduire la
viscosité des échantillons. Le produit final a été utilisée dans 'heure pour la mesure des bio-
marqueurs (Noury 2016).

Dosage des protéines

Afin d’évaluer la concentration en protéine totale des échantillons nous avons effectué une
courbe d’étalonnage de sérum d’albumine bovine (SAB) dilué dans un tampon PBS (0,1 M,
pH 7.8). Les concentrations suivantes de SAB en pg/ml ont été utilisées pour la salive et le
foie respectivement: [0; 12,5; 255 37,53 50; 62,55 75; 100] et [0; 100; 125; 150; 175; 200;
225; 250].

Les échantillons de salive ont été dilués a 1/2 et les échantillons de foie a 1/100. Une plaque
de 96 puits a été remplie avec 250 pl de réactif Bradford (Bradford reagent, Supleco®, distribué
par Merck, Suisse) et 5 pl d’échantillon ou de gamme SAB dans chaque puits. La mesure des
protéines a été effectuée a l'aide d’un lecteur de plaques multi-puits Tecan Spark utilisant
l'application Spark control V2.3.

Mesure des biomarqueurs

Lactivité des biomarqueurs dans la salive et le foie a été mesurée selon des protocoles déve-
loppés par Noury (2016). Les protocoles de 'TEROD et de la GST ont été optimisés pour
étre utilisés sur des tissus musculaires, du foie ou des branchies. Le protocole de 'AChE a
été développé pour les especes de Gammarus et adapté du protocole d’ELLmAN er al. (1961).
Lactivité du biomarqueur était mesurée dans chaques puits en mesurant la fluorescence
(EROD) ou en utilisant le changement d’absorbance (GST/AChE) sur une période donnée.
Trois controles négatifs pour TEROD et huit contrdles positifs et négatifs pour la GST et
’AChE ont été effectués.

Mesure de ’EROD

Lactivité de TEROD a été mesurée selon le protocole suivant (figure 2). Une solution de 7-ER
(2,67 pM) a été utilisée comme substrat pour le CYP1A. Une solution de NADPH (10 mM)
a été préparée dans de I'eau milliQ et diluée avec un tampon phosphate (0,1 M, pH 7,8) afin
d’obtenir une solution de 2,5 mM. Une fois ajouté, le NADPH catalyse la réaction entre le
7-ER et le CYPIA. De la résorufine commerciale a été utdilisée pour faire une gamme d’éta-
lonnage. Elle a été diluée dans un tampon phosphate (0,1 M, pH 7,8) aux concentrations
suivantes: [0; 0,0015; 0,0025; 0,005; 0,0075; 0,01; 0,015; 0,018]. De plus, un contréle
négatif avec du tampon phosphate (0,1 M, pH 7,8) a été effectué dans chaque gamme. La
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fluorescence de la résorufine dans chaque puits a été mesurée avec une longueur d’onde
d’excitation et de bande passante de 535 nm/10 nm et une longueur d’onde d’émission et de
bande passante de 590 nm/20 nm avec des intervalles de 1 minute pendant 30 minutes. La
fluorescence a souvent diminué pendant les cinq premieres minutes, certainement en raison
d’une homogénéisation incompléte des substances dans les puits. Aprés cinqg minutes, une
augmentation constante de la fluorescence a généralement été observée. Par conséquent, les
résultats des cing premiéres minutes ont été retirés de I'analyse. Les échantillons, la gamme de
résorufine et les controles négatifs ont été préparés dans des plaque de 96 puits (tableau 1).

Mesure de la GST

Lactivité de la GST a été mesurée selon le protocole suivant (figure 3). La GSH a écé diluée
dans un tampon phosphate (0,1 M, pH 6,5) pour obtenir une solution de 0,0022 M. Le
CDNB a été dilué dans de 'éthanol pour obtenir une solution de 0,038 M et a servi de
substrat. La GSH et le CDNB ont été respectivement mélangés dans un rapport de 94,4/5,6
(VIV). Une fois I'échantillon ajouté, la GST déclenche la réaction entre le CDNB et la GSH.
Labsorbance du produit conjugué a été mesurée 4 340 nm avec des intervalles cinétiques de
30 secondes pendant 6,5 minutes. De la GST commerciale (21,9 U/mL) a été utilisée afin
d’effectuer des contrdles positifs. Elle a été diluée dans un tampon phosphate (pH 6,5 0,1 M)
pour obtenir une solution de 1,9 U/mL. Les échantillons, les controles positifs et négatifs ont

été préparés dans des plaque de 96 puits (tableau 2).

Mesure de ’AChE

Lactivité de 'AChE a été mesurée selon le protocole suivant (figure 4). De 'ATCi a été dilué
dans de I'eau milliQ pour obtenir une solution 4 0,076 M. Du DTNB a été préparé dans un
tampon phosphate (0,1 M, pH 7,8) pour obtenir une solution 2 0,0076 M. Une fois mélangée
dans les puits avec '’AChE contenu dans 'échantillon, 'ATCi est clivée et forme de la thio-
choline et de I'acétate. Ensuite, le DTNB réagit avec la thiocholine et forme de I'acide 5-thio-

535nm 590nm

R
[ 7R J{ NADPHJ : [aﬁggaggﬁﬂ > [ mmﬁmj ; LNADH ]

Figure 2. Réaction chimique de 'EROD - Schéma de la réaction chimique effectuée pour la mesure de 'EROD.

Tableau 1. Préparation des plaques a 96 puits pour la mesure de 'EROD.

Echantillon [pl] Gamme de résorufine [pl]
Tampon (pH 7,8 0,1 M) - 170
Mélange 7-ER 150 =
Gamme de résorufine - 30
Echantillon (CYP1A) 30 -
NADPH 20 o
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Figure 3. Réaction chimique de la GST - Schéma de la réaction chimique effectuée pour la mesure de la GST.

Tableau 2. Préparation des plagues & 96 puits pour la mesure de la GST.

Echantillon [pl] Controle + [pl] Contréle -[pl]
Tampon (pH 6.5) 150 150 150
Echantillon (GST) 20 - =
GST commerciale 1,9 U/mL - 20 -
Tampon (pH 6,5) - - 20
Mélange (GSH/CDNB) 180 180 180

2-nitrobenzoique dont I'absorbance est mesurée 4 405 nm avec des intervalles cinétiques de
30 secondes pendant 6,5 minutes. De TAChE commerciale 2 0,95 U/mL a été utilisée afin de
réaliser des contréles positifs. Les échantillons, les contrdles positifs et négatifs ont été préparés
dans des plaque de 96 puits (tableau 3). CATCi a été mise en dernier en commengant par les

puits de controdle.

Arci |+ | Echentillon | o | 4wt |+ | Thiocolime | | nitrobenzoic
avec AChE

+

A\

Figure 4. Réaction chimique de LAChE - Schéma de la réaction chimique effectuée pour la mesure de 'AChE.

Tableau 3. Préparation des plaques a 96 puits pour la mesure de I'AChE.

Echantillon [pl] Contrdle + [ul] Controle - [pl]
Tampon (pH 7,8) 330 330 330
Echantillon (AChE) 20 - -
AChE commerciale 0,95 U/mL - 20 -
Tampon (pH 7,8) - = 20
DTNB 20 20 20
ATCi 10 10 10
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Analyse des données

Toutes les analyses statistiques ont été réalisées avec R (R Core Team 2021). Nous avons
utilisé la moyenne de l'activité des biomarqueurs des réplicats pour chaque écouvillon. Pour
sassurer que le signal mesuré correspondait aux biomarqueurs, nous avons appliqué la for-
mule conventionnelle de limite de détection basée sur la ligne de calibration (O1v 2000). Le
risque de conserver des échantillons contenant uniquement du bruit de fond, soit un signal
non lié aux biomarqueurs, était de 0,13 %. Les valeurs aberrantes ont été identifiées comme
des valeurs étant 3 fois supérieures ou inférieures a 'écart interquantile et supprimées pour les
analyses statistiques. La normalité des valeurs d’activité des différents biomarqueurs a été testée
par un test de Shapiro. Comme les valeurs de I'activité des biomarqueurs n’étaient pas toutes
distribuées normalement, nous avons utilisé des tests non-paramétriques.

Un test de Wilcoxon a été utilisé pour comparer les différences d’activité des biomarqueurs
entre les méles et les femelles. Le test de corrélation de Kendall a ensuite été utilisée pour tester
la relation entre l'activité de la salive et du foie. Le test de corrélation de Kendall a également
été utilisé pour tester la relation entre 'activité mesurée dans le foie, la taille, le poids et I'age.
Finalement, un T-test a été utilisé pour comparer la taille et le poids des femelles et des méles.
Le niveau de significativité des analyses statistiques a été fixé a p < 0,05.

RESULTATS

Activité des biomarqueurs
La GST et TEROD ont pu étre mesurées dans la salive et dans le foie alors que 'AChE a été
détectée uniquement dans le foie. Le taux de détection de la GST et de TEROD dans la salive
était proche de celui du foie (tableau 4).

Lactivité des biomarqueurs dans le foie était plus basse que celle de la salive avec notam-
ment une activité basale de TEROD dans le foie proche de zéro mais pas nulle (figure 5).

Corrélation entre foie et salive

Aucune corrélation significative d’activité de 'EROD (t = 0,25, R? = 0,064, p = 0,087) ou de
la GST (t =0, R? = 0, p = 1) n'a été trouvée entre la salive et le foie. Lanalyse n'a pas été faite
pour AChE car aucune activité n'a été détectée dans la salive.

Influence du sexe et de la taille sur l’activité des biomarqueurs dans le foie

Le poids était colinéaire avec la taille et '4ge était biaisé par le manque d’hétérogénéité de nos
échantillons, nous avons décidé de retirer ces deux paramétres de notre analyse et de garder
uniquement le sexe et la taille. Le sexe et la taille n'ont pas eu d’effets sur activité mesurée

Tableau 4. Taux de détection des biomarqueurs dans les échantillons de salive et de faie par rapport au nombre
total d’échantillons.

X. Laevis
Biomarqueurs N° Salive (%) Foie (%)
GST 25 96 100
EROD 28 92,85 92,85
AChE 21 0 90,47
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Figure 5. Boxplot de l'activité des biomarqueurs - Boxplot de la mesure des trois biomarqueurs. Le nombre d’échan-
tillons dans lesquels une activité a pu étre mesuree est décrit en haut a gauche de chaque graphique. Chaque point
représente l'activité d’un échantillon.

de 'EROD et 'AChE. En revanche, la médiane de I'activité basale de la GST dans le foie des
femelles est significativement plus élevée que chez les miles (p = 0,0087) et positivement cor-
rélée avec la taille (p = 0,00014). Par conséquent, plus un X. /aevis est grand, plus 'activité de
la GST dans son foie est élevée (figure 6).

DiscussioN

Biomarqueurs chez X. laevis

Nous avons cherché a mesurer I'activité de 'TEROD, la GST et 'AChE dans le foie et la salive de
X. laevis. Lactivité de TEROD et de la GST ont pu étre mesurées dans le foie et la salive. Le taux
de détection élevé obtenu dans la salive démontre que la sensibilité de ces nouveaux protocoles est
proche des méthodes conventionnelles. Lactivité de la GST et de TEROD dans la salive était plus
élevée que dans le foie. Néanmoins, ces activités ne sont pas directement comparables. En effet,
I'activité enzymatique est divisée par le nombre de protéines mesurées dans I'échantillon. Cette
quantité varie selon le type d’échantillon utilisé et les différents protocoles. LAChE a été mesurée
avec succes dans le foie. D’apreés nos résultats cependant, 'AChE n’est pas un biomarqueur mesu-
rable dans la salive de X. /zevis avec le protocole que nous avons développé. A noter quelle a été
détectée dans de la salive de reptiles et d’humains (NG ez 2/. 2009, MiNGo ef al. 2017, CHEN et
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Figure 6. GST et paramétres morphologiques - A) Test de Wilcoxon entre ['activité des biomarqueurs dans le foie
des femelles a gauche et des males a droite. B) Corrélation de Kendall des activités des biomarqueurs dans le foie
par rapport a la taille. R correspond au coefficient de corrélation (t), R? au coefficient de détermination et p a la

valeur-p.

al. 2019). 1l est donc possible que cette absence de détection soit due a la méthode utilisée avec
notamment le fait que la salive a été prélevée apres 'anesthésie.

Concernant 'EROD et la GST, nous pourrions émettre 'hypothese qu'elles sont mesu-
rables dans la salive car elles pourraient métaboliser certains xénobiotiques dans la bouche.
Cela avait été démontré pour 'EROD chez les rats (JAHN ez al. 1998). A linverse, ’AChE joue
un role au niveau des jonctions neuromusculaires et des synapses chimiques dans le cerveau. Il
se pourrait qu'elle n’ait pas de role spécifique dans la bouche et qu’elle ne soit présente qu’en
faible quantité dans la salive, expliquant ainsi la difficuleé de la mesurer (MINGoO ez al. 2017).
Il est possible que la surdose de benzocaine ait eu un effet sur le débit salivaire ainsi que sur
lactivité des biomarqueurs car elle agit sur la membrane neuronale. De plus, nous tenons 2
rappeler que ['utilisation d’individus réformés a pu influencer l'activité des biomarqueurs en
comparaison 4 une population d’individus sains.

Corrélation entre foie et salive

Aucune corrélation significative n'a été trouvée entre I'activité dans le foie et la salive. Si une
corrélation avait été confirmée, la salive aurait pu étre utilisée pour suivre les activités enzyma-
tiques ayant lieu dans le foie tout en évitant la mort de I'individu. Toutefois, nos analyses ont
été effectuées sur des individus non exposés. Dans une prochaine étape, il serait intéressant
d’analyser la corrélation entre la salive et le foie aprés une exposition 4 des polluants. En effet,
nous ne mesurons dans cette étude que le niveau basal.
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Dimorphisme sexuel et traits morphologiques

Nous avons trouvé un dimorphisme sexuel chez X. lzevis avec les femelles adultes étant géné-
ralement plus grandes et d’une masse plus importante que les méles (weight p < 0,001 ; size
p < 0,001). Nous avons aussi trouvé que la taille avait un effet sur I'activité basale de la GST
dans le foie. De ce fait, I'écologie de I'espece est importante 4 prendre en compte lors de la
mesure de biomarqueurs afin de pouvoir corriger d’éventuelles biais. Le dimorphisme sexuel
érant tres présent chez les anoures il est indispensable de veiller 4 homogénéiser I'échantillon-
nage afin que les deux sexes soient représentés de maniére égale (Kurrer 2007).

Ceci nous amene a réfléchir sur le choix de I'espéce. Bien que X lzevis soit une espeéce appré-
ciée en laboratoire, elle détient certaines particularités relativement rares comparé au reste des
anoures. Elle est par exemple uniquement aquatique. Est-ce que cette espéce est donc un choix
judicieux pour des tests de contact avec des polluants ou faudrait-il se concentrer sur des es-
péces ayant un mode de vie proche des anoures indigénes que 'on souhaite étudier ? Une autre
particularité est que cette espece n'a pas de langue. Il pourrait étre intéressant de comparer la
quantité de salive sécrétée par X. laevis avec celle sécrétée par d’autres espéces. Lun des prin-
cipaux avantages des méthodes présentées dans cet article réside dans le fait que l'utilisation
de la salive permet d’étudier des especes sur le terrain de maniére peu invasive. Idéalement, les
protocoles développés en laboratoire devraient donc étre effectués sur des especes aux caracté-
ristiques proches de celles que I'on souhaite étudier dans I'environnement.

Limites de Putilisation de la salive

Le foie a 'avantage de donner une plus grande quantité de matiere sur laquelle travailler que
la salive. Cela permet de mesurer plusieurs biomarqueurs tout en effectuant plusieurs répli-
cats, ce qui est essentiel pour voir la variabilité entre les mesures. Inversement, les cotons-tiges
recueillent une quantité de salive limitante pour les mesures enzymatiques. De plus, les échan-
tillons de salive sont en contact avec des éléments externes tels que la nourriture et I'eau, ce qui
n'est pas le cas avec des échantillons de sang. Il est donc possible que les mesures puissent étre
affectées par des corps externes.

CONCLUSION

Nous avons réussi, pour la premiere fois & notre connaissance, 2 mesurer des biomarqueurs
enzymatiques dans de la salive d’amphibien. Selon les questions de recherche, nous pouvons
affirmer que i) la GST et 'TEROD ont pu étre mesurés dans la salive mais pas 'AChE ii) au-
cune corrélation n’a été trouvée dans l'activité des biomarqueurs entre le foie et la salive iii) la
médiane de l'activité basale de la GST dans le foie était plus élevée chez les femelles que chez
les males et qu’elle érait corrélée positivement avec la taille des individus.

D’autres biomarqueurs devraient étre étudiés dans la salive tels que la superoxyde dismutase
(SOD), la catalase (CAT) et la lactate déshydrogénase (LDH). Le développement de nouveaux
protocoles permettrait d’utiliser les biomarqueurs les plus adaptés en fonction du type de
polluant étudié. De plus, des individus exposés devraient également étre étudiés. Comparer
des amphibiens exposés et non exposés pourrait montrer s'il y a un changement d’activité des
biomarqueurs dans la salive apres une exposition aux polluants. Si cest le cas, la salive pourrait
étre utilisée en laboratoire ainsi que sur le terrain pour suivre la qualité environnementale des
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milieux ol se trouvent des amphibiens. En conclusion, les écouvillons buccaux permettent
de mesurer certains biomarqueurs enzymatiques tout en suivant les principes des 3R. Ils pré-
sentent aussi des avantages par rapport aux protocoles conventionnels. Ces méthodes sont
donc a explorer et a développer car elles ouvrent de nouvelles possibilités pour les études
écotoxicologiques sur les amphibiens.
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