T

———

- _-...-*’ Y 4

¥ :"_“ Py

>

; e‘--"a;;.tf'
API;EI&

.‘ﬂ

Mesurer Uexpression des génes est une méthode prometteuse permettant de détecter les effets
précoces de stress environnementaux, dont U'exposition aux pesticides. Un outil permettant de
mesurer une centaine de biomarqueurs moléculaires a été développé et utilisé chez des jeunes
truites de rivieres provenant de dix cours d’eau en Suisse.
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ZUSAMMENFASSUNG

UNTERSUCHUNG VON BIOMARKERN IN BACHFORELLEN ZUR
UBERWACHUNG DER WASSERQUALITAT

Die Messung von Biomarkergenen in gebietsansdssigen Organis-
men wie der Bachforelle ist ein vielversprechender Ansatz zur
Uberwachung der Wasserqualitat, wodurch Umweltstress friihzeitig
festgestellt werden kann. In der hier vorgestellten Studie wurde
ein Instrument entwickelt, mit dem sich etwa 100 Biomarkergene
in Bachforellen schnell und genau analysieren lassen. Es wurden
Gene ausgewdhlt, welche die Effekte von Pestiziden und anderen
Stressfaktoren detektieren, indem sie ein breites Spektrum an
biologischen Prozessen abbilden. Dieses Instrument wurde bei
jungen Bachforellen von 10 Standorten in der Schweiz angewendet
(davon 5 in einem Einzugsgebiet mit extensiver Landnutzung und
5 in einem landwirtschaftlichen Einzugsgebiet). Je nach Standort
wurden weniger als ein Jahr alte (0+) und/oder einjahrige (1+)
Forellen untersucht. Die Ergebnisse zeigen einen Einfluss von
Grosse und Geschlecht auf die Expression bestimmter Biomarker
in der Leber und im Gehirn und damit die Notwendigkeit, diese
Faktoren bei der Auswertung der Ergebnisse zu beriicksichtigen.
Einige biologische Effekte (z.B. oxidativer Stress, Effekte auf das
Immunsystem, auf den Stoffwechsel) wurden an mehreren Stand-
orten beider Kategorien festgestellt, doch die meisten Effekte
wurden an Standorten in einem landwirtschaftlichen Einzugsgebiet
nachgewiesen. Die Studie zeigt das Potenzial von Biomarkern beim
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INTRODUCTION

Les méthodes basées sur les effets biologiques (effect-based
methods) constituent un outil prometteur permettant de faire
le lien entre 'exposition aux mélanges complexes de micropol-
luants et les conséquences pour les organismes aquatiques [1-
3]. Ces méthodes regroupent entre autres les bioessais, tests
standardisés en laboratoire réalisés a partir de prélévements
d’eau, et les biomarqueurs. Un biomarqueur est une réponse
biologique quantifiable suite a un stress environnemental [4].
Ces réponses peuvent étre mesurées a différents niveaux: ex-
pression des genes, activité enzymatique, parameétres physio-
logiques, sur les organismes que ce soit en laboratoire ou sur
les organismes prélevés sur le terrain [5, 6] et représenter de
nombreux processus biologiques (par ex. métabolisme, systéme
immunitaire, neurotoxicité). Les biomarqueurs analysés chez
les poissons sauvages reflétent directement leur état de santé et
peuvent indiquer la nature des facteurs de stress auxquels les
animaux ont été et/ou sont exposés [3, 7].

Les changements dans I'expression de génes font partie des
premiéres réponses cellulaires suivant un stress tel que I'ex-
position a des micropolluants [5] et peuvent servir de biomar-
queurs moléculaires permettant de détecter les effets sublétaux
de fagon sensible et précoce.

*Contact: anne-sophie.voisin@oekotoxzentrum.ch (Photo: © Adobe Stock)



A&G 4 | 2023

La méthode de référence pour mesurer
I'expression des génes est la réaction
en chaine par polymérase quantitative
(qPCR) [8]. Cette méthode peut étre col-
teuse en termes de matériel et de temps
si I'on souhaite mesurer un large panel
de biomarqueurs et de nombreux échan-
tillons. Un large set de biomarqueurs est
cependant nécessaire pour détecter au
mieux les réponses biologiques induites
par les stress environnementaux [9]. Ces
dernieres années, des méthodes a haut
débit ont été largement développées. Par
exemple, le systeme de qPCR microflui-
dique BioMark HD (Standard BioTools/
Fluidigm, San Francisco, USA) permet de
mesurer 96 biomarqueurs sur 96 échan-
tillons en une seule analyse, soit 9216
mesures, contre 384 mesures en qPCR
classique. De plus, cette technique per-
met de réduire la quantité de réactifs et
d’échantillon nécessaire. Ceci est avanta-
geux lorsque la quantité de matériel biolo-
gique est limitée, notamment lorsque 1'on
étudie les poissons juvéniles.

Les premiers stades de vie sont particu-

lierement sensibles aux stress environne-

mentaux. En Suisse, les truites de riviere

(Salmo trutta) fraient de novembre a jan-

vier, et les premiers stades de vie de la

truite sont donc potentiellement présents
dans 'eau au printemps et au début de

I’été lorsque le risque de contamination

par les pesticides est le plus élevé pour

les poissons [10-12].

Dans ce contexte, notre étude vise a:

- sélectionner un ensemble de 96 genes
biomarqueurs, qui permettent de dé-
tecter les effets sublétaux de micropol-
luants, en particulier des pesticides, et
d’autres facteurs de stress (tempéra-
ture, présence d’agents pathogenes),

- établir un outil efficace en termes de
colit et de temps pour mesurer cet en-
semble de biomarqueurs et

- appliquer cet outil a des échantillons de
foie et de cerveau de truites de riviére
prélevées dans dix rivieres de Suisse.

Le foie et le cerveau ont été choisis, le
foie étant l'organe principal du métabo-
lisme, notamment de biotransformation
des substances toxiques. Le cerveau a
été analysé afin de détecter les potentiels
effets neurotoxiques dus a la présence de
pesticides.

Dans cet article, nous présentons les
résultats de cette étude pilote. En coor-
dination avec une batterie de bioessais
réalisés a partir d’échantillons d’eau et
de sédiments prélevés a ces mémes sites
dans le cadre de deux autres projets me-
nés au Centre Ecotox (articles dans ce
méme numéro d’Aqua & Gas, voir p. 18, p.
24 et p. 34, [13-15]), ainsi que d’une ana-
lyse chimique approfondie, nous cher-
chons a établir une image la plus com-
pléte de la qualité des eaux et faire un
pas vers 'utilisation des biomarqueurs en
biosurveillance.

METHODOLOGIE

CHOIX DES SITES ET ECHANTILLONNAGE

Un total de dix sites répartis sur cinq
cantons, dont cing sites a bassin versant
agricole (AGR) et cinq sites a bassin ver-
sant exploité de maniére extensive (EXT),
ont été sélectionnés en coordination avec
deux autres projets menés au Centre Eco-
tox [14, 15]. La description compléte des
sites est disponible dans un article com-
mun dans ce méme numéro (voir p. 18,
[13]). Des truites de riviere (S. trutta) ju-
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véniles ont été échantillonnées par péche
électrique avec l'aide des gardes-péche
cantonaux entre mai et fin juillet 2021,
période correspondant a une forte appli-
cation de pesticides [12]. Le tableau 1 re-
prend les sites, la date de péche, le nombre
de truites échantillonnées ainsi que les
caractéristiques physicochimiques de
I'eau. En raison de la sensibilité des pre-
miers stades de vie, nous avons cherché a
échantillonner dix truites de 'année (0+)
par site. A cinq sites (HB, LOG, BB, MB et
CHS), les 0+ n’ont pas pu étre observées,
dés lors des truites d’'un an (1+) ont été
prélevées. A EB, GB et CB, les deux ca-
tégories d’Age ont été échantillonnées. A
AUB et RG, seules les truites 0+ ont été
prélevées.

Les poissons ont été euthanasiés sur
place par une surdose de méthanesul-
fonate de tricaine (MS222) suivie d’'une
coupe des branchies. La longueur stan-
dard et le poids ont été mesurés, puis le
foie et le cerveau ont été disséqués et im-
médiatement congelés dans de la glace
séche jusqu’au stockage en laboratoire
a -80°C. Le facteur de condition de Ful-
ton (FC) a été calculé comme le rapport
entre le poids et la longueur du poisson.
Il donne une indication générale de
I’état de santé des poissons, notamment
de leur état de nutrition et de maturité
sexuelle.

A chaque site, des échantillons d’eau com-
posites de 14 jours précédant la capture
des poissons ont été prélevés pour I'ana-
lyse de bioessais et I'analyse chimique
des micropolluants organiques, des pa-
rametres abiotiques et des métaux [13,
14]. De plus, des bioessais et une analyse
chimique ont été réalisés a partir de sé-
diments prélevés a ces mémes sites [15].

Abréviation Cours d’'eau Date (2021) 1+ o, Cond.
(Canton) (males / fem. / n.d.) (mg/U) (uS/cm)

HB Hemishoferbach (SH) 11.05. - 10 (2/0/8) 12,0 10,7 562 8,4
LOG Lochgraben (SH] 12.05. - 9 (3/6) 12,0 10,7 832 8,4
BB* Beggingerbach (SH) 12.05. - 10 (5/5) 9.8 108 512 8,3
GB Glariseggerbach (TG) 25.05. 10 10 (0/2/8) 10,1 1M1 560 8,4
EB* Eschelisbach (TG) 25.05. 9 10 (4/1/5) 1M1 10,5 660 8,3
MB Méhlinbach (AG) 07.06. - 8 (5/3) 13,1 10,2 723 8,1
CHs* Chriimlisbach (BE) 09.06. - 11 (4/7) 15,8 9.4 614 8,0
RG* Ruisseau de Gi (VD) 27.07. 10 - 15,4 9,7 652 8,2
CcB* Le Combagnou (VD) 27.07. 6 4(3/0/1) 16,6 8,9 536 8,1
AUB Aubonne (VD) 27.07. 10 - 13.1 10,7 450 8,4

Tab. 1 Sites, dates d’échantillonnage, nombre de truites échantillonnées et paramétres physicochimiques de I'eau. Les sites sont organisés par date d’échan-
tillonnage. Sites a bassin versant exploité de maniere extensive (EXT), * sites a bassin versant agricole (AGR). 0+: truites de I'année, 1+: truites d’un an.
N.d.: le sexe n’a pas pu étre déterminé. T°C: température, O, oxygéne dissous, Cond.: conductivité.
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SELECTION DES BIOMARQUEURS

Un ensemble de 96 génes biomarqueurs
a été sélectionné avec objectif de détecter
les effets sublétaux de micropolluants,
en particulier des pesticides, et d’autres
facteurs de stress (par ex. la température
et I'infection par des agents pathogenes).
Nous avons inclus des biomarqueurs dé-
veloppés en collaboration avec I’Eawag
et aQuaTox Solutions GmbH lors de pro-
jets précédents [16, 17] et d’'une étude
en laboratoire avec la truite de riviere
[18]. Ce set a été élargi en comparant
les informations de la litérature scien-
tifique [19-23] et de bases de données
(ctdbase.org et aopwiki.org) [24]. Les bio-
marqueurs sélectionnés couvrent de nom-
breux processus biologiques:

Biotransformation

Un micropolluant qui se retrouve dans
l'organisme peut étre détoxifié par le
métabolisme de biotransformation (neuf
biomarqueurs mesurés). Ce processus
facilite I'élimination des substances
chimiques en augmentant leur solubilité.
Par exemple, le récepteur d’aryl hydro-
carbone (codé par le géne ahr), lorsqu’il
détecte certaines substances chimiques
dans la cellule, active 'expression des
génes de biotransformation tels que
cypla. La biotransformation joue égale-
ment un role dans la toxicité de certains
composés chimiques (ex. insecticides
organophosphates, dioxines et hydrocar-
bures aromatiques polycycliques HAP)
par la formation de métabolites plus
toxiques (bioactivation) [25].

Stress oxydant et processus cellulaires

Le stress oxydant (six biomarqueurs) se
produit lorsqu’il y a une surproduction
d’espéces réactives de l'oxygene, des mo-
lécules pouvant endommager les cellules
et les protéines. Le stress oxydant est un
effet secondaire fréquent du métabolisme
de biotransformation et un mécanisme
important de toxicité des micropolluants
[26, 27], dont les insecticides pyréthri-
noides [21, 28]. Le stress oxydant peut
avoir des conséquences directes ou indi-
rectes sur plusieurs processus cellulaires
(cinq biomarqueurs). Par exemple, il peut
activer l'apoptose (mort cellulaire), qui
élimine les cellules endommagées.

Systeme immunitaire

De nombreux micropolluants peuvent in-
duire I'inflammation et impacter d'autres
acteurs du systéme immunitaire (neuf

biomarqueurs), notamment suite au
stress oxydant.

Systeme nerveux

La mort cellulaire et I'inflammation dans
le systéme nerveux sont des mécanismes
courants de neurotoxicité (quinze bio-
marqueurs) [21]. Celle-ci elle peut aussi
résulter de l'interaction directe des mi-
cropolluants avec des acteurs du systeme
nerveux. C’est le cas de l'inhibition de
I'enzyme acétylcholinestérase (AChE,
codée par le géne ache) par les insecti-
cides organophosphorés et carbamates,
ou du blocage des canaux sodium par les
pyréthrinoides, entrainant la paralysie et
la mort de 'organisme.

Systeme endocrinien

De nombreuses substances chimiques qui
se retrouvent dans l'environnement sont
capables d’interférer avec le métabolisme
des hormones ou encore de se lier a leurs
récepteurs [29]. On parle de perturbation
endocrinienne (onze biomarqueurs).

Métabolisme des stéroides et des lipides et
métabolisme énergétique

Certains pesticides sont susceptibles
d’alterer le métabolisme du cholestérol et

@ Extraction d'ARN

Transcription inverse en
ADN complémentaire
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des stéroides (quatre biomarqueurs) [19,
30]. Notamment, les fongicides azolés
inhibent 'enzyme stérol 14a-déméthy-
lase, essentielle au fonctionnement des
membranes chez les champignons [31].
Cette enzyme, codée par le géne cypil,
est également présente chez les vertébrés.
Afin de compléter le diagnostic de 1'état de
santé des organismes, nous avons inclus
six biomarqueurs du métabolisme des
lipides et quatre du métabolisme éner-
gétique qui ont des implications impor-
tantes pour la croissance et la reproduc-
tion des organismes.

Réponse aux métaux et et au stress

Enfin, nous avons inclus des biomar-
queurs permettant de détecter une po-
tentielle exposition aux métaux (quatre
biomarqueurs) et une réponse générale
au stress et au stress thermique (cing
biomarqueurs).

MESURE DES BIOMARQUEURS

Apres extraction de 'ARN du foie et du
cerveau, les échantillons ont été normali-
sés a la méme concentration, puis '’ADN
complémentaire a été synthétisé a partir
de 'ARN messager (fig. 1). Les échantil-
lons des 117 truites en duplicat technique

Mesure des biomarqueurs par
gqPCR microfluidique

2

96 paires ——a s——— 96 échantillons
d'amorces

‘//— Polymerase
</ > Fluorophore
iz

\F) \)

Amorces .

Fig. 1 Préparation des échantillons et mesure des biomarqueurs par qPCR microfluidique.

1. LARN total est extrait des tissus de cerveau et de foie des truites de riviére.

2. L’ARN messager est converti en ADN complémentaire.

3. Les échantillons et les paires d’amorces spécifiques aux 96 biomarqueurs sont chargés

sur une plaque microfluidique. Les réactions de gPCR sont mélangées dans des nanocham-

bres au centre de cette plaque. La fluorescence émise par la réaction est enregistrée en

temps réel par l'instrument Biomark HD (Fluidigm). Pour chaque échantillon, une valeur de

Ct est obtenue, qui équivaut au nombre de cycles nécessaires pour détecter I'amplification

du biomarqueur et permet de quantifier son expression.

(Adapté de [32])
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ainsi que les 96 paires d’amorces (courtes

séquences d’ADN permettant la mesure A Longueur standard (cm) B Facteur de condition
des 96 biomarqueurs) ont été chargés
sur un total de trois plaques microflui- HB A o HB = % oul Age
diques pour chaque organe. Lexpression BB — r— BB o s 0+
des biomarqueurs a été calculée a partir LOG - B . LOG~ e 1+
des valeurs de Ct (cycle threshold ou cy- ogd aw R | ce a 3
cle seuil) selon la méthode décrite dans
. EB< 2@ ! B - EB- a !
Taylor et al. [8]. Pour chaque biomarqueur, e
nous avons calculé le log, de 'expression MB B - MB -
relative a la moyenne de tous les échantil- CHSH Ava CHS -
lons, normalisée avec trois genes de réfé- RG b o RG— b =
I:ence (arp, ubi,.rpl7). Pour cette premi’ére cB CUT ap . ced ab 4
etl}de de terral.n, nous avons mesure ?e AUB Cou AUB- abe
méme set de biomarqueurs dans le foie T T T T T T
et le cerveau. Aprés exclusion des génes 0 5 10 15 20 0.5 1.0 16 20 25

peu ou pas exprimés dans chaque organe,
nous obtenons les résultats de 79 biomar-
queurs dans le foie et de 89 biomarqueurs
dans le cerveau.

Fig. 2 Longueur standard (A) et facteur de condition (B). Les valeurs individuelles et la médiane sont
représentées pour chaque site. Les sites sont ordonnés par date d’échantillonnage. Pour une méme
catégorie d’age, des lettres différentes indiquent une différence significative entre sites; *indique une

Lanalyse statistique a été réalisée a I'aide
du logiciel GraphPad Prism (v.9.4.1) et
porte sur les aspects suivants:

- l'influence de la longueur standard
et du sexe sur l'expression des bio-
marqueurs et

- la différence de longueur standard, du
facteur de condition et d'expression des
biomarqueurs entre sites (par catégorie
d’age).

RESULTATS

ECHANTILLONNAGE ET BIOMETRIE

Une différence significative de longueur
standard des truites a été observée entre
plusieurs sites dans les deux catégories
d’age (fig. 2A). Ces différences peuvent
étre dues a la variabilité entre popula-
tions et a la croissance des truites entre
les échantillonnages (les sites AUB, CB,
RG ayant été échantillonnés fin juillet par
exemple). Représentant le rapport entre le
poids et la taille des truites, le facteur de
condition (fig. 2B) était significativement
plus petit a HB (1+) par rapport a tous
les autres sites. Un facteur de condition
plus faible chez ces truites pourrait étre
un premier indicateur d’'un état de san-
té moins bon et/ou d’un état de maturité
moins avancé.

INFLUENCE DE L’AGE ET DU SEXE SUR
L’EXPRESSION DES BIOMARQUEURS
Lexpression des genes étant a la base
de presque tout processus biologique,
y compris le développement et la repro-
duction, il est attendu que I'expression
de certains biomarqueurs soit influencée
par I'age et le sexe des individus. Parmi

différence significative par rapport a tous les autres sites (p<0,05).

les biomarqueurs mesurés, neuf biomar-
queurs dans le foie et 34 dans le cerveau
étaient significativement corrélés a la lon-
gueur standard, et sont donc susceptibles
de varier selon le développement et 'age
des truites. De plus, seize biomarqueurs
dans le foie et neuf biomarqueurs dans le
cerveau étaient différentiellement expri-
més selon le sexe, dont plusieurs génes
impliqués dans la reproduction. Compte
tenu de ces résultats, avons examiné les
différences entre sites en considérant
chaque catégorie d’age séparément et en
tenant compte de la taille et du sexe lors
de I'interprétation des réponses.

EFFETS BIOLOGIQUES

Au vu des concentrations parfois élevées
de pesticides et de métaux [14], les sites a
bassin versant exploité de maniére exten-
sive ne peuvent pas servir de référence
pour l'’expression des biomarqueurs.
Nous avons dés lors cherché a mettre
en évidence les effets biologiques en
comparant les valeurs de biomarqueurs
entre tous les sites pour chaque catégorie
d’age. Nous considérons un effet lorsque
I'expression du biomarqueur est signi-
ficativement sur- ou sous-exprimé par
rapport a la majorité des autres sites. Les
biomarqueurs dont I'expression varie for-
tement entre de nombreux sites n’ont pas
été considérés, car en I'absence de valeurs
de référence, il est impossible de savoir
si les résultats indiquent un état normal
ou stressé. Le tableau 2 donne une vue
d’ensemble des effets biologiques mis en
évidence.

Biotransformation

Les biomarqueurs de biotransformation
cyp3a et abebl (foie) étaient significati-
vement sur-exprimés chez les truites de
CHS par rapport aux autres sites, tandis
que cypla (cerveau) était sur-exprimé a CB
et sous-exprimé a HB. Cypla suit la méme
tendance dans le foie (non significatif).

Stress oxydant

Le biomarqueur nrf2, orchestrateur des
défenses antioxydantes, était significa-
tivement sur-exprimé chez les truites
de CHS et CB (foie, 1+). Le géne codant
pour la glutathion réductase (gsr, foie),
responsable de restaurer les réserves en
glutathion nécessaire a la biotransforma-
tion et aux défenses antioxydantes, était
sur-exprimé a EB (1+) et le géne codant
pour la catalase (cat, foie) était sous-ex-
primé a HB.

Systeme nerveux

Les génes impliqués dans le systéme
nerveux bdnf et calmla étaient respecti-
vement sur- et sous-exprimés a CB (cer-
veau, 1+). La réponse chez les 0+ suit la
méme tendance, bien que statistiquement
non significative. Le gene codant pour le
récepteur GABA  (gabral), cible molé-
culaire de certains pesticides tels que
le fipronil [33], était significativement
sous-exprimé chez les truites 1+ a MB,
CB et CHS.

Systeme immunitaire
Parmi les génes impliqués dans le sys-
téme immunitaire, b2m, socs3 et il6 (foie)
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étaient sur-exprimés a CB (0+ et 1+), et
socs3 a HB et CHS.

Systeme endocrinien

Des effets sur le systeme endocrinien ont
été observés chez les truites de HB avec
une sous-expression des genes codants
pour l'aromatase, le récepteur aux an-
drogénes (cyp19alb et ar, cerveau) et les
récepteurs aux glucocorticoides et miné-
ralocorticoides (gr et mr, foie). Un biomar-
queur du sytéme hormonal thyroidien
(dio2, foie) était sous-exprimé a HB, CHS et
AUB.

Métabolisme des stéroides et des lipides et
métabolisme énergétique

Plusieurs biomarqueurs du métabo-
lisme du cholestérol et des stéroides
(cyp51, hsd17b7 et srebf2, foie) étaient
fortement sous-exprimés a CB (0+ et 1+)
par rapport a tous les autres sites. Plu-
sieurs génes du métabolisme des lipides
étaient sous-exprimés chez les truites
1+ de HB (fasn, acaal, srebf1), MB et
CB (fabpl, fabp3) et sur-exprimés a BB
(fabpl, fabp3) et EB (fasn, fabp3). Un bio-
marqueur du métabolisme énergétique,
g6pd, était fortement sur-exprimé a EB
(14).

Biotransformation cypla®
Stress oxydant
Processus cellulaires
b2m,
Systéeme immunitaire s0cs3,
il-6 ™
Systeme nerveux
Systeme endocrinien dio2,
cypol,
Métabolisme des stéroides hsd17b7,
srebf2.,
Métabolisme des lipides
Métabolisme énergétique
Réponse aux métaux
Réponse générale au
stress/stress thermique hsp70

Réponse au métaux

Le gene codant pour la métallothionéine
(mt2, foie) était sur-exprimé a MB, suggé-
rant une exposition aux métaux.

Réponse au stress thermique

Le géne hsp/0 signale le niveau de dom-
mages cellulaires infligé par un ou plu-
sieurs facteurs de stress et est particu-
lierement sensible au stress thermique
[34]. Hsp70 (foie et cerveau) était forte-
ment sur-exprimé a CB, ot la température
lors de I’échantillonnage était la plus éle-
vée (16,6 °C), suivi de CHS (15,8 °C). Cet
effet n’a cependant pas été observé a RG
(15,4 °C). Nous pourrions émettre I’hypo-
these que des stress multiples soient res-
ponsables de la sur-expression de hsp/0
a CB et CHS, mais pas a RG.

Selon l'analyse des biomarqueurs, les
truites échantillonnées aux sites CB, CHS,
HB, EB et MB semblent les plus impac-
tées. La majorité des effets ont été attri-
bués aux sites a bassin versant agricole,
mais plusieurs effets ont été observés aux
sites a bassin versant exploité de maniere
extensive. Pour les sites ou les deux ca-
tégories d’age ont été échantillonnées, la
plupart des effets ont été identifiés chez

cyp19alb,
ar, dio2,

gr, mrd

fasn,
acaal,
srebf1 {/

gabrald,
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les truites 1+ (EB et CB; tab. 2). Alors que
nous cherchions initialement a prélever
les truites 0+, nos résultats indiquent que
I'analyse de biomarqueurs sur les truites
1+ est également pertinente.

COMPARAISON AVEC D’AUTRES ANALYSES
Dans ce paragraphe, nous comparons
les résultats de l'analyse chimique et
des bioessais [13-15] afin d’identifier les
complémentarités entre les différentes
approches et de chercher a expliquer les
effets observés sur les biomarqueurs. Il
est important de garder a l'esprit les dis-
parités entre ces approches: entre autres,
les especes considérées et leur sensibilité,
a la détection ou non de stress multiples
et de facteurs confondants, la sensibilité
de la méthode, la dépendance au moment
d’échantillonnage et au traitement des
échantillons, etc.

Comparaison avec l'analyse chimique

Suite a I'analyse chimique des échantil-
lons d’eau, le risque aigu et chronique a
été analysé pour les plantes, les inverté-
brés et les vertébrés (poissons et amphi-
biens) en comparant les concentrations
mesurées aux criteres de qualité environ-
nementale [14]. Seul le site HB a été iden-

CB

cypla,
cyp3a,
abcb 1

nrf2

cyplat

nrf2 N

socs3,

i-6

bdnfp
calm1la,
gabrald,

socs3P

gabrald,

dio2,

cyps1,
hsd17b7,
srebf2.,

hsp701

hsp70

Tab. 2 Effets biologiques mis en évidence aux différents sites. 0+: truites de 'année; 1+: truites d’un an. EXT: Sites & bassin versant exploité de maniére ex-

tensive; AGR: sites a bassin versant agricole. Sites soulignés: 0+ et 1+ prélevés pour un méme site. Rouge: au moins un biomarqueur significativement

(p<0,05) sur- (1) ou sous-exprimé (1) dans un site par rapport a la majorité des autres sites pour une méme catégorie d’age (cerveau et/ou foie).
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tifié comme présentant un risque chro-
nique élevé pour les vertébrés, attribuable
principalement aux fortes concentrations
de deltaméthrine. C’est également a HB
que nous avons observé un facteur de
condition des truites 1+ significative-
ment plus faible par rapport aux autres
sites. Le sexe de huit des dix truites 1+ n’a
pas pu étre déterminé, indiquant un pos-
sible retard de maturité par rapport aux
autres sites. Les biomarqueurs indiquent
une possible perturbation endocrinienne
(par ex. sous-expression de génes impli-
qués dans la reproduction) et une réduc-
tion du métabolisme des lipides. Dans le
cas de HB, I'analyse du risque chimique
et les résultats biomarqueurs semblent
concorder. Néanmoins, les biomarqueurs
indiquent des effets sublétaux a plusieurs
autres sites (MB, CB, CHS, EB) ou aucun
risque chimique n’a été identifié pour les
vertébrés. Concernant les invertébrés, un
risque chronique, majoritairement attri-
buable aux insecticides, a été identifié¢ a
MB, CB, et EB. Il est possible que la conta-
mination a ces sites affecte les truites en
provoquant des effets directs sublétaux,
tels que détectés par les biomarqueurs,
et/ou de fagon indirecte en impactant les
invertébrés, faisant partie de la source de
nourriture des truites [22].

Les métaux et autres parametres abio-
tiques mesurés dans I'eau (échantillons
ponctuels et/ou composites) ont quant
a eux montré des dépassements des
exigences de I’'Ordonnance sur la protec-
tion des eaux pour le cuivre (MB, CB, EB,
RG), le zinc (RG), le nitrate (EB), et le car-
bone dissous (CB). Dans les sédiments, le
cuivre dépassait le critere de qualité pour
le site MB [15]. Ces résultats concordent
avec la sur-expression de métallo-
thionéine (mt2) a MB. Lexpression de mt2
était également élevée a CB et RG (non
significatif).

Comparaison avec les bioessais

Certains des effets mesurés par les bio-
marqueurs peuvent étre comparés aux
résultats des bioessais [14], tels que les
bioessais in vitro mesurant I’activation ou
I'inhibition de récepteurs présents chez
les vertébrés, les tests in vivo sur em-
bryons [35] et in vitro sur lignée cellulaire
de poisson [36]. Le bioessai Nrf2-CALUX®
a par exemple identifié un stress oxydant
a MB, CB, CHS et RG. En comparaison,
nous avons observé une sur-expression
de nrf2 chez les truites de CB et CHS.
Le bioessai PXR-CALUX®a répondu a de

nombreux sites, tandis que l'expression
du géne biomarqueur pxr n’a pas montré
de réponse claire. Au niveau des effets de
perturbation endocrinienne, les bioessais
ER- et Anti-AR-CALUX® n’ont pas montré
d’effet, alors que les biomarqueurs ont
indiqué plusieurs effets sur le systéme
endocrinien, principalement a HB. La
toxicité aigiie et chronique des échan-
tillons d’eau a été évaluée par biotest
in vivo avec des embryons de poisson
zebre [35]. Notamment, des effets sub-
létaux importants ont été attribués aux
sites HB, LOG, MB (EXT), BB, CB, EB et
RG (AGR). De plus, GB, LOG et tous les
sites AGR ont montré une toxicité sur une
lignée cellulaire de branchies de truite
arc-en-ciel.

Les résultats de l'analyse du risque
chimique, des bioessais et des biomar-
queurs ne concordent pas dans tous les
cas. Combiner ces approches complémen-
taires permet des lors d’augmenter les
chances de détecter les risques écotoxi-
cologiques et de préciser les effets biolo-
giques. Selon I'analyse chimique, seul le
site HB serait considéré comme a risque
pour les vertébrés. Selon les résultats
des biomarqueurs et de certains bioes-
sais [14], il serait judicieux d’investiguer
d’autres sites tels que MB, CB, CHS et
EB. Plusieurs autres études récentes ont
montré le potentiel de combiner 'analyse
chimique et la mesure de biomarqueurs
en biosurveillance [30, 37].

CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Les biomarqueurs mesurés chez les orga-
nismes résidents apportent une plus-value
importante aux bioessais et a 'approche
conventionnelle basée sur I'analyse du
risque chimique, car ils permettent de
couvrir une trés large gamme de pro-
cessus biologiques au sein d’organismes
exposés de fagon continue a I’'ensemble
des conditions environnementales, in-
tégrant les mélanges de contaminants
biodisponibles et leurs interactions, les
parametres abiotiques, les effets de la
température et les effets indirects (ex.
impacts sur la chaine trophique). Bien
que l'application des biomarqueurs en
biosurveillance de routine est soutenue
depuis de nombreuses années par la com-
munauté scientifique [1, 9, 38-40], elle en
est encore a ses débuts. Dans cette étude,
nous avons fait un pas dans cette direc-
tion en développant un outil permettant la
mesure rapide et précise d’'une centaine
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de genes biomarqueurs chez la truite de
riviere, que nous avons appliqué avec
succes a des échantillons de terrain. Nos
résultats démontrent le potentiel de cet
outil en contribuant de maniére détermi-
nante a I'identification des sites probléma-
tiques (hot spots) et des facteurs de stress
pertinents. Notre étude a également per-
mis de mettre en évidence des facteurs
confondants (age, sexe) qui doivent étre
pris en compte lors de I'analyse des don-
nées d’expression génique. L'absence de
valeurs de référence freine actuellement
I'interprétation des résultats: il faudrait
en effet pouvoir dissocier la variation na-
turelle, due au stade de vie, aux facteurs
génétiques et aux facteurs abiotiques
(saison, physicochimie), des valeurs d’ex-
pression résultant d’un stress [41]. Déter-
miner ces valeurs de référence, comme I'a
fait une étude en France chez le gammare
(Gammarus fossarum) et la moule zébrée
(Dreissena polymorpha) [41], nécessiterait
la mesure des biomarqueurs ainsi que
des facteurs confondants sur un grand
nombre de sites. Les travaux futurs de-
vraient viser a déterminer ces valeurs
afin d’exploiter pleinement le potentiel
des biomarqueurs. Loutil développé dans
notre étude permettrait d’obtenir ce large
set de données.
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> FORTSETZUNG DER
ZUSAMMENFASSUNG

Biomonitoring, indem sie zusatzliche
Informationen zu den chemischen
Analysen und Biotests liefert, was die
Identifizierung von problematischen
Standorten, biologischen Effekten und
potenziellen Stressfaktoren betrifft.
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