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« Lorsque la dernière goutte d'eau sera polluée, le dernier animal chassé et le 

dernier arbre coupé, l'Homme comprendra que l'argent ne se mange pas » 

Sitting Bull, chef de tribu et médecin (1831-1890)  
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1. Extinction massive des espèces : le cas particulier des 

amphibiens 

1.1 Diversité des amphibiens 

Les amphibiens, vertébrés tétrapodes, sont aujourd’hui représentés par une seule sous-

classe, les Lissamphibiens (Haeckel, 1866), comprenant trois sous-ordres : les Anura (Fisher 

Von Waldheim, 1813), les Urodela (ou Caudata) (Latreille, 1825) et les Apoda (ou 

Gymnophiona) (Müller, 1832). La sous-classe des Lissamphibiens comporte 7454 espèces 

(Figure 1.1).  

Le sous-ordre des Anoures est composé de 6569 espèces différentes définies comme des 

espèces possédant une queue qui régresse après la métamorphose (San Mauro, 2010; 

AmphibiaWeb, 2015). La métamorphose se traduit par la transition du stade têtard au stade 

« grenouillette », par l’apparition des membres supérieurs et inférieurs et par la régression 

de la queue du têtard (Figures 1.10 et 1.11). La plupart des espèces ont des longs membres 

supérieurs repliés sous leur corps et une colonne vertébrale courte (une dizaine de 

vertèbres) leur permettant d’être adaptés à la locomotion par saut (San Mauro, 2010). Une 

majorité des espèces possède une phase larvaire aquatique et une phase terrestre post-

métamorphose. Ce sous-ordre comprend les crapauds, les rainettes et les grenouilles (Figure 

1.2A). Le sous-ordre des Urodèles comporte des espèces qui gardent leur queue à la fin du 

stade larvaire, qui possèdent un corps allongé et quatre petites pattes (San Mauro, 2010). 

Les Urodèles possèdent des caractéristiques d’amphibiens primitifs et vivent dans des 

milieux humides et frais. Ce sous-ordre contient 680 espèces dont les espèces de 

salamandres et de tritons (AmphibiaWeb, 2015) (Figure 1.2B). Enfin, les Apodes sont des 

amphibiens au corps allongé et aux pattes atrophiées possédant des yeux de petite taille. Ce 

sont généralement des animaux fouisseurs grâce à leur crâne développé et leur museau 

pointu (San Mauro, 2010). Les apodes vivent dans différents types de substrats et peuvent 

être soit terrestres soit aquatiques. Ce sous-ordre est le moins connu mais comporte 205 

espèces (AmphibiWeb, 2015) (Figure 1.2C).  
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Figure 1.1 : Arbre phylogénétique illustrant les trois sous-ordres d’amphibiens. Issu de 

Regnault (2016) et modifié d’après Frost et al., (2006). Les familles précédées d’une croix 

sont des familles éteintes.   
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Figure 1.2 : Diversité de la sous-classe des Lissamphibiens. (A) Anoures : Atelopus certus 

(Photographie : B. Gratwike). (B) Urodèles : Ensatina eschscholtzii (Photographie : T. 

Pierson). (C) Apodes : Demorphis mexicanus (Photographie : S. Michael Rovito).  

 

1.2 Les amphibiens au cours des extinctions de masse  

Les scientifiques caractérisent des extinctions de masse comme une perte de plus de 75% 

des espèces présentes sur la Terre sur un temps géologique court. Cinq grandes extinctions 

d’espèces sont aujourd’hui connues et ont été causées par divers évènements (Barnosky et 

al., 2011).  

La première extinction massive s’est produite à la fin de l’ordovicien, soit il y a plus de 445 

millions d’années. À cette période, aucun animal ou végétal terrestre n’était présent, ainsi la 

biodiversité se résumait principalement à celle des océans. Durant cette extinction, une 

perte de 86% des espèces a été estimée et causée par le début de périodes alternatives : les 

épisodes glaciaires et interglaciaires (Sutcliffe et al., 2000; Sheehan, 2001). La seconde 

extinction de masse s’est déroulée pendant la période du Dévonien tardif (360 millions 

d’années) au cours de laquelle 75 % des espèces ont disparu. Les causes de cette crise 

seraient dues aux changements climatiques (d’abord refroidissement suivi d’un 

réchauffement global) liés potentiellement à la diversification des plantes (diminution du 

dioxyde de carbone atmosphérique) et à une anoxie des océans (McGhee, 1996; Murphy et 

al., 2000; Bambach, 2006). Les espèces marines ont été une nouvelle fois fortement 

touchées mais certains animaux et certains végétaux ont fait leur apparition dans le biotope 

terrestre. En effet, c’est au cours de cette période que les amphibiens ont été les premiers 

animaux à coloniser le milieu terrestre (Wake and Vredenburg, 2008). La plus importante 

des crises mais pas forcément la plus connue est l’extinction de la fin du Permien soit il y a 

A B C
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environ 248 millions d’années. Au cours de cette crise, 90% des espèces (océaniques et 

terrestres) auraient disparu. Les causes de cette diminution drastique de la biodiversité 

seraient liées à un volcanisme Sibérien accru provoquant un réchauffement global de la 

planète, une augmentation des concentrations en sulfure d’hydrogène et en dioxyde de 

carbone et une anoxie des océans (Erwin, 1994; Berner, 2002; Knoll et al., 2007; Payne et al., 

2010). Parmi les espèces d’amphibiens, trois ordres ont survécu : les Apoda, les Urodela et 

les Anura (Marjanović and Laurin, 2007) (Figures 1.1 et 1.2). La crise de fin du Trias (206 

millions d’années) a provoqué l’extinction de 80% des espèces vivantes sur terre. Les 

organismes marins ont été les plus impactés avec plus de 90% de perte d’espèces contre 

70% de perte chez les vertébrés terrestres (Erwin, 2001). Malgré une perte importante de 

biodiversité, les trois sous-ordres d’amphibiens ont survécu (Wake and Vredenburg, 2008). 

Les causes de cette quatrième extinction seraient d’origine volcanique ce qui a provoqué 

une augmentation de la concentration en dioxyde de carbone conduisant à un 

réchauffement global et à l’acidification des océans (Ward et al., 2001; Hesselbo et al., 

2007). La dernière et cinquième extinction de masse, la plus connue, est la crise crétacé-

tertiaire qui s’est déroulée il y a 65 millions d’années. Durant cette crise, 76% des espèces 

ont disparu dont celles des dinosaures, mais étonnamment, un certain nombre de familles et 

de genres des trois sous-ordres d’amphibiens ont survécu (Vieites et al., 2008) (Figures 1.1 et 

1.2). Les causes sont encore discutées mais l’impact probable d’une météorite dans la 

péninsule du Yucatán conjointement lié à un volcanisme important dans la région de Deccan 

en Inde quelques temps auparavant sont mises en avant. Les variations de température 

(réchauffement et refroidissement global de la planète) contribuant à l’eutrophisation et à 

l’anoxie des océans peuvent expliquer la perte massive de certaines espèces (Alvarez et al., 

1980; Royer, 2006; Keller, 2008; Archibald et al., 2010; Schulte et al., 2010). La disparition 

des dinosaures a favorisé la prolifération et l’évolution des mammifères conduisant, il y a 

200 000 ans, à la naissance de notre espèce Homo sapiens, espèce impliquée indirectement 

et directement dans la sixième extinction de masse en cours.  

Cette sixième extinction aurait débuté il y a une dizaine de milliers d’années et se nommerait 

l’extinction de l’Holocène (Ceballos et al., 2015). Elle se définit comme un déclin drastique 

du nombre et de la taille de certaines populations sur des temps géologiques courts expliqué 

par un réchauffement climatique global. Pour certains scientifiques, une nouvelle époque 
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géologique succédant à l’Holocène est apparue et participerait à cette sixième extinction de 

masse : l’Anthropocène. L’Anthropocène est provoqué par l’anthropisation (Thomas et al., 

2004). L’Homme par ses activités anthropiques (industrialisation, transports, urbanisation, 

…) serait responsable directement de changements globaux. Face à une telle accélération du 

réchauffement climatique terrestre global, certaines espèces montreraient une faible 

capacité d’adaptation à ces changements. Par exemple, le taux d’extinction des espèces de 

vertébrés serait cent fois supérieur au taux d’extinction naturel (Ceballos et al., 2015). En 

parallèle du réchauffement climatique global, une perte d’habitat, une surexploitation de 

certaines espèces, l’invasion biologique et la pollution sont également des causes impliquées 

dans le déclin des espèces (Hughes et al., 1997; Hobbs and Mooney, 1998; Gaston and Fuller, 

2008). Aujourd’hui, 28 000 espèces sont menacées d’extinction dont 40% pour les 

amphibiens, 33% pour les espèces associées aux récifs coralliens, 30% pour les requins et les 

poissons et 25% pour les mammifères, ce qui témoigne d’un risque d’extinction plus élevé 

chez les amphibiens par rapport aux autres taxons (IUCN, 2015; Stuart et al., 2005).  

 

1.3 Statut global des amphibiens 

Bien que les amphibiens aient résisté aux différentes extinctions de masse, il semblerait 

qu’ils soient plus sensibles à l’actuelle sixième extinction comparativement aux autres taxons 

(Stuart et al., 2005; Ceballos et al., 2015). En effet, le taux d’extinction des différentes 

espèces d’amphibiens est 211 fois supérieur à celui des autres espèces (Roelants et al., 

2007). L’Union Internationale pour la Conservation de la Nature (IUCN) a initié la première 

évaluation de l’état de conservation des espèces d’amphibiens (Global Amphibian 

Assessment) en 2001 ; étude finalisée en 2004 puis mise à jour en 2008 (IUCN, 2008). Le 

tableau 1.1 montre le nombre d’espèces issues des trois sous-ordres présent dans chaque 

catégorie de la liste rouge de l’IUCN. Nous remarquons que 20% des Anura et 30% des 

Urodela sont en danger d’extinction et que 17% des Anura et 28% des Urodela sont 

vulnérables ou quasi menacées. Le sous-ordre des Urodèles semble être celui le plus 

préoccupant avec plus de 60% des espèces présentes au moins dans la catégorie « Quasi 

menacée » alors que cela ne concerne qu’un tiers des espèces d’Anura. Le sous-ordre le 

moins préoccupant mais surtout le moins connu à ce jour est celui des Apoda avec 3% des 
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espèces faisant partie au moins de la catégorie « Quasi menacée ». Cependant, plus d’un 

tiers des espèces n’ont pas encore été dénombrées et ainsi classées.  

Pour avoir une vision plus globale de l’impact de cette sixième extinction de masse sur les 

amphibiens, 0,6% des espèces d’amphibiens sont éteintes, 0,02% des espèces sont éteintes 

à l’état sauvage, 7,8% des espèces sont en danger critique, 12,6% sont en danger, 11,4% 

sont vulnérables, 6,1% des espèces sont dans la catégorie « Quasi menacée », 37% sont en 

préoccupation mineure et 24,5% des espèces n’ont pas encore de données suffisantes pour 

être classées (IUCN, 2008).  

 

  Nombre d'espèces parmi les Ordres 

Catégories Liste rouge IUCN Anura Urodela Apoda 

Éteinte 36 2 0 
Éteinte à l'état sauvage 1 0 0 

En danger critique 412 76 1 
En danger 682 104 1 
Vulnérable 618 93 4 

Quasi menacée 320 61 0 
Préoccupation mineure 2105 159 52 
Données insuffisantes 1358 57 118 

 

Tableau 1.1 : Nombre d'espèces parmi les sous-ordres Anura, Urodela et Apoda présentes 

dans chaque catégorie de la liste rouge de l'IUCN pour les espèces d'amphibiens d’après le 

Global Amphibian Assessment (IUCN, 2008).  

 

1.4 Causes du déclin des amphibiens 

L’intérêt des scientifiques pour le déclin des amphibiens est récent et a débuté en 1989 au 

premier congrès mondial d’herpétologie (Stuart et al., 2005). Plusieurs rapports ont 

mentionné un déclin important dans certaines zones, notamment au Costa Rica (40% des 

amphibiens ont disparu dans les années 1980), au Venezuela et dans l’Équateur (Pounds and 

Crump, 1994; Pounds et al., 1997; Young et al., 2001; Ron et al., 2003). Ces rapports ont reçu 

peu d’attention étant donné que la densité des populations d’amphibiens fluctue 

(Pechmann and Wilbur, 1994) mais Pounds et ses collaborateurs (1997) ont développé un 
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modèle démontrant que le déclin est plus sévère qu’attendu sous des variations 

démographiques normales. La prise en compte des variables environnementales auxquelles 

sont exposées les amphibiens montre que plusieurs facteurs tels que l’émergence de 

pathogènes, la pollution chimique, les changements climatiques globaux, la modification des 

habitats en lien avec l’exploitation humaine et l’introduction d’espèces invasives agissent en 

interaction et contribuent à impacter le développement et la reproduction des individus, à 

favoriser l’émergence de maladies, à déséquilibrer la quantité de nourriture ou la prédation 

et à augmenter la mortalité des individus. Cette mortalité associée aux perturbations du 

système de reproduction diminue le recrutement1 et provoque ainsi le déclin des 

populations d’amphibiens (Figure 1.3). 

 

 

Figure 1.3 : Facteurs contribuant au déclin des amphibiens. Adapté de Hayes et al. (2010a). 

 

 

                                                           
1 Le terme « recrutement » désigne le repeuplement d’une population par les juvéniles issus de la reproduction 

qui atteignent une maturité sexuelle (Ricklefs and Relye, 2019). 
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1.4.1 Changement climatique global 

Le changement climatique a été identifié comme une des causes impliquées dans les 

disparitions de populations d’amphibiens observées au Costa Rica (Pounds et al., 1999; Still 

et al., 1999). Notamment l’augmentation des températures de l’air et de l’eau associée aux 

événements El Niño dans les années 1970 et 1980 expliquerait le déclin de ces populations. 

Effectivement, ces perturbations climatiques ont impacté les conditions favorables des 

forêts (humidité, fraicheur) pendant la saison sèche (Pounds et al., 2006). Pounds et ses 

collaborateurs (2006) ont également montré qu’environ 80 espèces ont disparu après une 

année de réchauffement. Enfin, la température annuelle moyenne dans les Andes 

équatoriennes a augmenté de 2°C au cours du dernier siècle expliquant potentiellement les 

disparitions d’espèces d’amphibiens dans cette zone durant les années 1987 et 1988 (Ron et 

al., 2003). De plus, Hayes et ses collaborateurs (2010a) supportent l’hypothèse que les 

perturbations de température et de précipitations impacteraient directement la 

reproduction des amphibiens (retard de développement et de maturité sexuelle, 

perturbation du comportement reproducteur et diminution du nombre et de la taille des 

œufs). Par ailleurs, les conditions climatiques peuvent également déterminer la qualité ou la 

disponibilité d’un habitat de reproduction ; impact qui peut pondérer la reproduction des 

amphibiens (Juráni et al., 1973). 

 

1.4.2 Destruction et fragmentation des habitats 

De manière générale, la transformation d’un milieu naturel en milieu anthropisé modifie les 

équilibres écologiques et influence fortement les espèces qui sont présentes (Alford, 2010). 

La destruction des habitats est la première cause du déclin des amphibiens (Alford and 

Richards, 1999). D’après Ash (1988), la modification voire même la suppression de zones de 

végétation ont des effets néfastes sur certains amphibiens. Le nombre d’habitats disponibles 

pour la reproduction est diminué et a ainsi un impact négatif sur le recrutement des 

individus. En effet, en Floride, la dégradation de refuges pour la saison sèche et la 

modification des sites de reproduction ont diminué la taille des populations de certaines 

espèces d’amphibiens (Guyer and Bailey, 1993). La construction de routes, véritables 
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barrières écologiques, cloisonne les milieux de vie des amphibiens et impacte la dynamique 

des populations et leur viabilité (Elzanowski et al., 2009; Gu et al., 2011). Dans le nord du 

Portugal, sur 631 kilomètres de routes surveillées, 18% des individus Bufo bufo ont été 

trouvés vivants contre 82% d’individus morts (Matos et al., 2012). Ces barrières sont des 

obstacles entre les sites de reproduction, d’hibernation et de nutrition des amphibiens. 

Comme présentés dans la figure 1.3, les différents facteurs cités au cours de ce chapitre ne 

sont pas indépendants les uns des autres, ainsi au cours d’un réchauffement climatique, les 

espèces peuvent réagir en se déplaçant dans des zones dites plus froides ou plus favorables 

à leur survie. Face à ces changements climatiques, les amphibiens sont particulièrement 

sensibles puisqu’ils ont une faible capacité de dispersion (Root and Schneider, 2002). Par 

ailleurs, les déplacements de ces espèces sont souvent entravés par le morcellement de 

l’espace lié aux infrastructures humaines (routes, villes, aménagements divers, …), 

découpant le paysage en fragments de taille, de degré d’isolation et de fréquences variables 

(Halpin, 1997). Enfin, la réduction des zones humides s’explique également par le 

réchauffement climatique mondial, avec des prédictions statistiques d’aggravation dans le 

futur (Poiani and Johnson, 1991; Halpin, 1997) compromettant la survie de certaines espèces 

d’amphibiens.  

 

1.4.3 Surexploitation 

L’impact humain sur certaines populations d’amphibiens est également lié à l’exploitation 

des individus pour l’alimentation, aux trafics d’animaux et aux nouveaux animaux de 

compagnie (Dodd, 1997). Par exemple, dès la fin du XIX siècle en Californie, ce sont des 

dizaines de milliers de grenouilles qui ont été récoltées chaque année dans des zones 

humides pour des raisons alimentaires (Jennings and Hayes, 1985). En Inde, l’exportation 

illégale d’amphibiens, également pour des fins alimentaires, a été estimée à 70 millions 

chaque année provoquant un déclin sévère de certaines espèces d’amphibiens comme Rana 

tigrina ou Rana hexadactyla (Oza, 1990).  
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1.4.4 Introduction d’espèces invasives 

Une invasion biologique est l’accroissement de l’aire de répartition d’un taxon. Les espèces 

dites invasives sont des espèces non indigènes et des agents de perturbation qui nuisent à la 

biodiversité. Elles sont ainsi de bonnes colonisatrices et de bonnes compétitrices 

(Williamson and Griffiths, 1996). Les espèces invasives sont en compétition pour la 

nourriture et les habitats de reproduction (Adams, 1999; Boone et al., 2007; D’Amore et al., 

2009). Cette compétition peut amener à inhiber la croissance, le développement et la 

reproduction des espèces natives et ainsi diminuer leur recrutement. L’introduction 

d’espèces invasives est une cause avérée d’impact sur la survie des amphibiens. L’espèce 

Lithobates castebeiana, aussi appelé grenouille taureau, a réduit la taille de certaines 

populations d’amphibiens comme Rana aurora ou Rana  pretiosa  (Kiesecker and Blaustein, 

1997; Pearl et al., 2004; Boone et al., 2007; Laufer et al., 2008; D’Amore et al., 2009). Cette 

espèce invasive a des effets négatifs sur les autres communautés tels qu’une forte pression 

de prédation, de compétition pour la nourriture et une meilleure résistance à certaines 

maladies locales. Elle a été introduite en Europe, en Amérique (États-Unis, Amérique du Sud 

et Canada) ou en Asie provoquant le déclin de certaines populations d’amphibiens (Alford 

and Richards, 1999; Blaustein and Kiesecker, 2002; Détaint and Coïc, 2006; Palen, 2006; 

Greenspan et al., 2012; Preston et al., 2012). Bien que moins étudiées, d’autres espèces 

aquatiques invasives telles que certaines espèces d’écrevisses, de chilopodes ou de serpents 

aquatiques ont également des effets néfastes sur les populations d’amphibiens par une forte 

pression de prédation (Anthony et al., 2007; Bucciarelli et al., 2014; Nunes et al., 2014; Rose 

and Todd, 2014). 

 

1.4.5 Émergence de pathogènes 

Un lien potentiel entre les changements climatiques (e.g. augmentation des températures) 

et la croissance de champignons infectieux a été proposé par Pounds et ses collaborateurs 

(2006) pour expliquer le déclin de certaines populations. De façon générale, les pathogènes 

ont des impacts sur les fonctions développementales et reproductrices (Hayes et al., 2010a). 

Le chytridiomycète Batrachochytrium dendrobatidis, champignon affectant les amphibiens 
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et pouvant causer leur mort, a d’abord été trouvé en Australie, en Amérique du Sud et 

Central et aux États-Unis (Berger et al., 1998; Daszak et al., 1999; Pessier et al., 1999). Ce 

champignon décompose la peau des amphibiens particulièrement au niveau du ventre et 

des membres (Piotrowski et al., 2004). Les autres symptômes décrits de cette maladie 

fongique sont également l’anorexie (dû à de l’inappétence), la léthargie, le développement 

d’ulcères et d’hémorragies cutanées, musculaires ou oculaires (Berger et al., 1999). Ce 

champignon peut également être transmis par l’espèce Lithobates catesbeiana qui est 

porteuse saine (Garner et al., 2006) et ainsi le disperser aux États-Unis, en Amérique du sud, 

au Canada ou en Europe (Hanselmann et al., 2004; Ouellet et al., 2005; Fisher and Garner, 

2007). D’autres pathogènes tels que les trématodes (vers parasites) provoquent des 

malformations des membres et de la colonne vertébrale, des modifications de 

pigmentations cutanées et de la mortalité chez différentes espèces d’amphibiens (Johnson 

et al., 1999, 2007; Rajakaruna et al., 2008). Certaines altérations comme celles des membres 

pourraient impacter le comportement copulatoire des mâles nécessaire pour la formation 

d’un amplexus2. D’autres pathogènes connus sont les ranavirus qui provoqueraient des 

œdèmes, des hémorragies, de la nécrose de certains tissus (Miller et al., 2007) et pourraient 

induire une mortalité sévère chez les amphibiens (Brunner et al., 2004; Collins et al., 2004; 

Fox et al., 2006; Harp and Petranka, 2006). D’autres facteurs environnementaux comme la 

pollution chimique pourraient altérer le système immunitaire et permettre aux pathogènes 

de proliférer et de décimer certaines populations d’individus devenus vulnérables (Alford 

and Richards, 1999). 

  

1.4.6 Pollution chimique 

Les amphibiens peuvent vivre dans différents habitats, terrestre et aquatique, selon leurs 

stades de vie et possèdent une peau perméable qui les amène à être sensibles à la pollution 

(Blaustein and Wake, 1990). Vivants dans des zones humides, milieux de récupération de 

nombreux polluants (Figure 1.4), les amphibiens sont exposés à des concentrations plutôt 

faibles de polluants mais sur du long terme. L’origine de cette pollution est double, il existe 

                                                           
2 L’amplexus se définit comme le processus d’accroche des pattes supérieures masculines à la taille de la femelle 
lors de la reproduction des amphibiens. 
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des émissions anthropiques et naturelles (Figure 1.4). Les polluants d’origine anthropique 

proviennent du trafic routier, des industries, de l’agriculture et du chauffage urbain tandis 

que les polluants d’origine naturelle sont issus du volcanisme et des feux de forêts causés 

par des processus naturels. Ces polluants directement émis dans l’atmosphère à partir de 

leurs sources sont appelés polluants primaires (dioxyde de carbone, méthane, oxyde 

d’azote, aérosols, composés organiques volatils,…) tandis que les polluants secondaires 

(ozone, acide sulfurique, …) sont issus de réactions entre des polluants primaires (Daly and 

Zannetti, 2007). Ces polluants primaires et secondaires sont dispersés par les vents pour 

ensuite être redéposés sous forme de dépôts secs (par gravité, sédimentation, 

condensation, …) ou humides (par précipitation) dans les écosystèmes comme les zones 

humides (Figure 1.4). La conservation de ces zones humides et ainsi de leur biodiversité est 

primordiale car elles offrent des services écosystémiques3 tels que des services 

d’approvisionnement4 (eau, nourriture, ressources médicales,…) (Finlayson et al., 1999; 

IUCN, 2008), des services de régulation (régulation climatique, purification de l’eau, 

régulation de maladies,…) (Ranvestel et al., 2004; Mohneke and Rödel, 2009), des services 

culturels (bénéfices pour la réflexion, récréation, esthétisme,…) (Hocking and Babbitt, 2014) 

et des services de soutiens (nécessaires aux trois services cités précédemment) (Gibbons et 

al., 2006; Hocking and Babbitt, 2014). Par ailleurs, des polluants typiquement agricoles tels 

que des herbicides (pesticides…) ou des fertilisants (Savci, 2012) ainsi que des hydrocarbures 

aromatiques polycycliques (HAP) se retrouvent dans ces zones humides par écoulement des 

eaux de surface de la terre les entrainant par ruissellement jusqu’aux retenues d’eaux 

(rivières, lacs, mares, …) et par infiltration d’eau dans les sols par lessivage les entrainant 

dans les eaux souterraines. Toujours liés aux activités anthropiques, des déchets toxiques 

tels que des composés pharmaceutiques (ibuprofène, diclofénac) ou des molécules 

antimicrobiennes (triclosan) peuvent également être retrouvés dans les milieux aquatiques 

après le traitement des eaux usées urbaines et des eaux de pluie au niveau des stations 

d’épuration (Petrovic, 2003) (Figure 1.4).  

Cette pollution peut être impliquée dans l’extinction de certaines populations d’amphibiens. 

Par exemple, des pesticides employés dans une zone de Californie ont contribué à une 

disparition des populations d’amphibiens locales (Rana aurora et Rana muscosa) (Bradford 

                                                           
3 Les services écosystémiques sont les bienfaits que l’homme retire directement et indirectement de la nature. 
4 Les services d’approvisionnement sont des produits obtenus d’un écosystème. 
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et al., 1994; LeNoir et al., 1999; Davidson et al., 2002). Beaucoup d’études qui se sont 

intéressées au lien entre déclin des amphibiens et pollution se sont orientées sur les effets 

conduisant à des impacts sur la survie des individus  (Rohr et al., 2006; Relyea, 2009; Kerby 

et al., 2010). Cependant, des perturbations du développement, de la reproduction voire 

même du métabolisme peuvent être une conséquence d’une exposition à des polluants tels 

que les perturbateurs endocriniens ; sans provoquer d’effets létaux comme détaillées dans 

la partie 2 de ce chapitre. En impactant la croissance et la reproduction, les perturbateurs 

endocriniens peuvent ainsi provoquer une diminution des recrutements et ainsi amener au 

déclin de certaines populations d’espèces d’amphibiens. 

 

Figure 1.4 : Origines et dispersion des polluants anthropiques et naturels. 
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2. Effets d’une exposition chimique : le cas des perturbateurs 

endocriniens 

2.1 Définition des perturbateurs endocriniens 

Un perturbateur endocrinien est une substance exogène ou un mélange qui altère la ou les 

fonction(s) du système endocrinien et causerait des effets sur la santé d’un individu, de sa 

progéniture ou de la sous-population (WHO, 2012). En revanche, d’après le règlement 

européen 2018/605 de la commission du 19 avril 2018, une notion est ajoutée à cette 

définition. Ainsi, une molécule peut être désignée perturbateur endocrinien si les effets 

observés suite à son exposition sont une conséquence de son mode d’action endocrinien. De 

façon générale, les perturbateurs endocriniens modifient la synthèse, le stockage/relargage, 

le transport, la sécrétion et la dégradation, la liaison et la reconnaissance aux récepteurs, et 

l’activation des hormones. Les organes impliqués dans le système endocrinien sont 

l’hypothalamus, l’hypophyse, la thyroïde, le pancréas, les glandes surrénales (glandes inter-

rénales et supra-rénales) et les gonades (Kloas and Lutz, 2006; Milano and Accordi, 1983) 

(Figure 1.5).  

 

 

Figure 1.5 : Les organes impliqués dans le système endocrinien. 
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Les perturbateurs endocriniens, en agissant sur la régulation hormonale, possèdent une 

grande variété de cibles et l’interconnexion entre les organes implique que des effets sur 

l’un peuvent conduire à des impacts sur les autres (Damstra, 2002). Une des caractéristiques 

des perturbateurs endocriniens est qu’ils peuvent provoquer des effets à faibles 

concentrations sur le système endocrinien qui par la suite peuvent conduire à de forts 

impacts sur le développement, la croissance, la reproduction ou le comportement des 

individus. Les effets des perturbateurs endocriniens peuvent également varier en fonction 

des fenêtres d’exposition, c’est-à-dire en fonction de l’âge des individus ou de leur état 

physiologique. En effet, il existe des « fenêtres de susceptibilité » durant lesquelles les 

individus seront plus sensibles à leurs effets. Les individus exposés aux perturbateurs 

endocriniens durant ces « fenêtres de susceptibilité » (stades précoces, e.g. développement 

fœtal) peuvent également montrer des effets « différés » à des stades postérieurs voire 

même chez leurs descendants et cela même à faible concentration (Pechenik, 2006; 

Debecker et al., 2017). En effet, les stades préliminaires sont des étapes cruciales et 

déterminantes de la santé future d’un individu (Brumana et al., 2017).  

La famille des perturbateurs endocriniens comporte des classes très diversifiées de 

molécules comme les hormones naturelles et synthétiques, les pesticides, les additifs utilisés 

dans l’industrie plastique, les métaux, les détergents et certains polluants organiques 

persistants tels que les polychlorobiphényles (PCB), polychlorodibenzo-p-dioxines (PCDD) ou 

les polychlorodibenzo-furanes (PCDF) et les HAP (Younes, 1999). Ainsi, les perturbateurs 

endocriniens ne sont pas définis par leurs paramètres physico-chimiques mais plutôt par 

leurs effets biologiques notamment sur le système endocrinien (Lopez de Alda and Barceló, 

2001). Enfin, la plupart des perturbateurs endocriniens sont persistants, lipophiles et 

s’accumulent dans l’organisme (Younes, 1999). Le phénomène de bioamplification désignant 

l’augmentation cumulative de la concentration en polluant peut alors s’observer à mesure 

que l’on progresse dans la chaine trophique (Figure 1.6). Ainsi, les espèces faisant parties du 

haut de la chaine trophique ou autrement dit les « grands prédateurs » seraient les plus 

vulnérables à l’exposition à certains perturbateurs endocriniens tels que le nonylphénol, le 

Tributoxyethyl Phosphate, le taxaphène, le méthyl mercure et le 

dichlorodiphényltrichloroéthane (liste non exhaustive) (Suedel et al., 1994; Correa-Reyes et 

al., 2007; Ruhí et al., 2016).  
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Figure 1.6 : Phénomène de bioamplification de certains polluants persistants au sein de la 

chaine trophique. 

 

2.2 Une révolution dans le domaine de la toxicologie 

Les fondements de la toxicologie sont basés sur « Tout est mortel. Rien n’est mortel. C’est 

juste question de quantité » (Paracelse (1493-1541)). D’après Paracelse, il existe une relation 

entre la dose et l’effet, ainsi toutes les molécules deviennent nocives si elles sont 

consommées en très grande quantité. La courbe dose-réponse correspond à une courbe 

sigmoïde : à très faible dose aucun impact n’est constaté tandis qu’à partir d’une forte 

concentration il y a saturation des effets (réponse de 100 %) (Figure 1.7).  
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Figure 1.7 : Courbe dose-réponse non linéaire monotone d’après Paracelse. 

 

Néanmoins, pour certains paramètres physiologiques, les perturbateurs endocriniens ont 

parfois plus d’effet à petite dose ou à dose intermédiaire qu’à fortes doses (Welshons et al., 

2003, 2006). Les perturbateurs endocriniens peuvent suivre des courbes dose-réponse non 

monotones en forme de U ou de U inversé (Vandenberg et al., 2012) (Figure 1.8). La courbe 

dose-réponse en forme de U indique que les réponses maximales sont observées pour les 

faible et forte concentrations tandis que la courbe en U inversé montre qu’une réponse est 

maximale pour des concentrations intermédiaires. À titre d’exemple, des concentrations 

faibles en atrazine accélèrent la métamorphose et augmentent la masse d’individus 

métamorphiques Rhinella arenarum indiquant des doses-réponses non monotones en forme 

de U (Brodeur et al., 2013). Des courbes doses-réponses peuvent également être 

« saturées », par exemple, la diminution de la longueur du corps constatée pour des têtards 

Epidalea calamita a été du même ordre de grandeur que ce soit aux faibles ou fortes 

concentrations de cuivre (García-Muñoz et al., 2009). 
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Figure 1.8 : Courbe dose-réponse non monotone des perturbateurs endocriniens. (A) En 

forme de U. (B) En forme de U inversé. D’après Vandenberg et al. (2012).  

 

La Loi de Haber énonçant que « les effets d’un mélange gazeux […] étaient proportionnels au 

produit du temps d’exposition par la concentration du mélange gazeux » a été démontrée 

par Fritz Haber, prix Nobel en 1918. Ce scientifique a mené une étude toxicologique dans 

laquelle des chats ont été exposés quelques minutes à quelques heures à des gaz de 

combats. Il obtient une relation linéaire entre la concentration du gaz et la durée 

d’exposition et la mort d’un individu et met ainsi en lumière la notion de dose létale 

(Witschi, 1999). En 1927, le scientifique John W. Trevan met en place un premier seuil, la 

dose létale 50 (DL50), défini comme la concentration pour laquelle 50% des individus 

meurent. Au cours des années 1950, René Truhaut a développé le concept de dose 

journalière admissible ou tolérable calculée à partir de la dose létale. En 1961, la dose 

journalière acceptable (DJA) est définie à partir de la dose létale et de la dose maximale sans 

effet (NOEC). Pour la DJA, deux facteurs doivent être appliqués à la concentration choisie : 

(1) un facteur (de 1 à 10) pour prendre en compte les différences inter-espèces, le nombre, 

la cohérence et la fiabilité des études et (2) un deuxième facteur (de 1 à 10) pour la prise en 

compte de la variabilité de la toxicité interindividuelle. Toute la réglementation actuelle sur 

l’exposition à des contaminants repose toujours sur cette notion de dose pour laquelle 

aucun effet n’est observable pour l’homme (NOEC). Les perturbateurs endocriniens, au vu 

de leur courbe dose-réponse non monotone, bouleversent cette « toxicologie classique » qui 

met en place des seuils réglementaires pour la protection des professionnels, des 

consommateurs et de l’environnement.   



Chapitre I : Introduction générale 

47 

 

2.3 Les effets directs et générationnels des perturbateurs endocriniens 

2.3.1 Les effets directs chez les amphibiens 

Plutôt que des effets létaux, certains polluants provoqueraient des effets nocifs sur le 

système endocrinien de la faune aquatique (Bergman et al., 2013; Kumar et al., 2015; Alves 

da Silva et al., 2018; Dang and Kienzler, 2019). En effet, bien que les amphibiens ne soient 

pas plus sensibles aux perturbateurs endocriniens que d’autres espèces (Kaplan, 2009), des 

effets sur les axes thyroïdien (Figure 1.9) et gonadotrope (Figure 1.14) (Hayes et al., 2002; 

Opitz et al., 2005; Hayes et al., 2010b; Langlois et al., 2010; Helbing, 2012) ainsi que sur le 

métabolisme (Figure 1.17) (Regnault et al., 2014, 2016; Shi et al., 2018) ont été montrés chez 

les amphibiens. De plus, un lien pourrait exister entre l’exposition à des perturbateurs 

endocriniens et le déclin de populations d’amphibiens causé, par exemple, par une 

modification de la fitness5 des individus (Fedorenkova et al., 2012).  

 

2.3.1.1 Le système thyroïdien 

2.3.1.1.1 L’axe hypothalamo-hypophyso-thyroïdien 

La production des hormones thyroïdiennes est contrôlée par l’axe hypothalamo-hypophyso-

thyroïdien (Figure 1.9). L’hormone thyréotrope (TRH pour Thyrotropin-releasing hormone) 

sécrétée par l’hypothalamus stimule la synthèse et la libération de l’hormone 

thyréostimuline (TSH pour Thyroid stimulating hormone) au niveau de l’adénohypophyse. 

Chez les amphibiens au stade larvaire, c’est la corticolibérine (CRH) qui joue le rôle de la 

TRH. Par la suite, la TSH stimule la synthèse des hormones thyroïdiennes thyroxine (T4) et 

triiodothyronine (T3) produites à partir d’iode et de l’acide aminé tyrosine. L’hormone T4 est 

une hormone inactive qui se convertit lors d’une déionisation en hormone T3 qui est 

l’hormone active. Il existe un rétrocontrôle négatif de cette régulation : lorsque les taux 

d’hormones thyroïdiennes augmentent, les taux de TRH/CRH et TSH diminuent, et 

inversement (Fort et al., 2007; Denver, 2013) (Figure 1.9).  

                                                           
5 La fitness est la capacité d’un individu à produire des descendants matures, eux-mêmes capables de se 
reproduire.  
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Figure 1.9 : L’axe hypothalamo-hypophyso-thyroïdien. Le sigle TRH désigne l’hormone 

thyréotrope, CRH est la corticolibérine, TSH est l’hormone thyréostimuline et les hormones 

thyroïdiennes sont la triiodothyronine (T3) et la thyroxine (T4). Les flèches bleues montrent 

la synthèse des différentes hormones tandis que les traits rouges indiquent les 

rétrocontrôles. 

 

Les hormones thyroïdiennes jouent un rôle dans le développement, la croissance, la 

métamorphose, le système immunitaire et l’organogénèse chez les amphibiens (Fort et al., 

2007; Denver, 2013). La métamorphose est un processus évoluant en fonction de la dose 

d’hormones thyroïdiennes permettant le passage d’un stade têtard à un stade grenouillette 

(Figures 1.10 et 1.11). L’émergence des membres postérieurs commence au moment de la 

pré-métamorphose (la concentration d’hormones thyroïdiennes est la plus faible) tandis que 

la régression de la queue se déroule à la fin de la métamorphose (la concentration en 

hormones thyroïdiennes totales est la plus élevée) (Figure 1.11).   
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Figure 1.10 : La métamorphose chez les amphibiens (ici X. tropicalis). (A) Têtard. (B) 

Individu métamorphique. Émergence des membres antérieurs et postérieurs. La régression 

de la queue permettant le passage du stade têtard au stade grenouillette se fait dans les 2 

jours. (Photographies : M. Usal). 

 

 

 

Figure 1.11 : Régulation des hormones thyroïdiennes au cours de la métamorphose des 

amphibiens. Modifié et adapté d’après Thambirajah et al. (2019). 
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2.3.1.1.2 Les effets des perturbateurs endocriniens 

La métamorphose est fortement impactée par l’exposition des amphibiens à certains 

perturbateurs endocriniens comme les composés organiques (bisphénol A, nonylphénol), les 

métaux, les herbicides, les insecticides ou les fongicides. Par exemple, une exposition à des 

eaux usées contenant du bisphénol A et du nonylphénol a provoqué un retard de 

métamorphose chez des individus Lithobates pipiens (Sowers et al., 2009). Le même résultat 

a été observé chez des individus Xenopus laevis exposés au bisphénol A (Heimeier et al., 

2009). De plus, des individus Rana temporaria ont également montré un retard de 

métamorphose après exposition à 115 et 252 µg/L de prochloraz (fongicide) (Brande-

Lavridsen et al., 2010). Chez Xenopus laevis, une exposition à 0,1 mg/L de cadmium ou 4,5 

mg/L de lindane (insecticide) inhibe la résorption de la queue à la fin du stade 

métamorphique. Certains perturbateurs endocriniens peuvent également avoir des effets 

stimulateurs du système thyroïdien comme cela est le cas chez des individus Xenopus laevis 

exposés à 0,03 mg/L de nonylphénol pour lesquels une accélération de la résorption de la 

queue a été observée (Fort et al., 2000) ou pour des individus Xenopus laevis exposés à 

l’acétochlore (herbicide) qui ont montré une métamorphose accélérée (Crump et al., 2002).  

Outre les effets observés sur la métamorphose, des effets sur le développement ont 

également été constatés. Des malformations développementales ont été observées au stade 

embryonnaire (nonylphénol, Bombina orientalis, Park et al., 2010) et au stade larvaire 

(méthymazol, Xenopus tropicalis, Tindall et al., 2007) (Figure 1.12). Une diminution de la 

longueur du corps, des membres et de la queue témoignant d’un retard de développement 

est également montrée pour des individus Xenopus laevis exposés à du tétrabromobisphénol 

A (Jagnytsch et al., 2006) ou chez des individus de cette même espèce exposés au sodium 

perchlorate (Gallant and Hogan, 2018). 
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Figure 1.12 : Malformations développementales d’individus Xenopus tropicalis exposés au 

méthymazol (MMI).  (A) Larves non traitées. (B) Larves exposées à 5 mM de MMI.  (C) Larves 

exposées à 10 mM de MMI. D’après Tindall et al., (2007).  

 

En parallèle de ces perturbations sur la métamorphose et le développement, les effets sur le 

système thyroïdien ont été très étudiés chez les amphibiens. Une grande partie de la 

littérature est orientée sur l’étude de la morphologie de la thyroïde (Goleman et al., 2002; 

Tietge et al., 2005; Lorenz et al., 2011), une autre partie de la communauté scientifique s’est 

intéressée à la transcription de gènes impliqués dans la régulation du système thyroïdien 

(Langlois et al., 2010; Lorenz et al., 2016; Thambirajah et al., 2019) tandis que d’autres 

scientifiques ont mis en avant la perturbation de la concentration des hormones 

thyroïdiennes plasmatiques (Goleman et al., 2002) après exposition à des perturbateurs 

endocriniens. Par exemple, des malformations de la thyroïde ont été observées chez 

Xenopus laevis après exposition au progestatif de synthèse lévonorgestrel (Lorenz et al., 

2011) (Figure 1.13) alors que le perchlorate augmenterait la taille de la thyroïde (Tietge et 

al., 2005). Le bisphénol A se lie aux récepteurs thyroïdiens et affecte le signalement de 

l’hormone thyroïdienne T3 chez les amphibiens (Iwamuro et al., 2003, 2006; Goto et al., 

2006; Fini et al., 2007) tandis que le tetrabomobisphénol A inhiberait les récepteurs des 

hormones thyroïdiennes chez des individus Xenopus laevis (Fini et al., 2012). Ces 

perturbations pourraient causer des modifications de l’expression de gènes. Par exemple, 

une augmentation de la transcription des récepteurs des hormones thyroïdiennes 

d’individus Xenopus tropicalis a été constatée après exposition au fadrozole (inhibiteur de 

l’aromatase) ainsi qu’une diminution de l’expression des gènes codant les déiodinases dio1 

et dio2 (enzymes régulant l’activation/désactivation des hormones thyroïdiennes) chez cette 

même espèce après exposition au fadrozole et au finastéride (anti-androgène synthétique) 

(Langlois et al., 2010). Des effets du perchlorate ont également été démontrés sur la 
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concentration plasmatique de l’hormone thyroïdienne T4 inactive chez des têtards Xenopus 

laevis (Goleman et al., 2002). 

 

 

Figure 1.13 : Perturbation morphologique de la thyroïde chez Xenopus laevis après 

exposition à 10-8M de lévonorgestrel. (A) Têtard non traité. (B) Têtard exposé à 10-8M de 

lévonorgestrel. D’après Lorenz et al., (2011). 

 

2.3.1.2 Le système reproducteur 

2.3.1.2.1 L’axe gonadotrope 

L’axe gonadotrope gère la régulation de la différenciation sexuelle dans les premiers stades 

de développement et lors de la reproduction chez l’adulte (Kloas and Lutz, 2009) (Figure 

1.14). L’hormone gonadolibérine (GnRH) est sécrétée par l’hypothalamus puis va stimuler la 

sécrétion d’hormones gonadotrophines par l’adénohypophyse : l’hormone lutéinisante (LH) 

et l’hormone folliculo-stimulante (FSH). Cette sécrétion va stimuler au niveau des gonades la 

synthèse et la libération d’hormones stéroïdiennes sexuelles. Chez les amphibiens femelles, 

le stéroïde sécrété est l’œstrogène 17β-estradiol tandis que chez les mâles les stéroïdes 

androgènes produits sont la 11-kétotestostérone, la testostérone et l’androstanolone (ou 

dihydrotestostérone) suivant les sous-ordres d’amphibiens. Ces stéroïdes, lorsqu’ils sont 

présents en grande quantité, provoquent un rétrocontrôle négatif sur les cellules cibles de 

l’hypothalamus et de l’adénohypophyse (Gracia-Navarro et al., 1990; Kloas et al., 2009) 

(Figure 1.14). L’œstrogène 17β-estradiol est très conservé entre les différents sous-ordres 

d’amphibiens comme chez l’ensemble des vertébrés. Les principaux androgènes sécrétés 
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chez le sous-ordre Anura sont la testostérone et l’androstanolone tandis que chez les 

Urodela (et les poissons également) nous retrouvons principalement la 11-kétotestostérone 

(Kloas et al., 2009). 

 

 

Figure 1.14 : L’axe gonadotrope. Le sigle GnRh désigne l’hormone gonadolibérine, LH est 

l’hormone lutéinisante et FSH indique l’hormone folliculo-stimulante. Les flèches bleues 

montrent la synthèse des différentes hormones tandis que les traits rouges indiquent les 

rétrocontrôles. 

 

2.3.1.2.2 Les effets des perturbateurs endocriniens 

Les principaux effets des perturbateurs endocriniens documentés sur la reproduction se 

situent au niveau de la concentration plasmatique des hormones gonadotrophines et 

stéroïdiennes, de la morphologie des gonades sexuelles, du développement des gamètes 

mais également de leurs impacts sur le comportement et le succès reproducteur d’individus 

adultes. Par exemple, la molécule tamoxifène augmente la transcription des gènes codant 

les hormones LH et FSH chez des femelles Xenopus laevis. Néanmoins, chez les mâles 
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Xenopus laevis exposés au méthyldihydrotestostérone, une diminution de la transcription du 

gène lh a été observée au niveau du cerveau (Urbatzka et al., 2006). L’exposition à 10-8M et 

10-9M de lévonorgestrel chez des individus Xenopus laevis issus des deux sexes amène à la 

diminution de l’ARNm du gène lh. Les changements d’expression de gènes peuvent conduire 

à des perturbations de la sécrétion de la molécule qu’ils régulent. En effet, des altérations de 

la concentration d’hormones stéroïdiennes plasmatiques ont été observées après exposition 

de femelles Xenopus laevis au pentachlorophénol (Orton et al., 2009). Par exemple, chez 

Rana esculenta, une diminution de la concentration plasmatique de lh a été constatée après 

exposition à l’œstrogène nonylphénol (Mosconi et al., 2002). Chez Xenopus laevis, une 

exposition au tamoxifène augmente la concentration plasmatique de 17β-estradiol 

(femelles) tandis qu’une diminution de la concentration plasmatique de cette même 

hormone et de la testostérone est constatée chez des femelles et des mâles exposés à la 

molécule éthinylestradiol (Urbatzka et al., 2007).  

Une perturbation de la sécrétion des hormones gonadotrophines pourrait influencer la 

physiologie des gonades. Chez Xenopus laevis, une exposition au cadmium (Lienesch et al., 

2000), au méthyldihydrotestostérone et tamoxifen (Cevasco et al., 2008) a entrainé une 

diminution du nombre d’ovocytes formés. La diminution peut être due à un impact sur la 

maturation, sur le développement ou même à une destruction des ovocytes. Par exemple, 

Medina et al. (2012) ont montré qu’une exposition au cadmium in vitro induit une 

diminution de la maturation des ovocytes de Bufo arenarum montrant l’impact de ce 

perturbateur endocrinien sur le déroulement de l’ovogenèse. Autres exemples, une 

destruction des ovocytes a également été identifiée après des expositions au cadmium 

(Lienesch et al., 2000; Medina et al., 2012), au méthyldihydrotestostérone, au 17α-éthinyl-

estradiol (Figure 1.15) et au tamoxifen (Cevasco et al., 2008). Enfin, le cadmium diminue 

également la croissance complète des ovocytes issus de femelles Bufo arenarum (Medina et 

al., 2012). Outre ces effets sur l’ovogenèse, les perturbateurs endocriniens dérèglent 

également la spermatogenèse des individus. Le flutamide (anti-androgène) augmente la 

quantité de spermatogonies et de spermatides6 et provoque une diminution des 

spermatozoïdes chez Rhinella schneideri (de Gregorio et al., 2016).  

                                                           
6 Les spermatogonies sont des cellules souches qui forment par division les spermatocytes. Les spermatocytes 
sont des cellules germinales mâles qui deviennent des spermatides puis des spermatozoïdes. 
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Figure 1.15 : Destruction des ovocytes après exposition à des perturbateurs endocriniens. 

Ovocyte atrétique (a) entouré d’ovocytes vitellogéniques issus d’une femelle Xenopus laevis 

exposée au 17α-ethinyl-estradiol. D’après Cevasco et al., (2008).  

 

Enfin, la morphologie et le développement des gonades peuvent être influencés lors 

d’expositions à certains perturbateurs endocriniens. Les perturbateurs endocriniens tels que 

l’atrazine ou la molécule 17α-éthinyl-estradiol peuvent provoquer un sous-développement 

des testicules (Hayes et al., 2003), des individus intersexes (Carr et al., 2003; Hayes et al., 

2002; Mackenzie et al., 2003) (Figure 1.16), des aberrations morphologiques telles que le 

développement de gonades multiples (pouvant aller jusqu’à 6) ainsi qu’une réversion totale 

du sexe (Hayes et al., 2010b). De plus, la molécule 4-nonylphénol biaise également le sexe-

ratio  (Mackenzie et al., 2003) (Figure 1.16B).  

 

 

 

 

 

 

Figure 1.16 : Intersexe chez les amphibiens. (A) Rana pipiens exposée au 17α-éthinyl-

estradiol. On observe un testicule (T) et un ovaire (Ov). (B) Mâles Rana pipiens exposés au 4-

nonylphénol contenant des ovocytes (O) au sein d’un tissu testiculaire (T). On observe une 

régression du tissu testiculaire pour former une cavité ovarienne (C). D’après Mackenzie et 

al., (2003). 
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En plus d’une fécondation perturbée par une exposition à des perturbateurs endocriniens, le 

comportement reproducteur des individus peut également être impacté par ces derniers. Le 

nombre de mâles Pelophylax nigromaculata répondant à l’appel des femelles diminue lors 

d’une exposition au cadmium (Huang et al., 2015). Le fongicide vinclozoline provoque 

également une perturbation comportementale par une diminution des appels des mâles 

exposés (Hoffmann and Kloas, 2010). 

 

2.3.1.3 Le métabolisme énergétique 

2.3.1.3.1 Sa régulation chez les amphibiens 

Les organismes allouent de l’énergie pour la reproduction, la survie et la croissance de façon 

non équitable en fonction des besoins (notion de trade-off7) étant donné que les besoins 

énergétiques peuvent varier au cours des différentes étapes de la vie (Weiner, 1987; Brown 

et al., 1993; King et al., 2011; Bruning et al., 2013). Cette énergie est produite au sein de la 

cellule qui est le siège des conversions énergétiques à partir de molécules extracellulaires 

telles que le glucose ou les acides gras (Figure 1.17). 

Une fois le glucose assimilé par les cellules musculaires, il peut être soit stocké sous forme 

de glycogène (glycogénogenèse) soit utilisé et dégradé en pyruvate (glycolyse). Lorsque que 

la consommation de glucose est supérieure à l’apport en oxygène, le pyruvate est 

transformé en lactate (métabolisme anaérobique), ce qui est le cas lors d’un effort intense 

(Figure 1.17B). En effet, une activité intense n’est possible qu’en utilisant l’énergie du 

métabolisme anaérobie car l’aérobiose n’augmente pas suffisamment rapidement pour le 

permettre (Bennett and Licht, 1974). Dans le cas contraire, le pyruvate est transformé en 

acétyl-CoA qui est un substrat du cycle de Krebs pour produire de l’énergie sous forme 

d’adénosine-triphosphate (ATP) (métabolisme aérobie) grâce à la chaine de transport 

mitochondriale (Figure 1.17B). La production d’énergie chez les amphibiens a été associée à 

une augmentation de la régulation des enzymes de la glycolyse chez des grenouilles du 

genre Rana. Pendant les exercices, ces individus ont également développé une plus grande 

                                                           
7 La notion de trade-off désigne les compromis stratégiques qu'une espèce peut faire dans l'allocation de ses 
ressources pour différents besoins (reproduction ou développement par exemple). 
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musculature comme le montre les quantités importantes de lactate et d’ATP (Bennett, 

1974). En fonction de l’espèce et ainsi de son lien à la prédation, certains amphibiens vont 

plutôt dépendre de la production de lactate pour l’activité musculaire. Par exemple, les 

espèces Rana pipiens et Batrachoseps attenuatus, qui possèdent des mouvements plutôt 

rapides, utilisent préférentiellement le métabolisme anaérobie. Ce dernier génère de grands 

niveaux de lactate ce qui permet à l’individu d’échapper rapidement à une menace de 

prédation mais ne lui permet pas de maintenir un effort sur du long terme. Les espèces peu 

prédatées comme certains crapauds du genre Bufo vont quant à elles produire moins de 

lactate et utiliser préférentiellement le métabolisme aérobie (Gatten, 1987). Chez les 

amphibiens, le lactate musculaire sert de substrat non glucidique pour la formation de 

glucose (néoglucogenèse) (Figure 1.17B). La régulation de la néoglucogenèse pourrait être 

influencée par le pH, la température du corps, la saisonnalité ainsi que certaines hormones 

comme l’insuline (Gleeson, 1991). L’insuline est une hormone sécrétée par les cellules β 

situées au centre des ilots de Langerhans pancréatiques (Francini et al., 1996). Chez les 

amphibiens, le pancréas est composé de différents lobes (trois ou cinq en fonction des 

espèces) qui montrent des morphologies et des contenus en insuline distincts (Von 

Lawzewitsch, 1963; Penhos and Ramey, 1973; Tomita and Pollock, 1981). De façon générale, 

l’insuline va influencer la régulation du métabolisme lipidique et glucidique de différents 

organes. En effet, elle permet l’assimilation du glucose dans les cellules par le biais des 

récepteurs insuliniques et va ainsi favoriser le stockage du glucose dans le muscle 

(glycogénogenèse) (Figure 1.17B). Comme le glucose est un précurseur de synthèse des 

lipides (lipogenèse), son assimilation -activée par l’insuline- va également favoriser la 

lipogenèse dans le tissu adipeux  (Vestri et al., 2007) (Figure 1.17C). Concernant le tissu 

hépatique, l’insuline va également contribuer à l’assimilation de glucose et ainsi diminuer la 

synthèse de glucose hépatique à partir de composés non glucidiques (néoglucogenèse) et du 

glycogène (glycogénolyse) (Figure 1.17A). Certaines espèces d’amphibiens sont également 

capables de rester ou de passer l’hiver sous l’eau (Bradford, 1983) témoignant de leur 

capacité à être tolérant à l’hypoxie ou à l’anoxie. Comme dans le cas d’une activité intense, 

les amphibiens subissant une anoxie ont une augmentation de leur métabolisme 

anaérobique et ainsi de la production de lactate (Rose and Drotman, 1967; Armentrout and 

Rose, 1971; Rose et al., 1971).  
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La régulation du métabolisme lipidique a également été décrite chez les amphibiens. 

L’utilisation des lipides et leur stockage dépendent du stade de vie des amphibiens 

(métamorphose, hibernation) (Sheridan, 1994). En effet, le cycle des lipides présente de 

grandes fluctuations en fonction de la situation physiologique dans laquelle se situe 

l’individu : période de dormance/hibernation (Bradford, 1983), période de production de 

vitellus et de gamètes (Rose and Lewis, 1968), période de reproduction (Rose, 1967) ou 

période de métamorphose (Dodd and Dodd, 1976). Pendant l’hibernation, lorsque les 

conditions météorologiques ou de reproduction sont défavorables, une diminution du ratio 

métabolique impliquant une diminution d’utilisation des réserves énergétiques et donc une 

diminution de l’utilisation de l’oxygène est constatée (Bennett and Dawson, 1976; Van 

Beurden, 1980; Bradford, 1983). Pendant l’hiver, les graisses (lipides) sont les réserves 

principalement utilisées par les amphibiens (Figure 1.17A-B-C). Les lipides tels que les 

triglycérides, les stérols ou les acides gras libres peuvent être stockés au niveau du foie 

(Ackerman, 1949; Rose, 1967) et des adipocytes qui sont des tissus abritant la lipogenèse 

(Anciaux, 1952) (Figure 1.17A-C). La lipogenèse est la formation de lipides tels que les acides 

gras à partir d’acétyl-CoA ainsi que des triglycérides lors de la fusion du glycérol avec les 

acides gras (Figure 1.17A-C). Le foie synthétise également le cholestérol (cholestérogenèse) 

qui est un précurseur des hormones stéroïdiennes ainsi que les sels biliaires (Figure 1.17A). 

Une partie de ces graisses est dégradée et ainsi utilisée (lipolyse dont β-oxydation) pour 

maintenir un métabolisme au repos tandis que le reste est disponible pour la production 

d’œufs (Figure 1.17C). Pendant les périodes dites favorables, l’énergie métabolisable acquise 

est répartie de façon sélective entre la maintenance du métabolisme, la croissance, la 

production de gamètes (vitellogenèse) et le stockage sous forme de sucres, lipides 

(triglycérides principalement) et protéines (Fitzpatrick, 1976). Chez les urodèles, les lipides 

sont stockés principalement dans la carcasse ainsi que dans le tissu adipeux et la queue 

(Fitzpatrick, 1973; Maiorana, 1975) alors que chez les anoures, ils sont stockés dans des 

corps gras situés à l’extrémité des gonades (Noble, 1931) ainsi que dans la région pelvienne, 

la carcasse, les muscles et le foie (Ackerman, 1949; Bush, 1963; Athanasiu and Dragoiu, 

1910; Seymour, 1973). Les corps gras des amphibiens sont constitués principalement de 

lipides mais également de vitamines, de micronutriments et d’androgènes gonadiques (Rose, 

1967). Par exemple, le corps gras d’individus Ambystoma tigrinum (urodèle) est constitué de 

96,6 à 99,7% de lipides comme les triglycérides (principalement), les acides gras libres, les 
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stéroïdes et les phospholipides (Rose and Lewis, 1968). Une variation saisonnière de la taille 

des corps gras est observée en fonction de la période dans laquelle se trouve l’individu. La 

taille des corps gras est maximale avant la période d‘hibernation tandis qu’après la saison de 

reproduction, la taille des corps gras des femelles diminue fortement après la ponte des 

œufs. Il existe une relation négative entre la taille des corps gras abdominaux et les gonades 

étant donné que les corps gras sont nutritifs et essentiels pour le développement des 

gonades (Adams and Rae, 1929; Fitzpatrick, 1976). En effet, des perturbations du 

développement des testicules et des ovaires ont été observées après le retrait des corps gras 

chez Notophthalmus viridescens (urodèles) (Adams and Rae, 1929). De plus, l’absence de 

corps gras chez des femelles Amphiuma means (urodèles) diminue la vitellogenèse 

(production de vitellus) et ainsi la production de réserves ovocytaires. Les lipides stockés 

dans les corps gras sont également essentiels pour la formation des follicules (Rose, 1967). 

Par exemple, une grande quantité d’acides gras (cholestérol ou phospholipides) a été dosée 

dans des ovules de Rana pipiens (Boyd, 1938). Ainsi, pendant l’hibernation, la poursuite de la 

vitellogenèse implique un épuisement drastique des lipides du corps gras ou une diminution 

de sa taille (Fitzpatrick, 1976). Après cette période, une grande partie des lipides sont 

stockés dans les ovocytes correspondant, par exemple, à la moitié des lipides totaux 

d’individus Bufo fowleri (Bush, 1963). Après la période de reproduction, une fois les ovocytes 

pondus, les lipides totaux ont diminué d’un facteur trois et démarrent ainsi une nouvelle 

période de reconstitution des réserves lipidiques avant la venue de la nouvelle période 

d’hibernation.  

En résumé, l’impact des perturbateurs endocriniens sur le métabolisme des amphibiens 

aurait des conséquences sur la survie des individus lors de leur hibernation (lien entre 

stockage énergétique et viabilité des individus), sur leur développement/croissance (lien 

entre synthèse de cholestérol et hormones thyroïdiennes ; lien entre production de lipides 

et développement des gonades) ainsi que sur le succès reproducteur (lien entre 

métabolisme énergétique et vitellogénèse).  
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Figure 1.17 : Principales voies des métabolismes lipidique et glucidique des tissus 

hépatique (A), musculaire (B) et adipeux (C). Le glucose est assimilé par les cellules à travers 

deux voies : (1) à partir de l’alimentation via le milieu extracellulaire et (2) par sa synthèse 

hépatique à partir de composés non glucidiques (néoglucogenèse, tissus hépatique et 

musculaire). Une fois assimilé par les cellules, le glucose est transformé en glucose-6-

phosphate (glucose-6P). La voie glycogénogenèse, présente dans les tissus hépatique et 

musculaire, permet la transformation du glucose-6P sous une forme de stockage, le 

glycogène. La dégradation du glycogène en glucose-6P est la voie de la glycogénolyse se 

déroulant également dans les tissus hépatique et musculaire. Le glucose-6P peut être 

dégradé en pyruvate (glycolyse), au niveau des tissus hépatique, musculaire et adipeux, dans 

le but de produire de l’énergie. Des acides aminés sont également assimilés par les cellules 

pour la synthèse de protéines et de pyruvate qui sert de substrat pour la néoglucogenèse. Le 

pyruvate en absence d’oxygène est transformé en lactate (métabolisme anaérobie, tissu 

musculaire) tandis qu’en présence d’oxygène il est transformé en acétyl-CoA (métabolisme 

aérobie, tissus hépatique, musculaire et adipeux). L’acétyl-CoA rentre dans la mitochondrie 

afin d’alimenter le cycle de Krebs pour la production d’énergie sous forme d’ATP. Outre les 

composés protéiques et glucidiques, la dégradation des triglycérides en acides gras (lipolyse, 

tissu adipeux) puis l’entrée de ces derniers dans le cycle de Krebs (β-oxydation, tissus 

hépatique, musculaire et adipeux) permettent également la production d’énergie. Les acides 

gras sont synthétisés à partir de l’acétyl-CoA et du malonyl-CoA (lipogenèse) dans les tissus 

hépatique et adipeux. Les acides gras et le glycérol issu de la glycolyse sont des précurseurs à 

la synthèse de triglycérides. Au niveau hépatique, l'hydroxyméthylglutaryl-coA réductase 

(HMG-CoA) provient de la condensation des molécules d’Acétyl-CoA et est un précurseur de 

la synthèse de lanostérol et de cholestérol (cholestérogenèse). Ce dernier a un rôle dans la 

synthèse de sels biliaires (décomposition des aliments) et compose certaines hormones 

sexuelles telles que la testostérone. L’insuline est produite par les ilots de Langerhans 

pancréatiques. Elle active l’assimilation du glucose dans les cellules et ainsi favorise la 

glycogénogenèse dans le tissu musculaire et la lipogenèse dans la cellule adipeuse tandis 

qu’elle va inactiver la néoglucogenèse et la glycogénolyse du tissu hépatique. VLDL : Very 

Low Density Lipoprotein ou lipoprotéine de très basse densité synthétisée à partir de 

triglycérides, cholestérol et apoliprotéines permettant le transport des lipides synthétisés 

par le foie ; Chylomicrons : lipoprotéines responsables du transport des lipides issus de 

l’alimentation ; HMG-CoA : Hydroxyméthylglutaryl-CoA réductase. 
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2.3.1.3.2 Les effets des perturbateurs endocriniens 

Beaucoup d’études se sont focalisées sur les impacts des perturbateurs endocriniens sur les 

axes hypothalamo-hypophyso-thyroïdien et gonadotrope (Figures 1.9 et 1.14) mais les 

études s’intéressant au lien entre les perturbateurs endocriniens et les désordres 

métaboliques commencent seulement à apparaitre. Chez les vertébrés, un lien entre des 

perturbateurs endocriniens tels que l’atrazine, le benzo[a]pyrène, les tributylétains ou le 

bisphénol A et des syndromes métaboliques a pourtant été démontré (Heindel et al., 2017; 

Petrakis et al., 2017). De façon plus précise, certains perturbateurs endocriniens auraient des 

effets obésogène et diabétogène (Chevalier and Fénichel, 2015; Gore et al., 2015; Legler et 

al., 2015). Chez les amphibiens, l’exposition d’individus Bufo gargarizans au mercure 

influence la transcription de gènes liés au métabolisme lipidique (Shi et al., 2018). Une 

exposition de femelles Xenopus tropicalis à 10 µg/L de benzo[a]pyrène pendant 24 heures 

perturbe également la transcription de gènes du métabolisme impliqués dans les voies de 

biosynthèse du cholestérol, du signalement de l’insuline ou de la néoglucogenèse/glycolyse  

témoignant du développement d’un phénotype d’insulino-résistance8 (Regnault et al., 2014) 

(Figure 1.17). Chez ces femelles, des effets semblables à une stéatose hépatique non-

alcoolique (NAFLD pour Non Alcoholic Fatty Liver Disease) ont également été observés 

(Figure 1.18). Des mâles Xenopus tropicalis exposés à 10 µg/L de benzo[a]pyrène et de 

triclosan durant 24 heures ont également développé ce syndrome d’insulino-résistance 

couplé à la stéatose hépatique non-alcoolique (Regnault et al., 2016) (Figure 1.18). La NAFLD 

est une pathologie hépatique provoquée par une accumulation de triglycérides. La 

pathologie peut évoluer en stéato-hépatite non alcoolique (NASH pour Non Alcoolic 

SteatoHepatitis) lors du développement d’une inflammation et de mort cellulaire (Figure 

1.18). La NASH peut ensuite évoluer en fibrose puis en cirrhose lors d’une augmentation et 

d’une invasion de tissu conjonctif fibreux, évoluant en carcinome hépatique (Figure 1.18). 

L’ensemble des effets du benzo[a]pyrène et du triclosan décrits plus hauts sur les individus 

Xenopus tropicalis adultes résultent d’une exposition aigue, c’est-à-dire à forte 

concentration et sur des temps d’exposition courts. Cependant, le métabolisme énergétique 

étant étroitement coordonné avec la croissance, le développement et la reproduction des 

animaux (Cliff and Dalton, 2017) (Figure 1.17), les potentiels impacts des perturbateurs 

endocriniens (présents dans l’environnement) sur le métabolisme énergétique des 

amphibiens se doivent d’être mieux compris. 

                                                           
8 L’insulino-résistance est une pathologie définie par une non reconnaissance de l’insuline plasmatique par ses 
récepteurs présents sur les tissus périphériques (tissus hépatique, musculaire et adipeux) qui se traduit par une 
intolérance au glucose (Okamato et al., 2011). 
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Figure 1.18 : Evolution spectrale de la pathologie de la stéatose hépatique non-alcoolique 

chez les mammifères (NAFLD). 

 

2.3.2 Les effets multi- et trans-générationnels chez d’autres espèces 

aquatiques 

Comme décrit précédemment, l’exposition à un perturbateur endocrinien au cours de la vie 

des organismes peut provoquer des effets directs mais également des effets sur leur 

descendance. On constate alors un décalage dans le temps entre le moment de l’exposition 

et l’observation des effets (O’Connor et al., 2014). Lorsque les effets se manifestent chez des 

descendants indirectement exposés (e.g. lors de la gamétogenèse parentale), on parle 

d’effets multigénérationnels. Les effets transgénérationnels sont quant à eux observés chez 

des descendants n’ayant jamais été exposés (Skinner et al., 2010; Jensen, 2013). Étant donné 

que l’état physiologique des individus est lié à leur exposition à des perturbations 

environnementales ainsi qu’à celle de leurs ascendants (Stoks and Córdoba-Aguilar, 2012; 

O’Connor et al., 2014), leur vulnérabilité face à ces changements environnementaux pourrait 
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augmenter. Les effets différés pourraient également perturber le rétablissement d’une 

population (résilience) ayant subi une perturbation sur le long terme, et ce bien après 

l’exposition (Bonduriansky and Day, 2009). Pour évaluer l’impact différé de certaines 

pressions chimiques, il serait nécessaire d’améliorer la compréhension des réponses des 

populations dans les écosystèmes en réalisant des études générationnelles (Ares, 2003), 

mais aucune étude multi- ou trans-générationnelle n’a été menée sur les amphibiens. Ainsi, 

quelques études démontrant les effets transmis de perturbateurs endocriniens potentiels 

sur d’autres espèces aquatiques (poissons, crustacés, mollusques) seront mentionnées dans 

cette partie (Tableau 1.2). 

Les effets transmis des perturbateurs endocriniens sur les descendants touchent le 

comportement (Knecht et al., 2017; Alfonso et al., 2019), la reproduction (Hill and Janz, 

2003; Nice et al., 2003; McKenney, 2005; Holdway et al., 2008; Reátegui-Zirena et al., 2017; 

Castro et al., 2018), le développement (Matta et al., 2001; Vandegehuchte et al., 2010; 

Faßbender and Braunbeck, 2013; Corrales et al., 2014a; Lombó et al., 2015; Seemann et al., 

2015; Knecht et al., 2017; Po and Chiu, 2018), le métabolisme (Holdway et al., 2008; Lombó 

et al., 2015; Seemann et al., 2015) ainsi que la survie des individus (Matta et al., 2001; Nice 

et al., 2003; Faßbender and Braunbeck, 2013; Plautz and Salice, 2013; Corrales et al., 2014a). 

Concernant le comportement, des individus F1 Danio rerio issus de parents (F0) exposés à un 

mélange de 22 PCB et de 7 polybromodiphényl éther (PBDE) ont montré une augmentation 

de leur activité locomotrice tandis que les individus des générations F2, F3 et F4 ont montré 

une baisse de cette activité (Alfonso et al., 2019). Une hyperactivité de locomotion a 

également été observée chez des individus F2 Danio rerio issus de parents exposés (F0) au 

benzo[a]pyrène (Knecht et al., 2017). Les effets transmis peuvent également impacter le 

système reproducteur en féminisant le sexe-ratio d’individus F2 Americamysis bahia issus de 

grands-parents exposés au fénoxycarbe (insecticide) (McKenney, 2005) ou en augmentant 

l’âge à la première reproduction d’individus F1 Daphnia magna issus de parents exposés au 

sulfate de cuivre et au paracétamol (Castro et al., 2018). D’autre part, il a été constaté une 

diminution de l’indice gonado-somatique (rapport de la masse des testicules sur la masse du 

corps de l’individu) chez des mâles F1 Melanotaenia fluviatilis issus de parents exposés à 

l’endosulfan (insecticide) (Holdway et al., 2008). De plus, une diminution du succès 

d’éclosion des œufs de génération F1 issue de l’exposition des parents F0 à des 

perturbateurs endocriniens a été observée chez Lymnea stagnalis (exposition au cadmium) 

et Danio rerio (exposition au 17α-éthinylestradiol et nonylphénol) (Hill and Janz, 2003; 
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Reátegui-Zirena et al., 2017). Cette même diminution d’éclosion a été notée pour les œufs 

de la génération F2 Melanotaenia fluviatilis issue d’une génération F0 exposée à 

l’endosulfan (Holdway et al., 2008). Plusieurs études ont montré des effets multi- et trans-

générationnels sur le développement des individus. Par exemple, une diminution de la taille 

a été observée chez des individus F1 Daphnia magna issus d’exposition parentale à 7,4 mg/L 

de 5-azacytidine (médicament anti-cancéreux) (Vandegehuchte et al., 2010). Des individus 

F1 Fundulus heteroclitus issus d’exposition parentale au PCB ainsi que des individus F1 Danio 

rerio issus de parents exposés au méthyl méthanesulfonate ont montré une augmentation 

de leur masse (Matta et al., 2001; Faßbender and Braunbeck, 2013). De plus, une 

perturbation du développement embryonnaire a été observée chez des descendants F2 

Crepidula onys issus d’exposition des grands-parents au 2,2',4,4'-tétraobromodiphényl éther 

(BDE-47) (Po and Chiu, 2018). Toujours lié au développement, des malformations du cerveau 

ont été observées chez des individus F2 et F3 Danio rerio ainsi que des déformations du 

squelette chez des individus F1, F2 et F3 Oryzias latipes issus de la génération F0 exposée à 

des concentrations non environnementales de benzo[a]pyrène (entre 0,25 et 25 µg/g de 

poisson et 1 µg/L) (Corrales et al., 2014a; Seemann et al., 2015). Enfin, des effets sur le 

métabolisme ont été considérés tels qu’une sous-transcription de gènes impliqués dans les 

voies de signalisation de l’insuline chez des individus F1 et F2 Danio rerio issus de 

l’exposition de la génération F0 au bisphénol A (Lombó et al., 2015) ou une expression 

différentielle de gènes impliqués dans le métabolisme osseux d’individus F1, F2 et F3 Oryzias 

latipes issus de l’exposition de la génération F0 à 1 µg/L de benzo[a]pyrène (Seemann et al., 

2015). 

Le faible nombre d’études sur les effets générationnels s’explique par le coût important de 

celles-ci que ce soit au niveau du matériel nécessaire ou bien à celui de la maintenance 

humaine. Ainsi, les études se sont principalement orientées sur des espèces au cycle de vie 

relativement court (daphnies, mollusques ou le poisson zèbre) et sur les générations F0 et 

F1. Malgré l’importance de comprendre les effets transmis, la réglementation actuelle, 

comme énoncée précédemment (Partie 2.2), ne se base que sur les effets directs 

d’expositions aigues ou chroniques. Lorsque des tests de toxicité chronique sont réalisés sur 

plusieurs générations, il est malgré tout impossible de différencier les effets multi- ou trans-

générationnels des effets directs car les effets différés sont masqués par une exposition 

continue (OCDE, 2015). Ainsi, le décalage temporel entre l’exposition et les effets remet une 

nouvelle fois en question l’évaluation actuelle des risques écologiques (Coutellec and Barata, 

2013). 
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Espèce Molécule(s) chimique(s) 
Concentration 

d'exposition de la 
génération F0 

Stade et durée 
d'exposition de la 

génération F0 

Effets multi- ou trans-générationnels 
(Génération) 

(Référence bibliographique) 

Fundulus heteroclitus 
(piscicoles) 

polychlorobiphényl (PCB) 
(Arochlor 1268) 

0,4; 2; 4 et 15 µg/g  adulte, 6 semaines 
Augmentation de la masse (F1), Diminution 

survie larvaire (F2) 
(Matta et al., 2001) 

Danio rerio (piscicoles) 17α-éthinylestradiol  10 ng/L 
juvénile, jour 2 au jour 60 

post-éclosion 
Diminution viabilité des œufs et succès d'éclosion 

(F1) 
(Hill and Janz, 2003) 

Danio rerio (piscicoles) nonylphénol 100 µg/L 
juvénile, jour 2 au jour 60 

post-éclosion 
Diminution viabilité et éclosion des œufs (F1) (Hill and Janz, 2003) 

Melanotaenia fluviatilis 
(piscicoles) 

endosulfan  
(insecticide) 

1; 5; 10; 22; 33 et 50 µg/L adulte, 4 heures 
Diminution indice gonado-somatique (mâles) 

(F1), indice hépato-somatique (femelle) (F1) et 
succès d'éclosion (F2) 

(Holdway et al., 2008) 

Danio rerio (piscicoles) méthyl methanesulfonate 2-8 mg/L 
adulte, de la fécondation 

jusqu'à 1 an 
Augmentation masse ! et " et diminution survie 

(F1) 
(Faßbender and Braunbeck, 2013) 

Danio rerio (piscicoles) benzo[a]pyrène 0,25-25 µg/g de poisson adulte, 23 jours 
Impact sur la taille (F1 et F2), malformation du 

cerveau (F2 et F3), mortalité (F1) 
(Corrales et al., 2014a) 

Danio rerio (piscicoles) bisphénol A  100 et 2000 µg/L 
adulte, 14 premiers jours de 

la spermatogenèse 

Malformations cardiaques, diminution des ARNm 
insra et insrb (voie de signalisation de l'insuline) 

(F1 et F2) 
(Lombó et al., 2015) 

Oryzias latipes (piscicoles) benzo[a]pyrène 1 µg/L adulte, 21 jours 
Déformation du squelette et différence 
d'expression de gènes impliqués dans le 

métabolisme des os (F1 à F3) 
(Seemann et al., 2015) 

Danio rerio (piscicoles) benzo[a]pyrène 5 et 10 µmol/L stade embryon et larvaire 

Hyperactivité de locomotion (F2), diminution du 
fonctionnement mitochondrial (F1 et F2) et 

augmentation de l'indice de masse corporelle (F1 
et F2) 

(Knecht et al., 2017) 

Insra : Insulin recpetor α; insrb : insulin receptor β  

Tableau 1.2 : Effets multi- et trans-générationnels de perturbateurs endocriniens potentiels en écotoxicologie. 
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Espèce Molécules chimiques 
Concentration 

d'exposition de la 
génération F0 

Stade et durée 
d'exposition de la 

génération F0 

Effets multi- ou trans-générationnels 
(Génération) 

(Référence bibliographique) 

Danio rerio (piscicoles) 

Mélange de 22 
polychlorobiphényl (PCB) et 

de 7 polybromodiphényl 
éther (PBDE) 

- 
stade larvaire au stade 

adulte 
Augmentation activité locomotrice (F1), 

diminution activité locomotrice (F2, F3 et F4) 
(Alfonso et al., 2019) 

Americamysis bahia (crustacés) 
Fénoxycarbe 
(insecticide) 

6 et 43 µg/L 
adulte, sur toute la durée de 

vie 
Diminution du nombre de descendants, 

féminisation du sexe-ratio (F2) 
(McKenney, 2005) 

Daphnia magna (crustacés) 
5-azacytidine  

(médicament anti-cancéreux) 
7,4 mg/L à partir du stade nouveau-né 

Diminution du nombre de juvéniles viables et de 
la taille (F1) 

(Vandegehuchte et al., 2010) 

Daphnia magna (crustacés) sulfate de cuivre 0,037; 0,051 et 0,072 mg/L juvénile, 21 jours 
Augmentation de l'âge à la première 

reproduction (F1) 
(Castro et al., 2018) 

Daphnia magna (crustacés) paracétamol 4 mg/L juvénile, 21 jours 
Augmentation de l'âge à la première 

reproduction (F1) 
(Castro et al., 2018) 

Crassotrea gigas (mollusques) nonylphénol 1 et 100 µg/L larve, 48 heures  Diminution survie (F1) (Nice et al., 2003) 

Physa pomilia (mollusques) cadmium 2 et 20 µg/L adulte, 7 jours Diminution survie (F1) (Plautz and Salice, 2013) 

Lymnaea stagnalis (mollusques) cadmium 200 et 400 µg/L adulte, 6 semaines Diminution du succès d'éclosion (F1) (Reátegui-Zirena et al., 2017) 

Crepidula onys (mollusques) 
2,2',4,4'-

tétraobromodiphényl éther 
(BDE-47) 

10 µg/L 
stade larvaire au stade 

adulte 
Perturbation du développement embryonnaire 

(F2) 
(Po and Chiu, 2018) 

 

Tableau 1.2 (suite) : Effets multi- et trans-générationnels de perturbateurs endocriniens potentiels en écotoxicologie. 
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3. Modèles chimiques et biologique  

3.1 Le benzo[a]pyrène 

3.1.1 Caractéristiques physico-chimiques  

Le benzo[a]pyrène (C20H12) est une molécule organique constituée de 20 atomes de carbone 

et de 12 atomes d’hydrogène composant 5 cycles benzéniques (Tableau 1.3). La stabilité 

chimique du benzo[a]pyrène est responsable de sa persistance dans l’environnement 

(Temps de demi-vie = entre 2 et 9490 jours) (INERIS, 2006) (Tableau 1.3). Sa faible solubilité 

dans l’eau (3.10-3 mg/L), sa forte hydrophobicité (Log Kow= 6,07) ainsi que son coefficient 

d’adsorption carbone organique/eau élevé (Koc= 5.106 L/kg) expliquent son importante 

adsorption sur les sédiments et matières organiques (INERIS, 2006) (Tableau 1.3). Le 

benzo[a]pyrène a été décrit comme cancérigène et mutagène pour l’homme (Menzie et al., 

1992; Wang et al., 2002) ainsi que perturbateur endocrinien par plusieurs pays comme les 

États-Unis ou tous les membres de l’Union Européenne (Petersen et al., 2007a; USEPA, 

2010).  

 

Nom IUCPA Benzo[a]pyrène 
CAS 50-32-8 

Formule chimique C20H12 

Formule  

 

Masse molaire (g/mol) 252,31 
Log Kow

1 6,07 (entre 5,97 et 6,5)  
Koc (L/kg)2 5.106 

Temps de demi-vie (jours) 
2 à 26 (eau, milieu aérobie)    

2 à 9490 (sol, milieu aérobie) 

Solubilité dans l'eau à 25°C (mg/L)  3.10-3 

 

Tableau 1.3 : Caractéristiques physico-chimiques du benzo[a]pyrène. D’après INERIS 

(2006). 1Log Kow = Log du coefficient de partition octanol/eau ; 2Koc = Coefficient d’adsorption 

carbone organique/eau. 

C2020H1212



Chapitre I : Introduction générale 

69 

 

3.1.2 Origine et concentrations environnementales 

Le benzo[a]pyrène appartient à la famille des hydrocarbures aromatiques polycycliques 

(HAP) et est un marqueur des HAP totaux en milieux industriels et environnementaux (Lin et 

al., 2002). Les HAP, concentrés principalement près des centres urbains, proviennent de la 

combustion incomplète et de la pyrolyse de la matière organique (Hyötyläinen and Oikari, 

2004) mais sont également présents en grande quantité dans les roches sédimentaires et le 

pétrole (Henner et al., 1999). Ils sont émis par le transport, les sols remis en suspension, la 

production d’électricité et de chaleur, la combustion des ordures ménagères, les procédés 

industriels, le tabagisme et la contamination des huiles de schistes (National Academy of 

Science Reports, 1972; Omar et al., 2002; Sakai et al., 2002; Yang et al., 2002a; Dyke et al., 

2003). Les HAP tels que le benzo[a]pyrène sont donc produits non intentionnellement par les 

activités humaines mais également par des sources naturelles comme les feux de forêts ou 

les éruptions volcaniques. Les HAP se retrouvent dans l’atmosphère, dans les sols, les voies 

navigables et les océans ainsi que dans les réseaux trophiques (Andelman and Suess, 1970; 

Shabad et al., 1971; National Academy of Science Reports, 1972). Ils se retrouvent 

principalement dans l’atmosphère où ils peuvent être transportés sur de longues distances, 

contaminant ainsi d’autres écosystèmes par des dépôts secs ou humides sur les sols et leur 

couvert végétal ou les eaux de surface (Srogi, 2007) (Figure 1.4). Les concentrations 

environnementales dosées du benzo[a]pyrène sont détaillées dans le tableau 1.4. 
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Type d'échantillon Lieu géographique 
Concentration 

maximale (ng/L) 
(Référence bibliographique) 

Neige/glace Dübendorf (Suisse) 3,7  (Leuenberger et al., 1988) 

Eau de pluie 
Macédoine (Grèce) 6 (Manoli et al., 2000)  

Alsace (France) 205,9  (Delhomme et al., 2008) 
Delta du Nil (Égypte) 460 (Badawy et al., 1995) 

Elbe (Allemagne) 16 (Götz et al., 1998)  
Macédoine (Grèce) 1,7 (Manoli et al., 2000)  

Baie de Daya (Chine) 4799  (Zhou and Maskaoui, 2003) 

Eau de surface Rivière des Perles (Chine) 0,02 (Luo et al., 2004)  

Hangzhou (Chine) 3575  (Zhu et al., 2004) 
Lac Nansi (Chine)  0,09  (Zhang et al., 2007) 

Seine (France) 270  (Gasperi et al., 2009) 
Tibre (Italie) 25,4 (Patrolecco et al., 2010)  

Chine 1871,7 (Wu et al., 2011)  

  Rivière Mithi (Inde) 12020  (Singare, 2016) 
 

Tableau 1.4 : Concentration maximale du benzo[a]pyrène dosée dans l’environnement. 

 

3.1.3 Écotoxicité sur les amphibiens 

Les voies d’exposition des anoures au benzo[a]pyrène sont multiples (inhalation, ingestion, 

contact dermique) à cause du caractère ubiquiste de cet HAP (Collins et al., 1991; Kanaly and 

Harayama, 2000).  

Chez les amphibiens, la génotoxicité du benzo[a]pyrène a été principalement étudiée et est 

issue de sa biotransformation par le foie en métabolites électrophiles capables de se lier aux 

sites nucléophiles de l’acide désoxyribonucléique (ADN) par liaison covalente (Tableau 1.5). 

Ces liaisons à l’ADN sont communément nommées « adduits à l’ADN » et ont été observées 

chez des têtards Xenopus laevis et des larves Pleurodeles waltl pour des expositions au 

benzo[a]pyrène comprises entre 4 et 200 µg/L (Sadinski et al., 1995; Morse et al., 1996; 

Marty et al., 1998). De nombreuses études ont montré une augmentation des micronoyaux 

après exposition au benzo[a]pyrène démontrant une forte intensité de dommages 

chromosomiques (Fernandez and l’Haridon, 1994; Djomo et al., 1995; Sadinski et al., 1995; 

Mouchet et al., 2005; Marquis et al., 2009; Fanali et al., 2018). Des enzymes impliquées dans 

la métabolisation du benzo[a]pyrène telles que les cytochromes P450 apparaissent 

augmentées chez des femelles adultes Xenopus laevis. Chez Pelophylax kl. Esculentus ou 
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Pleurodeles waltl, ce sont les activités enzymatiques P450-dépendantes éthoxycoumarine-O-

dééthylase (ECOD) ou éthoxyrésorufine-O-dééthylase (EROD) ainsi que les activités 

glutathion-S-transférase (GST) qui sont induites  (Marty et al., 1998; Colombo et al., 2003; 

Reynaud et al., 2012) (Tableau 1.5). Bien que le benzo[a]pyrène ait été classifié comme 

perturbateur endocrinien (Petersen et al., 2007a; USEPA, 2010), ses effets sur les fonctions 

endocrines des amphibiens ont été peu étudiés. Quelques travaux ont montré une 

diminution de la croissance ainsi qu’une augmentation de la durée larvaire d’individus 

Xenopus laevis  (Sadinski et al., 1995; Saka, 2004) (Tableau 1.5). Très récemment, Regnault et 

al. (2014, 2016) ont mis en évidence une perturbation métabolique chez des femelles et des 

mâles Xenopus tropicalis lors d’une exposition court-terme au benzo[a]pyrène (10 µg/L) 

(Tableau 1.5). Les voies de signalisation hépatique de l’insuline, de la glycolyse, de la 

néoglucogenèse et de la biosynthèse de cholestérol semblent perturbées (Figure 1.17). Ces 

désordres métaboliques ont été accompagnés d’une détérioration du tissu hépatique 

démontrée par une augmentation de l’activité de l’enzyme alanine transférase (ALAT), d’une 

diminution des jonctions serrées ainsi que du développement d’une stéatose hépatique  

(Regnault et al., 2014, 2016) (Figure 1.18). 
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Espèce Ordre Stade Temps d'exposition 
Concentration 
d'exposition 

Impacts (Référence bibliographique) 

Xenopus laevis Anura jeune adulte 8 et 14 jours 10 et 125 μg/g Dommage à l'ADN (Höhn-Bentz et al., 1983) 

Xenopus laevis Anura embryon 96 h 2,5 et 7,5 μg/mL Malformations intestin et bouche (Fort et al., 1989) 

Pleurodeles watl Urodela embryon 5 jours 50 µg/L Mortalité (Fernandez and L’Haridon, 1992) 

Pleurodeles waltl Urodela larve 8 jours 25, 50 et 500 μg/L Augmentation micronoyaux érythrocytaires (Fernandez and l’Haridon, 1994)  

Pleurodeles watl Urodela larve 12 jours 4, 40 et 200 µg/L Augmentation micronoyaux érythrocytaires  (Djomo et al., 1995) 

Xenopus laevis Anura têtard 16 jours 

7,8 ; 15,6 ; 31,3 ; 62,5 et 
125 µg/L 

Augmentation durée larvaire et micronoyaux érythrocytaires (Sadinski et al., 1995) 

62,5 µg/L Augmentation adduits à l'ADN (Sadinski et al., 1995) 

Xenopus laevis Anura têtard 1 jour 50 et 100 µg/L Augmentation adduits à l'ADN (Morse et al., 1996) 

Pleurodeles waltl Urodela larve 12 jours 
4, 40 et 200 μg/L Augmentation adduits à l'ADN (Marty et al., 1998) 

40 et 200 μg/L Augmentation activité EROD (Marty et al., 1998) 

Xenopus laevis Anura femelle adulte 72, 120 et 168 h 100 mg/kg Augmentation P450 hépatique  (Colombo et al., 2003) 

Xenopus laevis Anura embryon 4 jours Entre 333 et 3 330 μg/L Diminution croissance (Saka, 2004) 

Xenopus laevis Anura têtard 12 jours 125, 1 000 et 10 000 μg/L Mortalité et augmentation micronoyaux érythrocytaires (Mouchet et al., 2005) 

Rana temporaria Anura têtard 6 jours 50, 250 et 500 μg/L Augmentation micronoyaux érythrocytaires  (Marquis et al., 2009) 

Pelophylax kl. esculentus Anura femelle adulte 8 jours 10 μg/L Augmentation activités ECOD et GST (Reynaud et al., 2012) 

Xenopus laevis Anura têtard 9 jours 
8,36 ; 14,64 ; 89,06 et 

309,47 μg/L 
Augmentation transcription HSP70 et IL-1β (Martini et al., 2012) 

Xenopus tropicalis  Anura femelle adulte 24 heures à 8 jours 10 μg/L 
Enrichissement des voies de l'insuline, de la glycolyse et 

néoglucogenèse, diminution biosynthèse du cholestérol et des 

jonctions serrées 
(Regnault et al., 2014) 

Xenopus tropicalis  Anura mâle adulte 12, 18 et 24 heures 10 μg/L 
Stéatose hépatique, augmentation de l’activité ALAT et 

enrichissement des voies de la glycolyse/néoglucogenèse, 
diminution des jonctions serrées 

(Regnault et al., 2016) 

Palaegithalus cuvieri Anura mâle adulte 7 jours 2 mg/kg 
Augmentation micronoyaux et neutrophiles, diminution de l'aire 

mélanomacrophage 
(Fanali et al., 2018)  

Leptodactylus fuscus  Anura mâle adulte 7 jours 2 mg/kg 
Augmentation micronoyaux, lymphocytes et éosinophiles, 

diminution de l'aire mélanomacrophage 
(Fanali et al., 2018)  

 

EROD : activité enzymatique éthoxyrésorufine-O-dééthylase, ECOD : activité enzymatique éthoxycoumarine-O-dééthylase, GST : activité enzymatique gluthatione-S-transférase, HSP70 : 70 
kilodalton heat shock protein, IL-1β : Interleukin-1 beta, ALAT : ALAnine Transférase.  

 
Tableau 1.5 :  Effets du benzo[a]pyrène sur différents stades d’espèces d’amphibiens.
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3.1.4 Mode d’action  

Le mode d’action du benzo[a]pyrène sur le système endocrinien et notamment sur le 

récepteur aux œstrogènes trouverait son origine à travers l’activation du récepteur Aryl 

hydrocarbon (Ah-R) (Matsunawa et al., 2009; Terashima et al., 2018). Les ligands tels que les 

molécules de benzo[a]pyrène se lient au récepteur Ah-R entrainant sa translocation 

nucléaire. Dans le noyau, il s’associe au translocateur nucléaire du récepteur Ah (ARNT) et 

interagit avec les éléments de réponses xénobiotiques (XRE) présents dans les gènes cibles 

du récepteur Ah (Matthews and Gustafsson, 2006; Taft et al., 2018). Plusieurs mécanismes 

ont été proposés pour expliquer l’impact du R-Ah sur le récepteur aux œstrogènes. 

L’hétérodimère Ah-R/ARNT peut inhiber l’activité des récepteurs des œstrogènes par 

compétition au niveau des promoteurs lors de sa liaison aux séquences XRE. Il a également 

été décrit une compétition entre le R-Ah et le récepteur aux œstrogènes pour l’ARNT qui est 

également nécessaire à l’interaction du récepteur aux œstrogènes avec ses séquences cibles 

sur l’ADN. Enfin, l’hétérodimère Ah-R/ARNT peut également réguler la synthèse et le 

métabolisme des œstrogènes via une induction des cytochromes P450 (Matthews and 

Gustafsson, 2006). 

 

3.2 Le triclosan 

3.2.1 Utilité et caractéristiques physico-chimiques  

Le triclosan (C12H7Cl3O2), également nommé 5-chloro-2-[2,4-dichloro-phenoxy]-phenol, est un 

organochloré de synthèse, non ionique et antimicrobien (bactéricide, fongicide) (Tableau 

1.6). Il est utilisé dans les produits de soin personnel comme les savons, les déodorants, les 

dentifrices, les crèmes et les plastiques (Bhargava and Leonard, 1996; Orvos et al., 2002). Sa 

première introduction date des années 1970 pour son utilisation dans les hôpitaux (Yueh 

and Tukey, 2016) puis entre 1992 et 1999, il a été introduit dans une majorité des produits 

de soin (Schweizer, 2001). D’après le suivi de l’Agence des contrôles des substances toxiques 

aux États-Unis, la production de triclosan en 1977 se situait entre 2,3.10-4 et 4,5.10-4 tonnes 

par an. Cette production a été multipliée par dix en 1998, passant de 450 à 4500 puis jusqu’à 
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plus de 6000 tonnes en 2011. En 2015, une diminution à 4800 tonnes a ensuite été observée 

probablement à cause des effets recensés dans la littérature scientifique (Fang et al., 2010a). 

Le premier site d’action anti-bactérienne décrit pour cette molécule est la membrane 

cytoplasmique des cellules bactériennes dans laquelle elle s’intercale et compromet le 

fonctionnement (Guillén et al., 2004). Deuxièmement, elle inhibe l’énoyl-ACP réductase 

(énoyl-[acyl-carrier-protein] réductase) impliquée dans la biosynthèse des acides gras 

bactériens (Stewart et al., 1999) en formant un complexe non covalent avec le NAD+ (Heath 

et al., 1998; McMurry et al., 1998). Son caractère hydrophobe (Log Kow= 4,8) permet 

d’expliquer sa diffusion passive et aisée dans les compartiments lipophiles comme les 

membranes biologiques et indique qu’elle pourrait se bioconcentrer et se bioaccumuler dans 

les organismes (Figure 1.6 et Tableau 1.6). De plus, le triclosan est peu mobile dans les sols 

au vu de sa faible solubilité (12 mg/L) et de son coefficient de partage carbone 

organique/eau élevé (Koc= 9200 L/kg) indiquant sa forte adsorption sur les sédiments 

organiques (Tableau 1.6). 

 

Nom IUCPA1 Triclosan 
CAS1 3380-34-5 

Formule chimique1 C12H7Cl3O2 

Formule1 

 

C12H7Cl3O2 

 

Masse molaire (g/mol)1 289,5 
Log Kow

4 4,8 
Koc (L/kg)5 9200 

Temps de demi-vie (jours)1 
17 (sol)2,  

inférieur à 100 (eau de surface)3  

Solubilité dans l'eau à 25°C (mg/L)1 12 

 

Tableau 1.6 : Caractéristiques physico-chimiques du triclosan. D’après 1INERIS (2015); 

2Ozaki et al. (2011); 3Tixier et al., (2002). 4Log Kow= Log du coefficient de partition 

octanol/eau; 5Koc= Coefficient d’adsorption carbone organique/eau. 
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3.2.2 Origine et concentrations environnementales 

L’origine du triclosan est uniquement anthropique. Les émissions du triclosan dans 

l’environnement sont doubles, soit en provenance du secteur industriel lors de sa 

production soit en provenance du milieu urbain lors de son utilisation (produits de soin 

corporel en grande majorité). Dans les zones urbaines, les résidus de produits contenant du 

triclosan sont évacués via les eaux usées et transportés via le réseau d’égouts vers des 

installations de traitement des eaux usées où des concentrations de triclosan variant de 

0,001 à 22 µg/L (avant le traitement des eaux en station d’épuration) sont détectées 

(McAvoy et al., 2002; Durán-Álvarez et al., 2012; Kinney et al., 2008; Roccaro and Vagliasindi, 

2014). En station d’épuration, son élimination des eaux usées s’effectue grâce à ses 

propriétés de sorption sur des matières organiques (Koc= 9200 L/kg) en partie en lien avec 

son caractère hydrophobe (Log Kow= 4,8) (McAvoy et al., 2002; Bester, 2005) (Tableau 1.6). 

De ce fait, le triclosan reste fortement adsorbé sur les sédiments résiduaires constitutifs des 

boues de station d’épuration dont près de 30% montrent des concentrations comprises 

entre 10 et 100 mg/kg (Coquery et al., 2011). L’utilisation de ces boues comme 

amendements des sols agricoles est en fait à l’origine de la contamination en triclosan dans 

les sols (Verlicchi and Zambello, 2015). Bien que les stations d’épuration éliminent jusqu’à 

90% du triclosan des eaux usées et malgré sa faible solubilité dans l’eau (12 mg/L), 5 à 10% 

du triclosan reste solubilisé après le traitement et est retrouvé dans les zones humides  

(McAvoy et al., 2002; Bester, 2005) (Tableaux 1.6 et 1.7). Dans les eaux de surface, le 

triclosan est photodégradé en 2,8-dichlorodibenzo-p-dioxine (Aranami and Readman, 2007; 

Ozaki et al., 2011), ce qui pourrait représenter jusqu’à 80% de son élimination totale en 

fonction des rayonnements et pourrait expliquer les fortes variations de concentrations 

observées in natura  (Tixier et al., 2002) (Tableau 1.7). Les concentrations sont variables 

selon le moment de l’échantillonnage mais également selon la distance entre la station 

d’épuration et le lieu de l’échantillonnage ainsi que le débit du cours d’eau (Kolpin et al., 

2004; Loraine and Pettigrove, 2006). Bien que les rejets du triclosan dans l’atmosphère 

soient presque inexistants au vu de ses propriétés physico-chimiques (Pression de vapeur à 

25°C = 6,2.10-4 Pa) (McAvoy et al., 2002), il est également vulnérable à la photodégradation 

dont les produits résultants seraient le chlorophénol, le chlorohydroxydiphényl éthers et les 

2,7- et 2,8-dichlorodibenzo-p-dioxine (INERIS, 2015).  
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Type d'échantillon Lieu géographique 
Concentration 

maximale (ng/L) 
(Référence bibliographique)  

Eau de surface 

Lac de Greifen (Suisse) 74 (Lindström et al., 2002) 

Itter (Allemagne) 90 (Wind et al., 2004) 

Iowa (États-Unis) 140 (Kolpin et al., 2004) 

La Ruhr (Allemagne) 10 (Bester, 2005) 

Détroit (Canada) 8 (Hua et al., 2005) 

Mississipi (États-Unis) 34,9 (Zhang et al., 2007) 

Lac Majeur (Italie) 4 (Loos et al., 2007) 

Australie 75 (Ying and Kookana, 2007) 

Hong-Kong (Chine) 37,6 (Wu et al., 2007) 

Géorgie (États-Unis) 9,3 (Kumar et al., 2010) 

Grands lacs (États-Unis) 300 (Klecka et al., 2010) 

Minnesota (États-Unis) 310 (Lyndall et al., 2017) 

Rivière Saint Lawrence (Québec) 151 (Lalonde et al., 2019) 

Rivière Niagara (Canada) 7,5  (Lalonde et al., 2019)  

Rivière Saint John (Canada) 8 (Lalonde et al., 2019) 

Rivière Thames (Canada) 111 (Lalonde et al., 2019) 
 

Tableau 1.7 : Concentrations maximales du triclosan dosées dans l’environnement. 

 

3.2.3 Écotoxicité sur les amphibiens 

Les effets du triclosan, principalement étudiés au stade têtard et sur des temps d’exposition 

relativement courts, varient fortement en fonction de la concentration d’exposition et de 

l’espèce étudiée (Tableau 1.8) (Fraker and Smith, 2004; Smith and Burgett, 2005; Veldhoen 

et al., 2006; Palenske et al., 2010; Fort and Pawlowski, 2011; Hinther et al., 2011; Brown et 

al., 2013; Marlatt et al., 2013; Hammond et al., 2015; Chai et al., 2016, 2017; Martins et al., 

2017). Par exemple, le triclosan diminuerait la survie de têtard Lithobates pipiens, Bufo 

americanus ou Anaxyrus woodhousii pour des concentrations variant de 2,3 à 1000 µg/L 

mais aurait des effets positifs sur la survie de têtards Bufo americanus exposés à 230 µg/L 

(Fraker and Smith, 2004; Smith and Burgett, 2005; Brown et al., 2013).  

Les effets du triclosan apparaissent également contradictoires en ce qui concerne le 

développement des amphibiens (Tableau 1.8). D’un côté, à des concentrations comprises 

entre 0,3 et 50 µg/L, le triclosan semble avoir un effet positif sur ce paramètre en 

augmentant le développement de certains membres, la taille et la masse de têtards ainsi 
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qu’en accélérant leur développement larvaire (Veldhoen et al., 2006; Fort and Pawlowski, 

2011; Marlatt et al., 2013; Fort et al., 2017). D’un autre côté, le triclosan impacterait le 

développement en rallongeant la durée des stades embryonnaires, en diminuant la masse et 

la taille des têtards et en provoquant un retard de développement de certains organes ainsi 

que des malformations (Veldhoen et al., 2006; Chai et al., 2016; Martins et al., 2017). Les 

modifications sur le développement pourraient être reliées à des perturbations de la 

transcription de gènes, comme les gènes codant les récepteurs thyroïdiens TRα et TRβ, 

impliqués dans l’axe thyroïdien. Des effets contradictoires du triclosan sur la transcription de 

gènes apparaissent également en fonction de l’espèce étudiée. Par exemple, pour des 

concentrations équivalentes (0,3 à 30 µg/L), le triclosan provoque une diminution de la 

transcription du gène TRβ chez Lithobates catesbeianus mais une augmentation de sa 

transcription chez Pseudacris regilla (Veldhoen et al., 2006; Marlatt et al., 2013).  

Deux études sur les amphibiens rapportent les effets du triclosan sur le système 

reproducteur (Tableau 1.8). Pour des concentrations relativement élevées (entre 20 et 200 

µg/L), le triclosan diminue la concentration de vitellogénine et de testostérone plasmatique 

chez Xenopus laevis et impacte l’équilibre du sexe-ratio en masculinisant une population de 

Pelophylax nigromaculatus exposée ainsi qu’en augmentant le pourcentage d’individus dont 

le sexe n’a pu être déterminé (Chen et al., 2018; Matsumura et al., 2005).  

Enfin, trois études se sont orientées sur les effets du triclosan sur le métabolisme aux stades 

têtard et adulte (Tableau 1.8). Des désordres métaboliques comme l’enrichissement de voies 

métaboliques hépatiques (voies de signalement à l’insuline, la néoglucogenèse et 

cholestérogenèse ; Figure 1.17) apparaissent conjointement au développement d’une 

pathologie NAFLD (Figure 1.18) chez des individus mâles Xenopus tropicalis (Regnault et al., 

2016). Des perturbations hépatiques ont également été observées pour des concentrations 

variant de 30 à 150 µg/L chez des têtards Bufo gargarizans. Ces altérations se sont 

manifestées par l’irrégularité de la forme des hépatocytes et le développement de fibres de 

collagène, une modification de la transcription de gènes liés au métabolisme des acides gras 

ainsi qu’une accumulation des lipides (Chai et al., 2017). Enfin, des adultes Pelophylax 

ridibundus ont montré des modifications de l’activité du complexe de la chaine respiratoire 

en générant des espèces réactives de l’oxygène suite à une exposition à des concentrations 

de 10 et 20 µmol/L de triclosan (Dubinin et al., 2019). 
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Le triclosan est un exemple qui illustre bien les courbes dose-réponse non monotones 

présentées dans la partie 2.2 de ce chapitre. Par exemple, un impact sur le développement 

et le système reproducteur de jeunes adultes Pelophylax nigromaculatus a été démontré 

pour des concentrations de triclosan de 3 et 300 nmol/L alors qu’aucun effet n’a été observé 

pour une concentration intermédiaire de 30 nmol/L témoignant d’une courbe dose-réponse 

en forme de U (Chen et al., 2018) (Figure 1.8A). 
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Espèce Ordre Stade Temps d'exposition 
Concentration 
d'exposition 

Impacts (Référence bibliographique) 

Lithobates pipiens Anura têtard 24 jours 

0,23 ; 2,3 ; 23 et 230 

μg/L 
Diminution activité (Fraker and Smith, 2004) 

230 μg/L Diminution survie (Fraker and Smith, 2004) 

Xenopus laevis Anura mâle adulte 14 jours 
20 ; 100 et 200 μg/L Diminution vitellogénine plasmatique (Matsumura et al., 2005) 

200 μg/L Diminution testostérone plasmatique (Matsumura et al., 2005) 

Bufo americanus Anura têtard 3 jours 

0,23 ; 2,3 ; 23 et 230 
μg/L 

Augmentation activité (Smith and Burgett, 2005) 

2,3 µg/L Diminution survie (Smith and Burgett, 2005) 

230 μg/L Augmentation survie (Smith and Burgett, 2005) 

Lithobates catesbeianus Anura têtard 18 jours 

0,3 ; 3 et 30 μg/L 
Augmentation développement membre 
inférieur, diminution transcription TRβ 

(queue)   
(Veldhoen et al., 2006) 

3 et 30 μg/L 
Augmentation  transcription PCNA 

(cerveau) 
(Veldhoen et al., 2006) 

30 μg/L Diminution masse (Veldhoen et al., 2006) 

Acris crepitans Anura têtard 4 jours 31 – 750 μg/L CL50 : 367 μg/L (Palenske et al., 2010) 

  Bufo woodhousii Anura têtard 4 jours 31 – 750 μg/L 
Augmentation rythme cardiaque, CL50 :  

152 μg/L 
(Palenske et al., 2010) 

 Lithobates sphenocephalus Anura têtard 4 jours 31 – 750 μg/L 
Diminution rythme cardiaque, CL50 : 562 

μg/L 
(Palenske et al., 2010) 

Xenopus laevis Anura têtard 32 jours 3,1 ; 12,5 et 50 μg/L Augmentation taille et masse (Fort and Pawlowski, 2011) 

Lithobates catesbeianus Anura têtard 2 jours 0,29 – 290 μg/L Altération transcription HSP30 et CAT  (Hinther et al., 2011) 

Anaxyrus woodhousii  Anura têtard 28 jours 
10 µg/L  91% mortalité (Brown et al., 2013) 

100 et 1000 µg/L  100% mortalité (Brown et al., 2013) 

Pseudacris regilla Anura têtard 21 jours 0,3 ; 3 et 30 μg/L 

Augmentation développement larvaire, 
augmentation longueur membres 

inférieurs, augmentation transcription 
TRα, TRβ (cerveau, queue) 

(Marlatt et al., 2013) 

Lithobates catesbeianus Anura têtard 2 jours 3 μg/L 
Augmentation transcription TRβ (queue, 

peau) 
(Hammond et al., 2015) 

CL50 : concentration létale médiane ; TRα : thyroid hormone receptor alpha ; TRβ : thyroid hormone receptor beta ; HSP30 : 30 kilodalton heat shock protein ; CAT : catalase ; PCNA : 

Proliferating cell nuclear antigen 

 

Tableau 1.8 : Effets du triclosan sur différents stades d’espèces d’amphibiens.
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Espèce Ordre Stade Temps d'exposition 
Concentration 
d'exposition 

Impacts (Référence bibliographique) 

Bufo gargarizans Anura têtard 7 et 9 jours 

10 ; 30 ; 60 et 150 µg/L Diminution masse et longueur totale (Chai et al., 2016) 

30 ; 60 et 150 µg/L 
Augmentation durée stades 

embryonnaires 
(Chai et al., 2016) 

60 et 150 µg/L Diminution expression déiodinase II (Chai et al., 2016) 

30 µg/L Malformations : œdèmes abdominales (Chai et al., 2016) 

150 µg/L Malformations (queue) (Chai et al., 2016) 

Xenopus tropicalis  Anura mâle adulte 12, 18 et 24 heures 10 μg/L 

Stéatose hépatique, augmentation des 
ALAT et enrichissement des voies de la 
glycolyse/néoglucogenèse, diminution 

des jonctions serrées 

(Regnault et al., 2016) 

Bufo gargarizans Anura métamorphique ovocytes à métamorphose 

30 ; 60 et 150 µg/L 

Irrégularité forme hépatocytes, 

différence de transcription gènes liés au 
métabolisme des acides gras 

(Chai et al., 2017) 

60 et 150 µg/L 

Augmentation mélanomacrophage, 
dépôt fibre collagène, accumulation 
lipides et diminution transcription 

PPARα 

(Chai et al., 2017) 

30 µg/L Augmentation transcription HSP (Chai et al., 2017) 

150 µg/L 
Augmentation rapport hépato-

somatique 
(Chai et al., 2017) 

Xenopus laevis Anura jeune adulte 
têtard à 10 semaines post-

métamorphose 
6,25; 12,5 et 25 µg/L Augmentation masse (stade 62) (Fort et al., 2017) 

25 µg/L Augmentation taille (stade 62) (Fort et al., 2017) 

Pelophylax perezi Anura œufs et têtard 

144 heures  0,79; 1,4 et 2,5 mg/L Augmentation activité GST (Martins et al., 2017) 

72 heures 
0,25; 0,44 ; 0,79 ; 1,4 et 

2,5 mg/L 
Diminution ratio d'éclosion (Martins et al., 2017) 

120 heures  1,4 mg/L Retard développement yeux  (Martins et al., 2017) 

144 heures  2,5 mg/L Retard développement  (Martins et al., 2017) 

144 heures  1,4 et 2,5 mg/L Diminution activité cholinestérase (Martins et al., 2017) 

Pelophylax nigromaculatus Anura 
têtard et jeune 

adulte 

stade 24 (têtard) à 46 

(métamorphose) 
3 et 300 nmol/L 

Diminution temps larvaire, impact sexe-

ratio (masculinisation) et augmentation 
individus dont le sexe est indéterminé 

(Chen et al., 2018) 

Pelophylax ridibundus Anura mâle adulte - 10 et 20 µM 
Modification activité complexe chaine 

respiratoire, génération ROS 
(Dubinin et al., 2019) 

ALAT : ALAnine Transférase, PPARα : peroxisome proliferator-activated receptors, HSP : heat shock protein, GST : activité enzymatique gluthation-S-transférase, ROS : Reactive oxygen species 

Tableau 1.8 (suite) : Effets du triclosan sur différents stades d’espèces d’amphibiens.
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3.2.4 Mode d’action potentiel  

Par ailleurs, le triclosan -suspecté d’être un perturbateur endocrinien (USEPA, 2014)- a 

montré des effets sur le système endocrinien d’animaux aquatiques (Zhou et al., 2017; Wang 

et al., 2018). Le mode d’action du triclosan n’est pas encore clair au sein de la communauté 

scientifique. Néanmoins, ses effets sur le système reproducteur pourraient s’expliquer par sa 

structure chimique très similaire aux œstrogènes et pourraient ainsi mimer leurs actions 

(Kim et al., 2014; Lee et al., 2014) et cela même à faible concentration (Huang et al., 2014). 

 

3.3 Modèle de l’étude : Xenopus tropicalis 

Les effets des perturbateurs endocriniens cités précédemment, le benzo[a]pyrène et le 

triclosan, vont être étudiés sur un modèle d’amphibien de laboratoire, l’espèce Xenopus 

(Silurana) tropicalis. Xenopus tropicalis (Gray, 1864) appartient à la famille des Pipidae et est 

endémique d’une région qui s’étend du Cap sud de l’Afrique du Sud au nord-est du Soudan 

et à l’ouest du Nigéria (Amphibiaweb, 2015; Tinsley and McCoid, 1996). De nouvelles 

populations sont également trouvées au Kenya, Cameroun et en République Démocratique 

du Congo. La coloration de leur peau est très variable d’un individu à un autre et pourrait 

varier en fonction de l’éclairement de l’environnement et du substrat. Les xénopes 

possèdent des pattes postérieures palmées surmontées de trois doigts garnis de griffes 

cornées à l’extrémité.  

L’un des avantages de cette espèce est qu’elle est inféodée exclusivement au milieu 

aquatique ne remontant à la surface que pour respirer. Cette caractéristique permet de les 

maintenir facilement en aquarium contrairement à d’autres espèces d’amphibiens pour 

lesquelles un terrarium est nécessaire (Delarue and Arnoult, 2004). Un autre avantage de 

Xenopus tropicalis est son temps de génération relativement court par rapport à d’autres 

amphibiens (entre 6 et 12 mois selon le sexe) (Figure 1.19). Le xénope est un modèle de 

laboratoire qui a été très utilisé comme test de grossesse dans les années 1930 (Hogben, 

1930; Bergerard and Lamotte, 1949). En effet, les femelles xénopes sont sensibles à 

l’hormone chorionique gonadotrope humaine (hCG), ainsi une injection d’urine d’une 
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femme enceinte dans leur ovaire provoque leur ponte. Une ponte de femelle Xenopus 

tropicalis peut varier entre 1000 à 6000 œufs pondus en une seule fois. Cet aspect 

conjointement associé à leur sensibilité à l’hCG est un troisième avantage de l’utilisation de 

cette espèce car peu d’espèces de grenouilles sont capables de produire autant d’œufs à 

chaque stimulation (Reed, 2005; Zimmerman, 2010). Leur sensibilité à l’hCG permet 

également la réalisation d’accouplements semi-naturels en laboratoire. Ainsi, le xénope est 

un modèle très utilisé pour la biologie cellulaire et du développement (Hellsten et al., 2010; 

Wallingford et al., 2010). Par ailleurs, d’après Wheeler and Brändli (2009), le genre Xenopus 

serait un bon modèle de prédiction de la biologie humaine pour leur partage de nombreuses 

voies métaboliques avec l’Homme au vu de leur histoire évolutive commune (voies 

métaboliques ancestrales conservées). De plus, des études de biologie moléculaire peuvent 

être réalisées étant donné que leur génome est séquencé et annoté. Xenopus tropicalis est 

diploïde et son génome, représenté par plus de 20 000 gènes, est formé de 10 paires de 

chromosomes pour 1,6 milliards de paires de bases (Hellsten et al., 2010). 

 

 

Figure 1.19 : Le cycle de vie du xénope. Issue de Xenbase d’après Nieuwkoop and Faber 

(1956). 



Chapitre I : Introduction générale 

83 

 

4. Problématique et objectifs 

Le benzo[a]pyrène et le triclosan sont des perturbateurs endocriniens retrouvés dans les 

zones humides comme en témoignent les tableaux 1.4 et 1.7. Bien que leurs effets sur le 

stade têtard aient été largement étudiés lors d’expositions aigües, la littérature scientifique 

manque cruellement d’informations quant à leurs effets sur le long terme à des 

concentrations environnementales et sur les différents stades de vie des amphibiens. 

Comme expliqué dans la partie 2.2, il est difficile d’extrapoler les effets observés à fortes 

concentrations aux faibles concentrations. De plus, les études précédentes se sont 

principalement intéressées à des expositions à molécule unique. Il est donc également 

primordial d’approfondir les connaissances sur les effets cocktails c’est-à-dire en exploitant 

les effets d’un mélange de perturbateurs endocriniens aux concentrations 

environnementales. Il est également important de prendre en considération le fait que les 

effets délétères des perturbateurs endocriniens peuvent apparaitre plus tardivement. En 

effet, les perturbateurs endocriniens, en provoquant des effets sur le développement, le 

système reproducteur ou le métabolisme énergétique des individus, peuvent provoquer des 

effets différés dans le temps mais également transmissibles aux générations suivantes non 

exposées (Partie 2.3.2). Afin de répondre à ces problématiques, les objectifs de ce travail ont 

été d’identifier et de comprendre les effets physiologiques associés à l’exposition d’individus 

Xenopus tropicalis aux perturbateurs endocriniens modèles (benzo[a]pyrène et triclosan) et 

d’appréhender les conséquences de cette exposition sur leur descendance. Ainsi, des 

individus Xenopus tropicalis ont été exposés du stade têtard au stade adulte mature (14 

mois) à une concentration environnementale de 50 ng/L de benzo[a]pyrène et de triclosan 

seuls ou en mélange (50 ng/L chacun) (Figure 1.20). En plus d’appréhender les effets directs, 

les individus de la génération F0 exposés ont été accouplés pour obtenir une génération F1 

dite indirectement exposée (exposée uniquement à l’état de gamète) afin de mettre en 

évidence les effets multigénérationnels (Figure 1.20). Les individus de cette génération F1 

ont également été accouplés pour obtenir une génération F2 qui n’a jamais été en contact 

avec les perturbateurs endocriniens afin d’étudier d’éventuels effets transgénérationnels 

(Figure 1.20). Les effets de ces perturbateurs endocriniens ont été étudiés à différentes 

échelles d’organisation, de la transcriptomique à la fitness des individus en passant par leur 

statut métabolique. Trois composantes biologiques ont donc été analysées : le 

développement et la reproduction des individus ainsi que le métabolisme des femelles 

(Figure 1.21). 
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Figure 1.20 : Démarche expérimentale mise en place au cours de cette étude.  

 

Après un rappel des différentes méthodes utilisées (Chapitre II), les résultats issus de cette 

thèse sont exposés en trois chapitres. Dans le chapitre III, les effets du benzo[a]pyrène et du 

triclosan (i) sur le développement et la reproduction des individus mâles et femelles F0 

exposés, (ii) sur le métabolisme énergétique des femelles F0 exposées et (iii) sur le 

développement et la reproduction de la génération F1 (effets multigénérationnels) sont 

décrits (Figure 1.21). Ce chapitre est basé sur la publication de deux articles : le premier 

concerne les effets des molécules seules tandis que le second rapporte les effets des deux 

molécules en mélange. Le chapitre IV s’oriente sur les effets multigénérationnels des 

perturbateurs endocriniens sur le métabolisme des femelles F1 et les effets 

transgénérationnels sur le développement des descendants F2 issus de grands-parents 

exposés (Figure 1.21). Enfin, le chapitre V détaille les effets transgénérationnels sur le 

métabolisme des femelles F2 et sur la reproduction des individus F2 (Figure 1.21). 
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Figure 1.21 : Organisation des parties résultats du manuscrit de thèse. Les fonctions 

biologiques étudiées et développées dans chaque chapitre sont indiquées en bleu. 
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Les conditions de soin et d’utilisation des amphibiens respectent les réglementations 

nationale et européenne sur la Protection des animaux Vertébrés utilisés à des fins 

scientifiques (Directive 2010/63; Décret 2013-118). Les expériences ont été réalisées dans 

des animaleries agréées par le Ministère Français du Bien-être animal (Rovaltain Research 

Company, [N° A 26 004 1401] et le Laboratoire de Bioénergétique Fondamentale et 

Appliquée-Université Grenoble Alpes [N° D 38 421 10 001]). Le LECA est membre du Comité 

du bien-être animal régional et du Réseau d’Etude Sanitaire des Animaux Modèles 

Aquatiques (RESAMA) qui fonctionne en collaboration avec VETOFISH (groupe Vétérinaires 

aquacoles piscicoles). 

 

1. Maintenance des xénopes 

Les individus Xenopus tropicalis de la génération F0 provenaient du Centre de Ressources 

Biologiques Xénopes de Rennes (CRB Xénopes). Ils étaient âgés de 7 jours (stade 46 selon 

Nieuwkoop et Faber (1956) et stade 25 selon Gosner (Nieuwkoop and Faber, 1956; Gosner, 

1960). Ils ont été acclimatés pendant 1 semaine dans les conditions de maintenance citées 

ci-après avant toute expérimentation.  

Les xénopes des générations F0, F1 et F2 ont été maintenus dans des aquariums en verre 

thermo-plié dans le milieu recomposé de Marc’s Modified Ringer’s (MMR) à 0,1X (Tableau 

2.1) tempéré à 25 ± 2°C et oxygéné par bullage artificiel. La photopériode, correspondant au 

cycle jour/nuit, était de 12h/12h. 

 

Formule brute Concentration (Molarité) 

 NaCl 10 mM 

 KCl  2 × 10−1 mM 
MgSO4  10−1 mM 
 CaCl2  2 × 10−1 mM 

 Hepes  5 × 10−1 mM 
 

Tableau 2.1 : Composition du milieu de vie des xénopes, le milieu Marc’s Modified Ringer’s  

à 0,1X. 
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Le milieu était renouvelé quotidiennement d’un quart du milieu pour les stades pré-

métamorphiques puis hebdomadairement d’un demi du milieu pour les stades post-

métamorphiques. Les xénopes étant des animaux grégaires, ils doivent être maintenus en 

groupe avec une densité par aquarium évoluant en fonction de leur croissance (jeune têtard, 

pré-métamorphique, post-métamorphique). Les conditions d’évolution de la densité des 

xénopes sont décrites dans la thèse de C. Regnault (Regnault, 2016) et dans les publications 

de Regnault, Usal et al., (2018) (Chapitre III: partie 2.1) et Usal et al., (2019) (Chapitre III : 

partie 3.1).  

Les têtards ont été nourris quotidiennement ad libidum avec de la poudre d’ortie biologique 

(Sera micron) fermentée et filtrée (mailles de 40 µm), et avec des granulés de nourriture 

pour truites et amphibiens (Aquatic 3, 4 mm, Special Diets Services). Les xénopes post-

métamorphiques ont également été nourris quotidiennement ad libidum mais seulement 

avec les granulés. Le niveau de broyage des granulés a été ajusté en fonction de la taille de 

leur mâchoire tout au long de leur croissance. Enfin, les xénopes adultes ont été nourris 

hebdomadairement avec des larves de chironomes, riches en vitamines et en protéines, afin 

de stimuler leur maturité sexuelle. 

 

2. Exposition des xénopes 

2.1 Conditions d’exposition 

Les xénopes de la génération F0 ont été exposés collectivement à 50 ng/L de 

benzo[a]pyrène, de triclosan et du mélange benzo[a]pyrène/triclosan (50 ng/L chacun) 

pendant 14 mois (Figure 1.20). Étant donné que le milieu était renouvelé quotidiennement 

et hebdomadairement, l’eau de renouvellement était composée de 200 ng/L de polluants 

(voir Regnault, Usal et al. (2018) pour plus de précision). Un suivi des concentrations des 

polluants au cours du temps (0h, 4h, 24h) a été réalisé par GC-MS/MS et a confirmé que la 

moyenne des concentrations journalières des polluants était de 50 ng/L (Regnault, 2016). 

Les xénopes témoins ont été exposés par le solvant de dilution des polluants, le 

diméthylsulfoxyde à une concentration de 0,004%. Les générations F1 et F2 n’ont pas été 

exposées à ces polluants. 
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2.2 Dépuration des xénopes F0 

Après 14 mois d’exposition, des femelles F0 adultes et matures issues de trois groupes 

d’exposition (Témoin, benzo[a]pyrène et triclosan) ont été dépurées pendant 12 mois dans 

un milieu sain, exempt de polluants, dans les mêmes conditions de changement d’eau et de 

nourriture décrites précédemment.  

 

3. Suivi des traits d’histoire de vie  

3.1 Suivi du développement 

La mortalité a été suivie tout au long du développement des xénopes (Générations F0, F1 et 

F2). Un suivi de la taille, de la masse et de l’âge à la métamorphose a été réalisé. Afin 

d’étudier si un retard de croissance observé au stade métamorphique persiste au stade 

adulte, la taille et la masse des individus femelles et mâles ont de nouveau été étudiées. 

L’âge à la maturité sexuelle des individus a été estimé et  défini par l’apparition de caractères 

sexuels secondaires. Les mâles, généralement de taille plus petite et plus élancés, sont 

facilement reconnaissables par la présence de callosités nuptiales noires sur les membres 

supérieurs (Figure 2.1A). Les femelles sont de plus grande taille et présentent une 

physionomie plus ronde due à la présence d’ovocytes. De plus, elles possèdent un cloaque 

turgescent (Figure 2.1B). Le sexe-ratio a également été défini selon la formule : 

 

Sexe-Ratio!!= 
!"#$%&'()*!(*+*(,-'#â.&-

!"#$%&'()*!(*+*(,-'/&#&..&-
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Figure 2.1 : Détermination du sexe chez X. tropicalis. (A) Caractères sexuels des mâles. (B) 

Caractères sexuels des femelles. 

 

3.2 Suivi de la reproduction 

La méthode mise en place pour la reproduction consiste en une injection d’hCG (MSD). La 

stimulation par l’hCG permet d’obtenir des fécondations in vivo et des accouplements 

naturels dans le but d’étudier le comportement et le succès reproducteur des individus. 

Vingt heures avant l’heure de ponte souhaitée, 10 U d’hCG ont été injectées au niveau des 

sacs dorsaux lymphatiques des femelles et des mâles adultes matures (Figure 2.2). Les 

femelles et les mâles ont été séparés durant la nuit pour éviter des accouplements précoces. 

Le lendemain, soit 16h après la première injection, les femelles et les mâles ont de nouveau 

été injectés avec 200 U d’hCG. Les femelles ont été immédiatement individualisées dans 4L 

de milieu MMR 0,1X. Une fois que les femelles ont commencé à pondre, environ 2h30 à 

3h00 après l’injection, 2 mâles ont été placés dans chaque aquarium (soit deux mâles par 
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femelle) afin d’assurer l’accouplement. L’amplexus, correspondant au processus d’accroche 

des pattes supérieures masculines à la taille de la femelle, peut durer jusqu’à 6h. Les 

géniteurs ont été retirés lors de l’arrêt de l’amplexus afin de ne pas endommager les œufs 

pondus par les femelles.  

Le pourcentage de femelles ayant pondu et de couples formant un amplexus, le temps 

nécessaire pour la ponte et la formation d’un amplexus ainsi que le pourcentage de survie 

de leur descendance à 7 jours de vie ont été mesurés pour étudier le comportement et le 

succès reproducteur des individus. 

 

 

Figure 2.2 : Injection de l’hCG au niveau des sacs dorsaux lymphatiques de X. tropicalis. 

 

Le succès reproducteur a également été estimé par le nombre d’œufs pondus totaux, d’œufs 

fécondés et d’œufs éclos par femelle (Figure 2.3). Les taux de fécondité, d’éclosion et 

d’éclosion des œufs fécondés ont ainsi pu être déterminés comme suit : 

 

Taux!de!fécondité!!=!
!"#$%&'()"&,/-'/é0"!(é-

!"#$%&'()"&,/-'1"!(,-
 

 

Taux'd�éclosion'= 
!"#$%&'()"&,/-'é0."-

!"#$%&'()"&,/-'1"!(,-
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Taux'd�éclosion'des'�ufs'fécondés'=  
!"#$%&'()"&,/-'é0."-

!"#$%&'()"&,/-'/é0"!(é-
 

 

 

 

Figure 2.3 : Les différents états des œufs. (A) Œufs matures. (B) Œufs non fécondés. (C) 

Œufs fécondés. (D) Œufs éclos. Les barres d’échelle représentent 1 mm. (Parisis, 2012). 

 

4. Analyses physiologiques 

Pour le prélèvement des organes (foie, muscle, réserves graisseuses, sang et pancréas), les 

xénopes femelles adultes à jeun de 48h ont été euthanasiées par commotion cérébrale. Le 

sang a été récupéré par ponction cardiaque avant d’être centrifugé à 2000g pendant 10 min 

afin de récupérer les cellules sanguines. Tous les tissus ont été immédiatement congelés 

dans de l’azote liquide puis conservés à -80°C.  

A

B C D
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4.1 Analyses transcriptomiques  

4.1.1 Séquençage des ARN totaux hépatiques (RNAseq) 

Une analyse, sans a priori, de la transcription des gènes hépatiques a été réalisée par 

séquençage des acides ribonucléiques (ARN) totaux par la méthode de séquençage 

(RNAseq).  

L’extraction des ARN totaux hépatiques a été réalisée suivant la méthode du TRIzol RNA®. 

Les ARN totaux ont été isolés à partir de 50 mg de tissus. Les tissus ont été broyés dans 1 mL 

de TRIzol. Après centrifugation à 12000 rpm pendant 10 min à 4°C pour retirer les débris, le 

surnageant a été récupéré et stabilisé pendant 5 min à température ambiante. Afin de 

séparer l’ARN des autres constituants (ADN, protéines et solvant organique), 200 µl de 

chloroforme ont été ajoutés. Les tubes ont été vortéxés pendant 30 sec, laissés 3 min à 

température ambiante et ont ensuite été centrifugés à 12000 rpm pendant 15 min à 4°C. La 

phase supérieure d’ARN a été récupérée et un volume équivalent d’isopropanol (environ 500 

µl) a été ajouté afin de précipiter l’ARN. Le mélange a ensuite été centrifugé à 12000 rpm 

pendant 10 min à 4°C pour obtenir un culot d’ARN de couleur beige. Ce culot d’ARN a été 

lavé avec 500 µl d’éthanol 75% avant d’être centrifugé à 7500 rpm pendant 5 min à 4°C. 

L’étape de lavage a été reconduite deux fois. Enfin, les culots ont été séchés 10 min à 

température ambiante avant d’être suspendus dans 60 µl d’eau DNAse/RNAse free. Les 

extraits d’ARN ont été traités par désoxyribonucléase I (DNAse I) à l’aide du kit RNAse-free 

DNAse set (Qiagen) pour retirer l’ADN présent dans les échantillons puis les extraits ont été 

purifiés sur colonne RNeasy Mini (Qiagen). Une analyse au bioanalyseur 2100 (Agilent 

Technologies) a permis de contrôler la qualité des ARN messagers (ARNm) extraits. Les 

librairies d’ADN complémentaire (ADNc) ont été générées à partir de 400 ng d’ARNm à l’aide 

du kit TruSeq Stranded mARN Sample Preparation (Illumina Inc). Le séquençage des ADNc a 

été réalisé en lecture simple brin sur 75 paires de bases selon le protocole Single Read 

Sequencing du prestataire externe Hybrigenics-Helixio (Figure 2.4).  
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Figure 2.4 : Principe du séquençage Single Read Illumina. 

 

Le traitement bio-informatique a été réalisé via la plateforme Galaxy implantée sur le 

serveur du pôle Rhône-Alpes (Figure 2.5). L’outil Trimmomatic de cette plateforme a permis 

de filtrer les séquences ne répondant pas à un critère de qualité défini (score Phred). 

Ensuite, l’outil TopHat2 a permis d’aligner les séquences filtrées sur le génome de référence 

de Xenopus tropicalis (version JGI 4,2 pour la génération F0 et JGI 9,0 pour les générations F1 

et F2). Les différents fragments alignés ont été assemblés à l’aide de l’outil Cufflinks 

permettant de générer un transcriptome par échantillon. L’outil Cuffmerge, présent dans 

l’outil Cufflinks, a permis de fusionner les transcriptomes hépatiques individuels par 

exposition, générant ainsi 3 transcriptomes expérimentaux (un par exposition). Enfin, l’outil 

Cuffdiff a permis de comparer les niveaux de transcription entre le groupe « témoin » et les 

groupes exposés ou issus d’exposition (« benzo[a]pyrène », « triclosan » et « mélange »).  
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Figure 2.5 : Outils de la plateforme Galaxy utilisés pour le traitement bio-informatique des 

données transcriptomiques. BaP : benzo[a]pyrène ; TCS : triclosan. 

 

 

Les critères de qualité et d’alignement de la génération F0 sont détaillés dans la thèse de C. 

Regnault (Regnault, 2016). Les critères des générations F1 et F2 sont résumés dans le 

tableau 2.2. 

 

 

 

 

 

 

Outil Trimmomatic : Filtrage qualitatif

Outil TopHat2 : Alignement des 
séquences sur le génome de référence

x réplicas

x réplicas

x réplicas

Outil Cufflinks : Assemblage des transcrits

BaP TCS Mélange

x réplicas x réplicas x réplicas

Témoin BaP TCS Mélange

x réplicas x réplicas x réplicas

Témoin BaP TCS Mélange

x réplicas x réplicas x réplicas

Témoin

BaP TCS Mélange

x réplicas

Témoin BaP TCS Mélange

x réplicas x réplicas x réplicas

Outil Cuffmerge : Création des 
transcriptomes expérimentaux 

BaP TCS Mélange

Outil Cuffdiff : Comparaison des niveaux 
de transcription
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Paramètres Valeurs 

Qualitatif 

Qualité sur une fenêtre de 4 pb > 30 

Qualité par base  > 25 

Longueur minimale des séquences 70 pb 

Alignement 

Différences avec la séquence de 
référence  

< 2 

Taille des introns  
< 300 000 pb, 

> 45 pb 
 

Tableau 2.2 : Paramètres qualitatifs (outil Trimmomatic) et d’alignement des séquences 

(outil TopHat) pour l’étude transcritomique hépatique des femelles F1 et F2. 

 

Les gènes différentiellement transcrits ont été assignés aux gènes humains homologues à 

l’aide de l’outil BioMart d’Ensembl (version 96) afin d’étudier l’enrichissement de certaines 

voies biologiques à l’aide de l’outil Database for Annotation, Visualization and Integrated 

Discovery (DAVID, Bioinformatics Resources). Deux listes doivent être renseignées afin 

d’obtenir une liste de catégories fonctionnelles (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes 

(KEGG), Biological Pathways et Molecular Function) : la liste des gènes différentiellement 

transcrits et la liste de l’ensemble des gènes détectés. Les catégories fonctionnelles émises 

par l’outil DAVID peuvent être parfois redondantes ainsi qu’absentes du tissu d’intérêt qui 

est le tissu hépatique. Ainsi, une analyse bibliographique gène par gène a également été 

réalisée pour définir leur fonction et pour déterminer leur implication dans des pathologies. 

 

4.1.2 Réaction en chaine par polymérase quantitative (RT-qPCR) 

Une analyse de la transcription de gènes du tissu musculaire et adipeux a été réalisée à l’aide 

de la méthode de réaction de polymérisation en chaine quantitative (RT-qPCR) synthétisée 

dans la Figure 2.6. 

L’extraction des ARN musculaires et adipeux a été réalisée suivant la méthode du TRIzol 

RNA® décrite au point 4.1.1 de ce chapitre. Ensuite, les ARN extraits ont été digérés par la 
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DNAse I pour supprimer la contamination d’ADN génomique. Pour cela, 1 µL de tampon 

DNase I Reaction Buffer (10X) et 1 µL de DNAse I (1 U/µL) ont été ajoutés à 2 µg d’ARN (kit 

invitrogenTM, ThermoFisher Scientific). Après avoir complété le volume à 10 µL avec de 

l’eau DNase/RNase free, les échantillons sont laissés 15 min à température ambiante. Afin 

d’inactiver la DNAse, 1 µL d’EDTA 25 mM  a été ajouté et le mélange a été incubé pendant 10 

min à 65°C. Pour réaliser la rétrotranscription, le kit SuperScript®III First-Strand Synthesis 

System (invitrogenTM, ThermoFisher Scientific) a été utilisé. Pour initier la 

rétrotranscription, 1 µl d’amorces poly-thymine oligo Dt -qui s’hybrident aux queues poly-

adénine des ARN- et 1 µL de mélange dNTP de 4 désoxyribonucléotides (dATP, dTTP, dCTP, 

dGTP à 10 mM) ont été ajoutés ; la réaction se déroulant à 65°C pendant 5 min. Pour 

synthétiser l’ARN en ADNc, 10 µl d’un mélange réactionnel (2 µL de First -strand Buffer 10X, 4 

µL de MgCl2 25 mM, 2 µL de DTT 0,1 M, 1 µL de RNase Out et 1 µL de Superscript III) ont été 

ajoutés. La réaction s’est déroulée pendant 60 min à 50°C puis a été arrêtée en dénaturant 

l’enzyme Superscript III pendant 15 min à 75°C. Afin de supprimer les ARN complémentaires, 

une incubation à 37°C pendant 20 min a été réalisée en ajoutant 1 µL de Escherichia coli 

RNase H (2 U). 

La réaction en chaine par polymérase (PCR) permet d’amplifier des fragments d’ADN via une 

succession de cycles de réplication d’ADN. Au cours d’une qPCR, l’ajout d’un fluorochrome 

(SYBR Green) permet de quantifier le nombre de copies par gène. En effet, la fluorescence 

est proportionnelle à la quantité de produits amplifiés (Figure 2.6).  
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Figure 2.6 : Étapes de la méthode de la réaction en chaine par polymérase quantitative 

(qPCR) au cours d’un cycle. Amorce F (Forward) : Amorce sens, Amorce R (Reverse) : Amorce 

anti-sens. 
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Les amorces permettant d’amplifier les gènes d’intérêt ont été conçues sur le site NCBI 

Primerblast et synthétisées par le prestataire Sigma-Aldrich. Le milieu réactionnel se 

constitue de 3 µL d’échantillon dilué au 100ième, 7,5 µL de qPCR Master Mix (PerfeCTa® 

SYBR® Green FastMix® for iQ Quantabio pour la génération F0 et SYBR® Green SuperMix® 

Biorad pour la génération F1), 0,45 µL d’amorces Forward et d’amorces Reverse et 3,6 µL 

d’eau DNase/RNase Free. Les conditions de qPCR sont détaillées dans les tableaux 2.3 et 2.4.  

 

Étapes Conditions 

Dénaturation 
initiale 

95°C, 3 min 
 

Dénaturation 95°C, 10 sec 

40 
cycles 

Hybridation 
T°C hybridation spécifique, 

30 sec 

Élongation 72°C, 100 sec 

Élongation finale 72°C, 7 min   
 

Tableau 2.3 : Conditions d’amplification de l’ADNc musculaire et adipeux des femelles 

adultes F0 pour la méthode qPCR à l’aide du mix PerfeCTa® SYBR® Green FastMix®. 

 

Étapes Conditions 

Dénaturation 
initiale 

95°C, 3 min 
 

Dénaturation 95°C, 10 sec 
40 

cycles Hybridation- 
Élongation 

T°C hybridation spécifique, 
30 sec 

 

Tableau 2.4 : Conditions d’amplification de l’ADNc musculaire des femelles adultes F1 pour 

la méthode qPCR à l’aide du mix SYBR® Green SuperMix®. 

 

Pour chaque gène considéré, une analyse de la courbe de fusion a été réalisée pour vérifier 

la présence unique d’un seul produit amplifié. Le pas de température est de 0,5°C et la 

température initiale correspond à la température d’hybridation de chaque amorce et la 

température finale est de 95°C (Figure 2.7). 
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Figure 2.7 : Exemple d’une courbe de fusion obtenue en qPCR avec un seul produit 

amplifié. 

 

 

La collection et l’analyse des données ont été réalisées à l’aide du logiciel Bio-Rad iQ5. La 

méthode ΔΔCT de double normalisation permettant de quantifier l’expression des gènes 

chez les individus exposés par rapport aux individus témoins et en normalisant avec 

l’expression de gènes de référence a été utilisée (Pfaffl, 2001). Les gènes RPS7 et RPL27 sont 

les gènes de référence car leur expression ne varie jamais. Ils ont été validés sur l’ensemble 

des données de séquençage massif réalisées chez le xénope (Regnault et al., 2014, 2016, 

2018; Usal et al., 2019).  

 

La transcription de 10 gènes liés aux métabolismes glucidique et lipidique dans le muscle et 

le tissu adipeux des femelles de la génération F0 a été étudiée (Tableau 2.5).  
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Gène 
ID 

Xenbase 
Description 

Amorces                                                               
(F: Forward, R: Reverse)  

Tissu 
Hybridation 

(°C) 

SLC2A4 
XB-GENE-
5943313 

Solute carrier family 2 
(facilitated glucose 

transporter), member 
4  

F : GTGTCTGATGCTCCCGTTCT                     
R : TTTTCTTGGCCTGTGCCTCC 

Muscle 60 

NUR77 
XB-GENE-

483314  

nuclear receptor 
subfamily 4 group A 

member 1 

F : GGAGCTCCCCAAAGAAGATCAA         
R : TGGTCTTGACCTGTAAGCCAG 

Muscle 61 

PDK4 
XB-GENE-

491644 

Pyruvate 
dehydrogenase kinase 

4 

F :  ACTGTGATGTGGTTGAGGTAGT         
R : GCTGGGTAGGATCTTTGCCATTT  

Muscle 61 

GYG1 
XB-GENE-

852729 
Glycogénine 1 

F : GCCCTACAAGTGGAGGAGGT              
R : ACGAGTCTTCGCCCATGTAAT 

Muscle 60 

PP1R3A 
XB-GENE-

492213 
Protein phosphatase 1 
regulatory subunit 3A 

F : TGGGCAAAATTACACACTCATCT       
R : AGATTCATCCAAGTCATCTTCTTCT 

Muscle 60 

RAB4B 
XB-GENE-

946075 
Member RAS oncogene 

family 
F : ACTACAGAGGAGCAGCTGGA                
R : GTCCTGGCATCTGTCAACCA 

Muscle, 
Tissu 

adipeux 
61 

PGC-1α 
XB-GENE-

494718 

Peroxysome 
proliferator-activated 

receptor γ, coactivator  
1α 

F : GCACGATCACGGTCAAGGTC                        
R : CGGTACTCCTCCCTCTTCAGC 

Muscle, 
Tissu 

adipeux 
53 

IRS1 
XB-GENE-

478672 
Insulin receptor 

substrate 1 
F : AGCCCAAACCGCAATCAG                     

R : GTAGTAGGAGTAGAGGAGAATGT 

Muscle, 
Tissu 

adipeux 
53 

SGK1 
XB-GENE-
1003518 

Serum/glucocorticoid 
regulated kinase 1 

F : CCTGAATATCTCACCGCCCC                  
R : TGAGAAGGGCTAGGAGGAGG 

Muscle, 
Tissu 

adipeux 
61 

FASN 
XB-GEN-
1002982  

fatty acid synthase 
F : GATTGCTGGTTACTCATTTGGTGC                    
R : GCGCGGTAACTCTGAGTGTATG 

Tissu 
adipeux 

60 

FABP4 
XB-GENE-
5933914 

Fatty acid binding 
protein 4 

F : CAGATGGTGACGACCTGCAT                
R : AGCATAGCTCCTTTCCAAGGTC 

Tissu 
adipeux 

60 

AGPAT1 
XB-GENE-

487933 

1-acylglycerol-3-
phosphate O-

acyltransferase 1 

F : GGACCTACTTGGGATGATGGAG                     
R : GCATCATCTGTCTTCTTGCGG 

Tissu 
adipeux 

60 

RPS7 
XB-GENE-

977326 
Ribosomal protein S7 

F : GGTATTTCCCAGGCTCTCTTG              
R : ACCACCTCCAACTTCTATTTCC 

Muscle, 
Tissu 

adipeux 
53 

RPL27 
XB-GENE-

999331 
Ribosomal protein L27 

F : GTTGTCCTTGTCCTAGCAG                                         
R : TGGCAGTCACCTTACGAG 

Muscle, 
Tissu 

adipeux 
53 

Les gènes RPS7 et RPL27 sont les gènes de référence. 

 

Tableau 2.5 : Liste des gènes d’intérêt et de référence étudiés en qPCR sur la génération 

F0. 
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La transcription de 6 gènes musculaires impliqués dans le métabolisme énergétique a 

également été étudiée chez les femelles de la génération F1 (Tableau 2.6). 

 

Gene ID Xenbase  Description 
Amorces                                                              

(F: Forward, R: Reverse)  
Hybridation 

(°C) 

ACADL 
XB-GENEPAGE-

958718  

acyl-CoA 
dehydrogenase long 

chain  

F : GCAGGACAAGTTAGCCGGAA   
R : CGATGCCACCATGCTCTTCA 

60 

GYG1 
XB-GENEPAGE-

852728 
Glycogenin 1 

F : GCCCTACAAGTGGAGGAGGT  
R : ACGAGTCTTCGCCCATGTAAT 

60 

HK1 
XB-GENEPAGE-

944849  
Hexokinase 1 

F : TAGTTGCTGCTACGCTTGGT  
R : AAGGATCCATCGATGCCCAC 

60 

PDHA1 
XB-GENEPAGE-

952668 

Pyruvate 
dehydrogenase E1 

alpha 1 subunit 

F : CCTGTCACTGCTGTTCGTGT  
R : GCGGTGAACGTCACATTTCT 

60 

RAB4B 
XB-GENEPAGE-

946074  
RAB4B member RAS 

oncogene family 
F: ACTACAGAGGAGCAGCTGGA 
R: GTCCTGGCATCTGTCAACCA 

60 

SLC2A4 
 XB-GENEPAGE-

5943312 

Solute carrier family 2 
(facilitated glucose 

transporter), member 4 

F : GTGTCTGATGCTCCCGTTCT  
R : TTTTCTTGGCCTGTGCCTCC 

60 

RPS7 
XB-GENEPAGE-

977325  
Ribosomal protein S7 

F : GGTATTTCCCAGGCTCTCTTG   
R : ACCACCTCCAACTTCTATTTCC 

60 

RPL27 
XB-GENEPAGE-

999330  
Ribosomal protein L27 

F : CCCAGCTCTCAAACGCAAAG  
R : CCGCAGCTTCTGGAAAAACC 

60 

 Les gènes RPS7 et RPL27 sont les gènes de référence. 

 

Tableau 2.6 : Liste des gènes musculaires d’intérêt et de référence étudiés en qPCR sur la 

génération F1. 

 

4.2 Metabarcoding des bactéries intestinales 

Pour étudier la composition microbienne de l’intestin, l’ADN intestinal des femelles adultes a 

été extrait à l’aide du kit NucleoSpin® Soil (Macherey-nagel). Brièvement, le tissu intestinal a 

été mélangé à 400 µl de tampon SL2 avant d’être broyé avec un piston autoclavé. Pour 

extraire au mieux l’ADN, le tissu a été placé dans un tube contenant des billes et a de 

nouveau été broyé à l’aide du FastPrep homogénéiseur de tissu (VWR) (3 fois pendant 2 min 

30 et 30 battements par sec). Afin d’extraire l’ADN bactérien, 14 µl de lysozyme (250 mg/mL, 
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Sigma-Aldrich) ont été ajoutés puis les tubes ont été laissés 30 min à 37°C, conditions 

optimales pour détruire la paroi bactérienne par hydrolyse des peptidoglycanes. Pour 

précipiter les contaminants, les tubes ont été centrifugés à 11000g pendant 2 min. Puis, 150 

µl du tampon SL3 ont été ajoutés avant de vortexer les tubes et de les placer 5 min à 4°C. 

Après précipitation, les tubes ont de nouveau été centrifugés à 11000g pendant 1 min. Le 

surnageant a été chargé sur la colonne « NucleoSpin® Inhibitor Removal » avant d’être 

centrifugé à 11000g pendant 1 min. Ensuite, pour retirer les contaminants d’ARN, une 

réaction avec 10 µl de RNAse A à 100 mg/mL a été réalisée pendant 10 min à 65°C. Une fois 

la réaction terminée, 250 µl de tampon SB ont été ajoutés et les tubes ont été vortéxés dans 

le but d’ajuster les conditions de liaison de l’ADN à la membrane en silice constituant la 

colonne. Puis, l’échantillon a été placé dans la colonne « NucleoSpin® Soil » et centrifugé à 

11000g pendant 1 min.  L’ADN a été lavé à l’aide de 500 µl de tampon de lavage SB, 550 µl 

de tampon SW1, puis rincé deux fois avec 700 µl de tampon SW2. Entre chaque lavage, une 

centrifugation à 11000g pendant 30 sec a été effectuée. La membrane en silice, sur laquelle 

l’ADN est attaché, a été séchée par centrifugation à 11000g pendant 2 min. L’ADN a été élué 

par ajout de 30 µl de tampon d’élution SE (préalablement chauffé à 60°C), réaction se 

déroulant à température ambiante pendant 5 min. Puis l’ADN a été décroché de la colonne 

par centrifugation à 11000g pendant 30 sec. Cette étape d’élution a été de nouveau 

effectuée pour obtenir un volume d’extrait d’ADN de 60 µl.  

Pour amplifier exclusivement les ADN microbiens, une amplification par PCR a été réalisée à 

l’aide de la paire d’amorces BACT02 ciblant l’ADN 16S (F : GCCAGCMGCCGCGGTAA, R : 

GGACTACCMGGGTATCTAA) (Taberlet et al., 2018). La réaction a été effectuée dans 10 µl 

d’AmpliTaq Gold™ 360 Master Mix (Applied Biosystems), 5,84 µl d’eau DNAse/RNAse free, 

0,16 µl de BSA (20 mg/mL), 0,2 μM de chaque amorce et 2 µl d’ADN extrait non dilué. Les 

conditions de PCR sont détaillées dans le tableau 2.7. 
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Étapes Conditions 

Dénaturation 
initiale 

95°C, 10 min 
 

Dénaturation 95°C, 30 sec 
35 

cycles 
Hybridation 54°C, 30 sec 
Élongation 72°C, 90 sec 

Élongation finale 72°C, 7 min   
 

Tableau 2.7 : Conditions d’amplification de l’ADN microbien intestinal des femelles  adultes 

par la méthode PCR. 

 

Pour différencier bioinformatiquement les différents réplicas de PCR après séquençage, des 

tags de 8 nucléotides ont été ajoutés sur la région 5’ de chaque amorce sens (F) et anti sens 

(R). Ainsi, chaque réplica de PCR a été représenté par une combinaison unique de tags F et R. 

Les tags comportaient au moins cinq différences de nucléotides (Coissac, 2012) et 2 à 4 

nucléotides aléatoires ont également été ajoutés à l’extrémité 5’ des tags dans le but 

d’obtenir une diversité de séquence suffisante. Pour suivre les contaminations potentielles 

et les faux positifs (Schnell et al., 2015), 5 témoins d’extraction négatifs (sans échantillon 

d’intestin) et 7 témoins de PCR négative (sans le Master Mix) ont également été utilisés. 

Pour vérifier le succès de l’amplification, 7 témoins positifs contenant du sol ont été utilisés. 

Après amplification, les produits PCR ont été purifiés avec le kit MinElute PCR (Qiagen). La 

préparation des librairies et le séquençage ont été effectués en sous-traitance par Fasteris 

(Geneva, Switzerland). Les librairies ont été préparées suivant le protocole PCR-free 

MetaFast. Le séquençage a été réalisé suivant la méthode du HiSeq 2500 (Illumina Inc) 

générant des séquences paired-end de 300 paires de base. Le principe est le même que celui 

décrit dans le point 4.1.1 de ce chapitre, excepté que le brin est séquencé dans les deux sens.  

En collaboration avec Aurélie Bonin du Laboratoire d’ÉCologie Alpine, les données de 

séquençage ont été analysées en utilisant l’outil OBITools  spécialement dédié pour l’analyse 

de données metabarcoding (Boyer et al., 2016). Les séquences ont d’abord été assemblées 

avec le programme illumina paired end. Les séquences alignées ont été assignées aux 

échantillons correspondant avec le programme ngsfilter. Après dé-réplication des séquences 

par l’outil obiunig, les séquences de mauvaise qualité et ne correspondant pas à la taille 

minimum (40 pb) et les séquences qui n’ont pas été observées au moins dix fois au sein d’un 
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réplica PCR ont été filtrées. Les séquences restantes ont été regroupées en unités 

taxonomiques opérationnelles moléculaires (MOTU). Tout d'abord, l'algorithme de Sumatra 

a été utilisé pour calculer des similitudes par paires entre des séquences en fonction de la 

longueur de la plus longue sous-séquence commune (Mercier et al. 2013). Ensuite, les 

similitudes par paires ont été utilisées pour regrouper les séquences avec un seuil de 

similarité de 97% en utilisant l’outil Sumaclust (Mercier et al. 2013). Les abondances de 

séquences appartenant à un même cluster ont été résumées et le cluster a été conservé en 

tant que représentant MOTU du cluster. L'affectation taxonomique de chaque MOTU a été 

réalisée à l'aide du programme ecotag de l’outil OBITools, qui compare la séquence MOTU à 

une base de données de métabarcodes. Cette base de données de référence a été construite 

en exécutant le programme ecoPCR (Ficetola et al., 2010). Plus spécifiquement, l’outil 

ecoPCR a effectué une PCR in silico sur la base de données publiques EMBL (version 133) 

avec la paire d’amorces utilisée pour cette étude et avec trois erreurs autorisées par amorce. 

Les bases de données de référence obtenues ont ensuite été filtrées en ne conservant que 

les séquences attribuées aux niveaux de la famille, du genre et de l’espèce. Les paramètres 

d’assemblage et d’assignement aux échantillons sont détaillés dans le tableau 2.8. 

 

Paramètres Valeurs 

Assemblage 

Score d'alignement des 
séquences assemblées 

> 40 

Assignement aux échantillons 

Nombre d'erreur avec les 
amorces 

< 2 

Nombre d'erreur avec les tags 0 

 

Tableau 2.8 : Paramètres d’assemblage et d’assignement des séquences pour l’étude du 

microbiote intestinal des femelles adultes. 
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Après l'attribution de la taxonomie, les chimères, les MOTU non essentielles, les 

contaminants et les réplicas de PCR ayant échoué ont été filtrés dans le logiciel R (R Core 

Team, 2017). Premièrement, les MOTU trop différentes d'une séquence de référence 

(ecotag meilleur identité < 0,90) ont été écartées en tant que chimères potentielles. Les 

MOTU les plus abondantes (en termes de nombres absolus de séquences) dans les témoins 

négatifs d'extraction et/ou de PCR ont également été exclues, de même que les réplicas de 

PCR contenant moins de 2000 séquences. Les réplicas de PCR inhabituellement éloignés du 

barycentre des quatre réplicas de PCR correspondant aux mêmes échantillons ont été 

considérés comme dysfonctionnels et éliminés. Enfin, les réplicas de PCR restants ont été 

résumés par échantillon et l'ensemble des données finales contenait 33 échantillons et 473 

MOTU. Une analyse en coordonnées principales (PCoA pour Principal Coordinates Analysis) a 

été réalisée sur ces données. L’analyse PCoA permet de visualiser des similitudes ou des 

différences au sein des données par une représentation graphique dans un espace Euclidien 

d’une matrice de ressemblance (Figure 2.8). Ainsi, l’espace Euclidien se définit comme un 

espace dans lequel les distances entre les points sont mesurées par une distance Euclidienne 

(chemin le plus court existant entre deux coordonnées). Elle a été effectuée par génération 

en utilisant la fonction vegdist du logiciel R après normalisation des données par la fonction 

vegan decostand. Le package R vegan a été utilisé pour déterminer l’indice de Shannon qui 

est une mesure de diversité qui prend en compte le nombre d'espèces d'une communauté 

pondéré par la proportion relative de chaque espèce (fonction specnumber).  

 

 

Figure 2.8 : Représentation d’une analyse en coordonnées principales. 
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4.3 Régulation de la glycémie 

4.3.1 Glycémie basale 

Immédiatement après l’euthanasie, la glycémie des xénopes a été mesurée à l’aide de 

bandelettes-test Accu-Chek® sur une section d’un doigt de la patte inférieure. 

 

4.3.2 Test de tolérance au glucose 

Afin d’évaluer la capacité des femelles à réguler leur glycémie, du glucose à 1 mg/g de masse 

fraîche a été injecté en intrapéritonéal (Figure 2.9) et la glycémie (bandelettes Accu-Chek®) a 

été suivie à un intervalle de temps régulier par prise de sang sur la section d’un doigt de la 

patte inférieure.  

 

Figure 2.9 : Injection de glucose en intrapéritonéal lors du test de tolérance au glucose. 

 

4.3.3 Test de tolérance à l’insuline 

De l’insuline bovine (Sigma-Aldrich) à 5 mU/g de masse fraîche a été injectée au niveau des 

sacs dorsaux lymphatiques et la glycémie a été suivie à intervalle régulier (0h, 1h, 2h, 3h, 4h, 

5h) sur la section d’un doigt d’une patte inférieure à l’aide de bandelettes-test Accu-Chek®. 
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4.3.4 Réponse physiologique au glucose  

Lorsqu’une intolérance au glucose est observée pour une condition d’exposition, des 

femelles xénopes sont à nouveau collectées pour réaliser une injection de glucose (1 mg/g 

de masse fraîche) comme décrit précédemment. Après 30 min post-injection, temps où la 

glycémie est maximale, le sang frais est échantillonné et placé dans de l’azote liquide puis à -

80°C pour réaliser des dosages plasmatiques de triglycérides, de cholestérol total et 

d’insuline (Parties 4.7.2, 4.7.3 et 4.7.4). 

 

4.4 Traits anatomiques 

4.4.1 Rapport hépato-somatique 

Le rapport hépato-somatique (HSI) correspond au rapport de la masse du foie sur la masse 

des individus. Il témoigne d’une hypertrophie ou d’une hypotrophie hépatique. 

 

HSI!!= 
23--&'/"*&'456

23--&'*!(*+*(,'456
  

 

4.4.2 Rapport adipeux-somatique 

Les tissus de réserves chez les amphibiens sont les corps jaunes. Un rapport de la masse des 

corps jaunes sur la masse du xénope a été réalisé et correspond au rapport adipeux-

somatique. 

 

Rapport!adipeux-somatique!= 
23--&'0"%1-'73,!&'456

23--&'*!(*+*(,'456
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4.4.3 Rapport gonado-somatique 

Le rapport gonado-somatique a été étudié et correspond au rapport de la masse des 

ovocytes sur la masse du xénope.  

 

Rapport!gonado-somatique!= 
23--&'"+"089&-'456

23--&'*!(*+*(,'456
 

 

4.4.4 Rapport pancréato-somatique 

Le rapport pancréato-somatique correspond au rapport de la masse du pancréas sur la 

masse du xénope. Il témoigne d’une hypertrophie ou d’une hypotrophie du pancréas. 

 

Rapport!pancréato-somatique!= 
23--&'13!0%é3-'456

23--&'*!(*+*(,'456
 

 

4.5 Observations histologiques  

Lors des dissections, les organes sélectionnés pour les observations histologiques (lobe de 

foie gauche, une section transversale du muscle squelettique de la cuisse gauche et le 

pancréas des femelles) ont été placés dans du tissu OCT (VWR), congelés immédiatement 

dans l’azote liquide et conservés à -80°C. Concernant les femelles de la génération F2, les 

organes prélevés ont été congelés dans de l’isopentane (VWR), refroidis dans l’azote liquide 

puis conservés à -80°C. Des coupes de 7 µm d’épaisseur ont été réalisées et déposées sur 

des lames Super-Frost Plus (VWR) à l’aide d’un cryotome (CM3050S, Leica) possédant une 

température de chambre et de socle de -25°C.  

Pour l’analyse de l’architecture membranaire du tissu hépatique, un sous-échantillon du lobe 

de foie gauche des femelles F2 a été fixé pendant 48h dans du formol tamponné à 4% (avec 

10% de formalin, VWR). Brièvement, les échantillons ont ensuite été rincés dans de l’eau 
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distillée puis déshydratés, pendant 30 min, deux fois dans chaque bain d’éthanol de 

concentration croissante (50%, 70%, 95% et 100%) avant d’être une nouvelle fois 

déshydratés 30 min dans 3 bains de toluène (100%). Enfin, ces échantillons ont été 

imprégnés dans de la paraffine à 56°C pendant 12h avant de réaliser des coupes de 7 µm 

d’épaisseur à l’aide d’un microtome.  

 

4.5.1 Coloration hématoxyline/érythrosine  

La coloration hématoxyline/érythrosine (HE) permet d’observer l’organisation tissulaire à 

travers la coloration des noyaux en violet (par réaction avec l’hématoxyline, colorant 

basique) et la coloration du cytoplasme en rose (par réaction avec l’érythrosine, colorant 

acide). Cette coloration permet également de visualiser de potentiels lésions 

prénéoplasiques et tumorales ainsi que des amas mélanomacrophagiques. 

Les coupes de foie ont été plongées dans un bain d’hématoxyline (VWR) pendant 3 min, puis 

les coupes ont été rincées à l’eau courante suivi d’un bain d’acide chlorhydrique (Sigma-

Aldrich) à 0,9% pendant 2 sec. Les coupes ont ensuite été trempées pendant 30 sec dans un 

bain d’ammonium (Sigma-Aldrich) à 2% afin de raviver les couleurs puis dans un bain 

d’érythrosine (VWR) pendant 4 min. Les coupes ont été déshydratées par différents bains 

d’éthanol de concentration croissante (Sigma-Aldrich) (70%, 95% et deux bains de 100%) et 

d’un bain final de toluène (Sigma-Aldrich) (100%). Les coupes ainsi colorées ont été montées 

sous lamelles à l’aide de la résine Coverquick 4000 (VWR).  

 

4.5.2 Coloration au trichrome de Gomori 

La coloration au trichrome de Gomori permet d’observer l’organisation tissulaire et plus 

particulièrement de mettre en évidence le tissu conjonctif. Dans notre étude, le but de cette 

coloration est de déterminer la présence ou non de collagène, de macrophages, de 

mastocytes et de leucocytes. 
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Les coupes de foie ont été plongées dans de l’eau distillée puis dans une solution 

d’hématoxyline (VWR) durant 3 min avant d’être rincées sous l’eau du robinet. Ensuite, les 

coupes ont été trempées, pendant 5 min, dans une solution d’acide phosphotungstique 

(0,8%), composée d’un colorant cytoplasmique (chromotrope 2R, 0,6%) et d’un colorant des 

fibres du tissu conjonctif (bleu d’aniline, 0,3%) et mélangée avec de l’acide acétique glacial 

(1%). Le cytoplasme est coloré en rouge et les fibres de collagène ressortent de couleur 

bleue. Le rinçage dans de l’acide acétique permet d’obtenir des nuances de couleurs plus . 

Les coupes sont ensuite placées dans un bain d’acide acétique (0,5%) durant 1 min puis 

déshydratées par différents bains d’éthanol de concentration croissante (Sigma-Aldrich) 

(70%, 95% et deux bains de 100%). Enfin, les coupes ont été montées entre lames et 

lamelles à l’aide de la résine Coverquick 4000 (VWR). 

 

4.5.3 Coloration à l’huile rouge  

La coloration oil red O (ORO) permet de mettre en évidence les lipides (triglycérides et 

cholestérol estérifié). Les lipides sont marqués en rouge tandis que les noyaux sont de 

couleur bleue.   

Les coupes de foie ont préalablement été séchées pendant 10 min à température ambiante. 

Une solution mère composée de 2,5 g de poudre ORO et 400 mL d’alcool d’isopropanol à 

99% a été réalisée (Sigma-Aldrich). Les coupes ont ensuite été trempées dans un bain d’huile 

rouge composé de la solution mère (1,5 parts) et d’eau distillée (1 part) pendant 5 min avant 

d’être rincées sous l’eau courante du robinet pendant 30 min. Les coupes ont été montées 

sous lamelles à l’aide du milieu de montage aqueux Aquatex® (VWR) (Mehlem et al., 2013).  

Pour quantifier les lipides, 3 à 5 photos (par coupe de foie) ont été prises à l’aide d’un 

microscope Nikon Eclipse E600 équipé d’un appareil photo Olympus DP70 et le contenu 

lipidique hépatique a été évalué à l’aide du logiciel GNU Image Manipulation Program (GIMP 

v.2.8.6) comme décrit dans Regnault et al., (2014).  
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4.5.4 Coloration à l’acide périodique de Schiff  

La coloration à l’acide périodique de Schiff (PAS) permet de mettre en évidence les mucines, 

les membranes basales, les spores, les filaments mycéliens et plus particulièrement le 

glycogène. Les polysaccharides sont colorés en rouge en raison des réactions d’oxydation 

des glycols en aldéhydes par l’acide périodique et à des réductions de ces aldéhydes libres 

par le réactif de Schiff.   

Les coupes de foie et de muscle sont placées 1 min dans un bain d’eau puis placées dans un 

bain d’acide périodique à 0,5% (VWR) pendant 10 min. Les coupes ont ensuite été rincées à 

l’eau courante du robinet avant d’être trempées dans le réactif de Schiff (VWR) pendant 10 

min. Les coupes ont été rincées à l’eau chaude puis à l’eau froide avant d’être trempées dans 

l’hématoxyline (VWR) pour la coloration des noyaux. Les coupes ont de nouveau été rincées 

dans l’eau puis déshydratées par différents bains d’éthanol  (Sigma-Aldrich) (70%, 95% et 

deux bains de 100%) et un bain final de toluène (Sigma-Aldrich) à 100%. Les coupes ont été 

montées sous lamelles à l’aide de la résine Coverquick 4000 (VWR).  

Pour quantifier les polysaccharides, 5 à 10 photos par échantillon ont été prises à l’aide du 

microscope Nikon Eclipse E600 équipé de l’appareil photo Olympus DP70 et des scores ont 

été établis en fonction de la quantité de polysaccharides contenus au sein des cellules. Un 

score de 0,5 correspond à une cellule contenant une faible quantité de polysaccharides 

tandis qu’un score de 3,5 correspond à une cellule contenant des polysaccharides en forte 

quantité. Un pourcentage de chacun des trois scores a été établi et une moyenne de ces 

trois scores a été calculée pour chaque échantillon. Chacun des scores a été défini 

indépendamment par deux personnes distinctes. 

 

4.5.5 Immuno-marquage de l’insuline  

Les coupes de pancréas ont été fixées dans du formaldéhyde à 4% pendant 10 min puis 

lavées dans du tampon phosphate salin (PBS) avec 0,5% d’albumine sérique bovine (BSA) 

(PBS/BSA 0,5%). Pour l’étape de saturation des sites non spécifiques, les coupes ont été 

incubées avec de la BSA à 5% pendant 30 min. Les coupes ont ensuite été incubées toute la 
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nuit à 4°C avec l’anticorps primaire guinea pig anti-human insulin serum (Y370; Yanaihara 

Institute) dilué au 1/500 dans du PBS/BSA 0.5%. Le lendemain, les coupes ont de nouveau 

été rincées dans du PBS/BSA 0,5% puis incubées 30 min à température ambiante avec 

l’anticorps secondaire goat anti-guinea pig IgG (H+L) FITC-conjugated (Southern Biotech) 

dilué au 1/200 dans du PBS/BSA 0,5%. Afin de convertir la fluorescence en signal 

colorimétrique, un Converter AP (Roche) a été utilisé. Le substrat Fast Red (Sigma-Aldrich) a 

été utilisé pour permettre la révélation des ilots d’insuline de couleur rosée. La révélation a 

nécessité 15 min. Les coupes ont ensuite été contre-colorées avec de l’hématoxyline (VWR) 

pour colorer les noyaux puis montées sous lamelles à l’aide du milieu de montage aqueux 

aquatex® (VWR).  

Pour estimer l’aire et l’intensité des ilots d’insuline, cinq photos d’ilots ont été prises à l’aide 

du microscope Nikon Eclipse E600. La production d’insuline a été définie comme le produit 

de l’aire par l’intensité de chaque ilot, paramètres définis à l’aide du logiciel GIMP (version 

2.8.6).  

 

4.6 Activités mitochondriales hépatiques 

4.6.1 Activité de la citrate synthase  

L’activité de la citrate synthase a été déterminée en mesurant le taux d’apparition de l’acide 

thionitrobenzoïque qui absorbe à 412 nm (pendant 3 min). Le mélange réactionnel est 

composé de 10 µg de protéines mitochondriales isolées, de 100 mM de Tris/acide 

chlorhydrique (Tris/HCl) à pH 8,0, de 0,1% de Triton X-100, de 300 mM acétyl-CoA, de 100 

µM de 5,5ʹ-dithiobis (acide 2-nitrobenzoïque) et de 500 µM d’oxaloacétate.  

 

4.6.2 Respiration mitochondriale  

Les mitochondries ont été préparées comme décrit dans Garait et al., 2005 (milieu 

d'isolation: pH 7,4, saccharose 250 mM, Tris 20 mM, EGTA 1 mM). A l’aide du test de 

« Pierce modified Lowry protein » (Thermo Fisher Scientific) et suivant les instructions du 
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fabricant, la concentration en protéines mitochondriales a pu être déterminée. Le taux de 

consommation d’oxygène mitochondrial a été mesuré par polarographie avec une électrode 

d’oxygène de Clark dans une cellule en verre fermée. Le milieu de respiration à pH 7,2 était 

composé de 125 mM KCl, 20 Mm Tris, 5 mM Pi et 1 mM EDTA. La respiration mitochondriale 

réalisée par les complexes I et II (état 2 non phosphorylant) est mesurée par un ajout de 

succinate (5 mM), de glutamate (5 Mm) et de malate (2,5 mM). Après l’addition de 500 mM 

d’adénosine diphosphate (ADP) en quantité saturante, la respiration de l’état 3 

(phosphorylante) a pu être déterminée. Enfin, l’indice du contrôle respiratoire (RCI) a été 

défini comme suit : 

RCI!!=!
:939';

:939'<
!

 

4.6.3 Activité du protéasome  

Comme décrit précédemment par Bulteau et al., 2002, l'activité peptidase du protéasome a 

été testée grâce à un peptide fluorogénique nommé succinyl-Leu-Leu-Val-Tyr-7-amido-4-

méthylcoumarine (LLVY-AMC) (Sigma-Aldrich). 

 

4.6.4 Activité de l’aconitase  

Les mitochondries ont été suspendues dans du tampon phosphate à 25 mM et à pH 7,25 

avec 0,05% de Triton X-100. L’activité aconitase a ensuite été déterminée par 

spectrophotométrie à une longueur d’onde de 340 nm comme décrit précédemment par 

Bulteau et al. (2003). 
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4.7 Analyses plasmatiques 

4.7.1 Activité de l’alanine aminotransférase sérique 

L’activité de l’alanine aminotransférase sérique (ALAT) témoigne de l’intégrité cellulaire 

hépatique et permet de suivre l’évolution de son fonctionnement.  

Le plasma a été obtenu après centrifugation du sang frais à 2000g pendant 10 min à 4°C. 

L’activité a été mesurée à l’aide du kit Alanine Aminotransferase Activity Assay suivant les 

instructions du fabricant (Sigma-Aldrich). Brièvement, les échantillons plasmatiques sont 

mélangés à une solution réactionnelle composée de 86 µL de tampon ALAT, de 10 µL de 

substrat ALAT et de 2 µL d’un mélange d’enzyme ALAT ainsi que 2 µL d’un substrat de 

peroxydase fluorescent. Après 3 min, les mesures initiales (t0) des tests colorimétrique (570 

nm) et fluorimétrique (ʎex= 535 nm et ʎem= 587 nm) sont réalisées. Les échantillons sont 

ensuite incubés à 37°C et des mesures colorimétrique et fluorimétrique sont faites 

périodiquement toutes les 5 min. 

 

L’activité ALAT est déterminée en fonction du rapport entre deux tests enzymatiques 

couplés :  

 

Produit!= 
>%"(,*9'0"."%*#é9%*?,&'4@AB'!#6

>%"(,*9'/.,"%*#é9%*?,&'4C&DE@;@'!#F'''C&#E@GA'!#6
 

 

Le rapport des produits obtenus par les tests colorimétrique et fluorimétrique est 

proportionnel à la quantité de pyruvate généré. Afin de quantifier l’activité ALAT, une unité 

d’ALAT est définie comme correspondant à 1 µmol de pyruvate générée par minute à 37°C. 
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4.7.2 Quantification des triglycérides totaux 

La concentration des triglycérides totaux a été déterminée dans le plasma des femelles à 

l’aide du kit GPO-POD (Sobioda) par le prestataire externe Therassay.  

Le principe des réactions est le suivant : 

 

 

Un millilitre de réactif composé des molécules de p-chlorophénol (2 mmol/L), de 

lipoprotéine lipase (150 000 U/L), de glycérol kinase (500 U/L), de glycérol-3-oxydase (3500 

U/L), de peroxydase (440 U/L), de 4-aminophénazone (0,1 mmol/L) et d’ATP (0,1 mmol/L) 

est mélangé à 10 µl d’échantillon. Ce mélange réactionnel est incubé à 37°C pendant 5 min. 

L’absorbance est ensuite lue à 505 nm. L’intensité de la couleur formée par le produit final 

est proportionnelle à la concentration des triglycérides. 

 

4.7.3 Quantification du cholestérol total 

La concentration du cholestérol total a été déterminée dans le plasma des femelles en 

utilisant le kit CHOD-POD (Sobioda) par le prestataire externe Therassay. 

 

 

 

Triglycérides + H2O
Lipoprotéine lipase

Glycérol + Acides gras libres

Glycérol + ATP Glycérol-3-phosphate + ADP
Glycérol kinase

Glycérol-3-phosphate + O2

Glycérol-phosphate 
déshydrogénase 

Dihydroxyacétone phosphate + H2O2

H2O2 + 4-aminophénazone 
+ p-chlorophénol

Peroxydase 
Quinone + H2O
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 Le principe des réactions est le suivant : 

 

 

Le réactif est composé de phénol (26 mmol/L), de 4-aminophénazone (0,4 mmol/L), de 

cholestérol estérase (1 000 U/L), de cholestérol oxydase (300 U/L) et de peroxydase (650 

U/L). Le mélange réactionnel (composé de 1 mL de réactif et de 10 µL d’échantillon) est 

incubé à 37°C pendant 5 min et l’absorbance est lue à 505 nm. L’intensité de la couleur 

formée par le produit final est proportionnelle à la concentration de cholestérol présent 

dans l’échantillon. 

 

4.7.4 Quantification de l’insuline  

La concentration de l’insuline a été déterminée dans le plasma des femelles à l’aide du kit 

Elisa 80-INSBO-E01 (ALPCO) par le prestataire externe Therassay.  

Ce test ELISA est un test de type sandwich dont le principe du protocole est décrit dans la 

figure 2.10. La microplaque est remplie d’un anticorps monoclonal spécifique de l’insuline 

bovine. Ensuite, 25 µl d’échantillons sont ajoutés ainsi que 75 µl de solution Conjugate. Le 

mélange a ensuite été incubé pendant 2 heures à température ambiante puis vortexé à 700-

900 rpm. Les puits sont lavés 6 fois avec le Wash Buffer. Ensuite, 100 µl de TMB Substrate 

sont ajoutés avant une seconde incubation pendant 15 min à température ambiante et un 

vortex de 700-900 rpm. Afin de stopper la réaction, 100 µl de Stop Solution sont ajoutés et la 

densité optique est mesurée à 450 nm. L’intensité de la coloration est proportionnelle à la 

quantité d’insuline plasmatique. 

Esters du cholestérol + H2O
Cholestérol estérase

Cholestérol + Acides gras

Cholestérol + O2 4-cholestènone + H2O2

Cholestérol oxydase

2 H2O2 + phénol
+ 4-aminophénazone

Peroxydase
Quinonéimine + 4 H2O
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Figure 2.10 : Principe du test Elisa de type sandwich du kit Elisa 80-INSBO-E01. 

 

4.8 Quantification des protéines musculaires 

Un volume de 10 mL de tampon de lyse (20 mM Tris pH 7,5; 150 mM NaCl; 1% Nonidet P-40; 

0,5% Sodium Deoxycholate; 1 mM EDTA; 0,1% SDS) est mélangé à des pastilles contenant 

des inhibiteurs de protéases et de phosphatases (Halt Protease and Phosphatase Inhibitor 

Cocktail, EDTA Free, 100X). Cent microlitres de cette solution sont ajoutés à 20 mg de 

muscle. Le tissu a été broyé et les échantillons ont été centrifugés à 12000 rpm pendant 15 

min à 4°C. Le surnageant (5 µL) est collecté afin de doser les protéines musculaires suivant la 

méthode de Bradford (Bradford, 1976). L’absorbance est lue à 595 nm après 5 min 

d’incubation et la quantité de protéines est déterminée grâce à une gamme étalon de BSA. 

L’intensité de la coloration bleue est proportionnelle à la quantité de protéines liées au bleu 

de Coomassie et témoigne de la quantité de protéines présentes dans l’échantillon. En effet, 

les liaisons entre le bleu de Coomassie (réactif) et les acides aminés classiques (arginine, 

l’histidine, la lysine) et aromatiques entrainent une modification de la structure du réactif. 

Sans interaction, le réactif est de couleur rouge et possède une longueur d’absorbance de 

465 nm. Lorsqu’il est en interaction avec les protéines, du fait d’un déplacement de sa 

longueur d’onde d’absorbance de 465 nm à 595 nm, la couleur du réactif devient bleue.  

Substrat de l’enzyme TMB Substrate

Anticorps de capture sensible à l’insuline bovine 

Échantillon à tester

Anticorps de détection

Anticorps secondaire lié à l’enzyme Solution Conjugate

Enzyme
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4.9 Quantification des réserves ovocytaires 

Le dosage du glycogène ovocytaire a été réalisé à l’aide du kit Glucose Assay (Sigma-Aldrich).  

Le principe du dosage est le suivant : 

 

 

Afin de permettre une lyse cellulaire, 1 mL d’hydroxyde de potassium (KOH) à 40% et 40 mg 

de tissu ovocytaire ont été mélangés puis placés dans un bain marie à 100°C pendant 30 min. 

Pour précipiter le glycogène, 3 mL d’éthanol à 96% ont été ajoutés et les échantillons ont été 

laissés à -20°C durant la nuit. Le lendemain, une centrifugation de 15 min (10 000g, 4°C) a 

été effectuée. Le surnageant a été éliminé, puis le glycogène (flocons blanchâtres) a été 

dissous par l’ajout de 1 mL d’HCl à 2N. Les échantillons sont placés dans un bain marie à 

100°C pendant 3h pour hydrolyser le glycogène en glucose. Le pH des extraits a été ajusté à 

7 avec 1 mL d’hydroxyde de sodium (NaOH) à 2N. Deux millilitres d’enzymes glucose oxydase 

(500 unités) et peroxydase (100 unités purpurogalline1) ont été ajoutés à chaque extrait. Les 

extraits ont de nouveau été placés dans un bain marie à 37°C pendant 30 min. Ces réactions 

ont été arrêtées par l’ajout de 2 mL d’acide sulfurique (H2SO4) à 12N et le produit final o-

dianisidine de couleur rose a été formé. L’absorbance est lue à 540 nm et l’intensité de la 

coloration rosée est proportionnelle à la quantité de glucose présent dans l’échantillon.  

 

 

 

                                                           
1 L’unité purpurogalline est équivalente à ~18 mM unités par minute à 25°C. 

D-glucose + H2O + O2

Glucose oxydase
Acide D-gluconique + H2O2

H2O2 + o-dianisidine réduit
Peroxydase

o-dianisidine oxydé (couleur marron)

H2SO4 o-dianisidine oxydé (couleur rose)o-dianisidine oxydé 
(couleur marron)
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Un dosage des lipides ovocytaires a également été effectué (Knight et al., 1972; Van Handel, 

1985; Plaistow et al., 2003).  

La réaction se déroule comme suit :  

 

 

Le réactif phospho-vanilline se compose de 240 mg de vanilline (Sigma-Aldrich), 40 mL 

d’éthanol à 100% et de 160 mL d’acide phosphorique (H3PO4) à 85% (Sigma-Aldrich). Dix 

milligrammes d’ovocytes sont placés dans 500 µL de solution d’extraction 

chloroforme/méthanol de rapport 1:1.  Les échantillons sont broyés et laissés 1h sur glace 

puis sont centrifugés à 18000g pendant 30 min à 4°C. Pour l’obtention d’un dépôt lipidique, 

100 µL de surnageant est placé dans un tube en pyrex dans un bain marie à 95°C pendant 

environ 10 min. Quand la totalité du liquide s’est évaporée, 200 µL d’acide sulfurique à 95% 

sont ajoutés, puis les extraits sont de nouveau placés à 95°C pendant 10 min. Une fois les 

extraits refroidis, 4,8 mL de réactif phospho-vanilline sont ajoutés. Au bout de 10 min, une 

coloration rose (absorbance à 535 nm) proportionnelle à la quantité de lipides apparait.  

 

 

Le dosage des protéines ovocytaires a été réalisé suivant la méthode de Bradford (Bradford, 

1976) décrite au point 4.8 de ce chapitre.  

 

 

 

Vanilline + Acide phosphorique 

Phospho-vanilline 
(Ester de phosphate + 

Groupe carbonyl réactif)

Lipides insaturés + Acide sulfurique Ion carbonium

Ion carbonium + 
Phospho-vanilline (Groupe carbonyl)

Composé coloré
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5. Analyses statistiques   

Les données individuelles sont exprimées comme une moyenne ± l’erreur type (SEM). 

Dans la publication de Regnault, Usal et al., 2018 (Chapitre III), les impacts du 

benzo[a]pyrène et du triclosan sur le métabolisme et leurs effets multigénérationnels sur le 

développement et la reproduction ont été décrits. Ainsi, les données physiologiques ont été 

transformées en log pour l’utilisation d’un test de comparaison multiple, le test statistique 

de Dunnett. Dans la publication de Usal et al., 2019 (Chapitre III) décrivant les effets du 

mélange benzo[a]pyrène/triclosan sur le métabolisme et leurs effets multigénérationnels sur 

le développement et la reproduction, un test non-paramétrique de Wilcoxon a été utilisé 

pour l’étude des données physiologiques compte tenu du faible nombre d’échantillons.  

Pour les chapitres IV et V décrivant les impacts multi- et trans-générationnels du 

benzo[a]pyrène et du triclosan sur le métabolisme et leurs effets transgénérationnels sur le 

développement et la reproduction, la normalité des variables (données physiologiques) a été 

testée par un test de Shapiro-Wilk. En cas de normalité de la distribution des valeurs (p-

valeur supérieure à 0,05), l’homogénéité des variances a été testée à l’aide du test de Fisher. 

Lorsque l’homogénéité des variances est vérifiée (p-valeur supérieure à 0,05), le test 

paramétrique de Student permettant la comparaison de moyennes a été utilisé. En cas de 

non-homogénéité des variances (p-valeur inférieure à 0,05), le test de Welch a été utilisé. 

Lorsque la distribution des valeurs ne suit pas une loi normale (p-valeur inférieure à 0,05) ou 

lorsque le nombre de réplica est faible (< 20), un test non paramétrique de Wilcoxon a été 

effectué.  

La comparaison des courbes des différents groupes représentant le pourcentage d’individus 

vivants, l’âge à la métamorphose et à la maturité sexuelle a été réalisée à l’aide d’un test de 

Kaplan-Meyer classique (si la taille des groupes d’individus à t0 est identique) ou d’un test 

log-rank de Kaplan-Meyer (si la taille des groupes d’individus à t0 diffère). Le test de Kaplan-

Meyer permet d’évaluer en globalité les différences entre deux courbes.  

Les différences statistiques du sexe-ratio entre les groupes « témoin » et « exposés » ont été 

évaluées à l’aide d’un test du chi-deux. Ce test permet de prendre en compte la taille de 

chaque groupe.  
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En ce qui concerne l’étude du microbiote intestinal (Chapitre VI), les différences de l’indice 

de Shannon entre les différents groupes d’exposition ont été testées à l’aide du test non-

paramétrique de Wilcoxon. 

Quel que soit le test utilisé, une différence significative entre les groupes « témoin » et 

« issus d’exposition » a été considérée lorsque la p-valeur était inférieure à 0,05. 

Enfin, pour l’analyse transcriptomique, la plateforme Galaxy possède des outils statistiques 

intégrés et les gènes ont été considérés différentiellement transcrits lorsque la q-valeur était 

inférieure à 0,05. La q-valeur est utilisée lors de tests multiples et intègre la notion de « False 

Discovery Rate » c’est-à-dire le pourcentage de faux positifs. Enfin, la significativité de 

l’enrichissement des voies a été validée, à l’aide de l’outil DAVID, lorsque la p-valeur du test 

de Fisher était inférieure à 0,05. 
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1. Introduction 

L’objectif de cette étude est de comprendre les effets d’une exposition chronique à deux 

perturbateurs endocriniens (benzo[a]pyrène et triclosan) seuls ou en mélange sur la 

physiologie de Xenopus tropicalis. L’impact direct des perturbateurs endocriniens est étudié 

à différentes échelles d’organisation, de la transcriptomique à la fitness des individus en 

passant par leur statut métabolique. L’un des points importants de cette étude est 

également d’appréhender les conséquences de l’exposition parentale à ces perturbateurs 

endocriniens sur la descendance non directement exposée. Ainsi, ce chapitre est basé sur la 

publication de deux articles (Regnault, Usal et al., 2018 et Usal et al., 2019) décrivant les 

impacts d’une exposition chronique au benzo[a]pyrène, au triclosan et au mélange 

benzo[a]pyrène/triclosan sur le développement, la reproduction et le métabolisme de 

femelles Xenopus tropicalis adultes (génération F0). Les effets multigénérationnels sont 

explorés en suivant le développement et la reproduction de leurs descendants non 

directement exposés (génération F1) (Figure 1.21).  

Au cours de ce chapitre, les paramètres qui ont été mesurés sur le métabolisme des femelles 

F0 sont indiqués dans la figure 3.1 et ceux étudiés sur le développement et la reproduction 

des individus F0 et F1 sont montrés dans la figure 3.2.  
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Figure 3.1 : Paramètres étudiés sur le métabolisme des femelles de la génération F0. 

 

 

Figure 3.2 : Paramètres étudiés sur les générations F0 et F1. (A) Développement. (B) 
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Despite numerous studies suggesting that amphibians are highly

sensitive to endocrine disruptors (EDs), both their role in the

decline of populations and the underlying mechanisms remain

unclear. This study showed that frogs exposed throughout their

life cycle to ED concentrations low enough to be considered safe

for drinking water, developed a prediabetes phenotype and, more

commonly, a metabolic syndrome. Female Xenopus tropicalis ex-

posed from tadpole stage to benzo(a)pyrene or triclosan at con-

centrations of 50 ng·L−1 displayed glucose intolerance syndrome,

liver steatosis, liver mitochondrial dysfunction, liver transcriptomic

signature, and pancreatic insulin hypersecretion, all typical of a

prediabetes state. This metabolic syndrome led to progeny whose

metamorphosis was delayed and occurred while the individuals

were both smaller and lighter, all factors that have been linked

to reduced adult recruitment and likelihood of reproduction. We

found that F1 animals did indeed have reduced reproductive

success, demonstrating a lower fitness in ED-exposed Xenopus.

Moreover, after 1 year of depuration, Xenopus that had been

exposed to benzo(a)pyrene still displayed hepatic disorders and

a marked insulin secretory defect resulting in glucose intoler-

ance. Our results demonstrate that amphibians are highly sen-

sitive to EDs at concentrations well below the thresholds

reported to induce stress in other vertebrates. This study intro-

duces EDs as a possible key contributing factor to amphibian

population decline through metabolism disruption. Overall,

our results show that EDs cause metabolic disorders, which is

in agreement with epidemiological studies suggesting that en-

vironmental EDs might be one of the principal causes of meta-

bolic disease in humans.

endocrine disruptors | metabolic syndrome | transgenerational | amphibian

population decline | Xenopus tropicalis

Dramatic declines in amphibian wetland populations have
been observed globally since the 1980s (1) with current ex-

tinction rates 211 times above background levels (2). It has been
suggested that wetland pollution with multiple endocrine dis-
ruptors (EDs) may play a key role, along with other well-known
threats including habitat loss, the introduction of exotic species,
increased UV radiation, water acidification, and emerging in-
fectious diseases (3–5). An ED is an exogenous substance or
mixture that alters the function(s) of the endocrine system and
consequently causes adverse health effects in an intact organism,
or its progeny, or in (sub)populations (6). Mesoscale field studies
have suggested that EDs may correlate with population decline
in several amphibian species and that contamination by EDs may
be one of the key contributing factors responsible for altering
amphibian population fitness (7). While certain evidence sug-
gests that once symptoms of ED toxicity are found in amphibian

populations community destructuring and population decline are
unavoidable (3), other studies have questioned these findings,
suggesting that amphibians are no more vulnerable to EDs than
other species (8). EDs have been extensively studied in verte-
brates, focusing on their capacity to interfere with reproductive
development and sex differentiation. Exposure to EDs at the
larval stage can disrupt organogenesis and gonadal differentia-
tion (9–15) by acting on cross talk between the thyroid and re-
productive axes (16). Another sensitive phase is the breeding
season during which adult frogs may develop egg and sperm
maturation defects if exposed to EDs during critical stages (17–
25). In addition to these developmental and reproductive effects,
there are growing concerns that metabolic disorders might also

Significance

By performing a controlled exposure of an amphibian model to

endocrine disruptors (EDs) at concentrations within the range

of safe drinking water, we provide evidence of the role played

by these widespread contaminants in amphibian population

decline through metabolic disruption. In frogs exposed

throughout their life cycle, this disruption induces a meta-

bolic syndrome characteristic of a prediabetes state. Ex-

posed animals produce progeny that metamorphose later,

are smaller and lighter at the adult stage, and have reduced

reproductive success. These transgenerational effects of EDs

may impact overwintering survival, recruitment for repro-

duction, and fitness, each representing possible triggers of

population decline.
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be linked to EDs (26). Data from epidemiological studies suggest
that environmental EDs might account for a substantial part of
metabolic disease incidence in humans (27–29). Despite these
epidemiological correlations in humans and additional experi-
mental evidence for mammals in general (30–32), the potential
involvement of EDs in metabolic disorders as a possible cause of
a reduction in fitness in amphibians has been largely neglected.

The suspected ED (33) triclosan (TCS) has been shown to exert
endocrine-disruptive effects on aquatic species through modu-
lation of the thyroid and estrogen axes (34–37). In wetlands, this
emerging contaminant can now be found alongside the well-
known benzo(a)pyrene (BaP), which has been classified as an
ED by several countries, including the United States and all
European Union member countries, for its impact on reproduction

Fig. 1. ED exposure leads to metabolic impairments in Xenopus. (A) Glucose tolerance test. (B) Relative hepatosomatic indices of control and exposed
animals. (C) Oil Red O staining for total lipid content measured in the livers of control and exposed animals. Lipid content is indicated by red staining. (Scale
bars, 25 μm.) Histograms represent the relative Oil Red O area in the livers of control and exposed animals. (D) Relative blood triglycerides concentrations. (E)
Relative mitochondrial state 2 respiration rate in liver of control and exposed animals. (F) Relative mitochondrial respiratory control indices in the livers of
control and exposed animals. (G) Relative aconitase activity in control and exposed animals. (H) Relative citrate synthase activity in control and exposed
animals. (I) Relative ALAT activity in control and exposed animals. (J) H&E stain of liver sections of control animals. (Scale bars, 70 μm.) (K) H&E stain of liver
sections of BaP-exposed animals. The arrow indicates an area of ballooning hepatocytes. (Scale bars, 70 μm.) (L) H&E stain of liver sections of TCS-exposed
animals. (Scale bars, 70 μm.) (M) Gomori’s Trichrom stain of sections of control animals. (Scale bars, 70 μm.) (N) Gomori’s Trichrom stain of liver sections of BaP-
exposed animals. The arrow indicates a necrotic area with leukocyte infiltrates. (Scale bars, 70 μm.) (O) Gomori’s Trichrom stain of liver sections of TCS-exposed
animals. The arrow indicates a dilated blood vessel. (Scale bars, 70 μm.) (P) Relative proteasome activity in the livers of control and exposed animals. (Q) Insulin
immunostaining of the pancreas of control and exposed animals. Insulin content is indicated by red staining. (Scale bars, 25 μm.) The histograms present the
relative insulin quantity estimated as area × intensity of islet stained for insulin in the pancreas of control and exposed animals. (R) Relative glycogen content
in the muscles of control and exposed animals. (S) Relative glycogen content in the livers of control and exposed animals. The statistical analysis was per-
formed using Dunnett’s test on log-transformed data. The asterisks indicate a significant difference from the control: *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001; n =

4 per exposure group.
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(38, 39). Recent studies have demonstrated that acute exposure to
BaP and TCS (10 μg·L−1, during 24 h) can induce marked meta-
bolic disorders in female and male Xenopus tropicalis with an in-
sulin resistance-like (IR) syndrome phenotype and hepatotoxicity
due to impaired lipid metabolism (40, 41). However, the precise
impact of EDs at naturally occurring concentrations on the am-
phibian metabolism, their health, and decline are unknown. Given
that BaP and TCS concentrations in contaminated surface water
(including lakes and ponds) vary from 0.1 to 237 ng·L−1 (42, 43)
and 0.8–74 ng·L−1 (44, 45), respectively, the impact of these
chemicals must be studied within this concentration range, using a
transgenerational approach to prove their involvement in reduced
amphibian fitness.
Here, we report on the real impact of EDs on amphibian

metabolism and the consequences for their fitness by in-
vestigating two widespread EDs, BaP and TCS (40, 41), at en-
vironmental concentrations (50 ng·L−1) that are considered safe
for human consumption (46, 47). Exposing female Xenopus to
BaP and TCS from tadpole to mature adult stage (for 12 mo) led
to a hepatic transcriptomic signature as well as liver, muscle, and
pancreatic physiological impairments typical of a prediabetes
state. With BaP exposure the observed metabolic syndromes had
not been reversed after 1 y of depuration in clean water. In
addition, exposed animals displayed a dramatic reduction in re-
productive success, and produced progeny (F1) with a decreased
capacity to reproduce and produce viable progeny (F2). These
data provide insights into transgenerational effects and suggest
that EDs may have a direct causal relationship with amphibian
population decline by disrupting their energy metabolism.

Results and Discussion

Development of ED-Exposed Animals (F0). BaP- and TCS-exposed
animals showed a significantly delayed metamorphosis (the 90%
population metamorphosis level was reached 21 and 31 d later,
respectively) (Fig. S1A) while exhibiting no significant decrease
in size or weight at the time of metamorphosis (Fig. S1 B and C).
Moreover, the time to reach sexual maturity was unaffected in
exposed females (Fig. S1D).

EDs Induce a Marked Metabolic Syndrome in Xenopus Typical of a

Prediabetes State.No difference in basal serum glucose levels was
found between the exposed and control animals. However, ED
exposure led to a reduction in glucose tolerance with a 1.8- to
2.4-fold increase in blood glucose (Fig. 1A). Investigating the
liver physiology showed that the ED-exposed animals that had
become glucose intolerant displayed an increase in their hep-
atosomatic index, co-occurring with a marked hepatic steatosis
(Fig. 1 B and C). This deregulation of lipid metabolism in the
liver was associated with hypertriglyceridemia (Fig. 1D). Mito-
chondria orchestrate the energy metabolism from lipids through
substrate oxidation via β-oxidation (48), and mitochondrial dys-
function has been associated with chronic liver steatosis (30).
Here, an elevated state 2 respiratory rate in combination with a
decreased respiratory control index (RCI) pointed toward a
mitochondrial uncoupling in exposed animals (Fig. 1 E and F).
Fatty liver and mitochondrial uncoupling have been associated
with oxidative stress (48). A general deficit in Fe–S cluster pro-
teins such as aconitase, a tricarboxylic acid cycle mitochondrial
enzyme that contains a 4F–4S cluster as prosthetic group, is a
phenotype commonly associated with oxidative stress in the mi-
tochondria (49). Our results suggest that ED exposure induces
elevated mitochondrial rates of free radical production that re-
sult in aconitase inactivation (Fig. 1G). In addition, since the
citrate synthase activity remained stable, irrespective of treat-
ment type (Fig. 1H), the aforementioned changes in the mito-
chondrial parameters were not associated with variations in
mitochondrial density in the liver. Taken together, our results
suggest that liver steatosis induced by EDs is linked to mito-

chondrial dysfunction and, specifically, to mitochondrial uncou-
pling associated with oxidative stress.
Liver lipid accumulation has been widely associated also with

hepatoxicity (50). ED-exposed Xenopus displayed a 2.8–3.2 in-
crease in serum activity of alanine aminotransferase (ALAT)
(Fig. 1I) and liver necrosis associated with pronounced tissue
disorganization. Under magnification, the liver tissue in exposed
Xenopus showed hepatocytes with fewer cell contacts and irreg-
ular shapes, together with large areas of necrosis (Fig. 1 J–O).
Proteasome dysregulation has been associated with endoplasmic
reticulum (ER) stress and is the primary event of insulin re-
sistance development (51). Here, we found that ED exposure
induced a twofold decrease in liver proteasome activity (Fig. 1P),
suggesting that general insulin resistance syndromes occur re-
gardless of the pollutant studied. This development of insulin
resistance syndrome in ED-exposed Xenopus is supported by the
twofold increase in insulin production by the pancreatic beta
cells (Fig. 1Q). In type 2 prediabetes, an increased metabolic
demand for insulin due to insulin resistance precedes the onset
of hyperglycemia. This leads to a period of normal glycaemia,
during which the pancreatic beta cells compensate for insulin
resistance by hypersecreting insulin (52). Nonalcoholic fatty liver
disease (NAFLD) and its progression to nonalcoholic steatohe-
patitis (NASH) are hepatic signs of metabolic disorders includ-
ing prediabetes and insulin resistance syndrome. Histological
modifications associated with NAFLD/NASH include steatosis,
inflammation, hepatocellular ballooning, and fibrosis (53). The
liver sections of ED-exposed animals presented severe steatosis,
leukocyte infiltrates, and hepatocyte ballooning, especially in
BaP-treated animals (Fig. 1 K and N). TCS-exposed animals
displayed swollen blood vessels typical of NAFLD (54) (Fig. 1O).
The severity of the histopathological phenotypes observed sug-
gests that TCS-exposed animals presented livers with modifica-
tions typical of NAFLD, and that BaP-exposed Xenopus presented
livers with modifications typical of progression to NASH. How-
ever, regardless of the liver sections considered, and despite the
large areas of necrosis, no fibrosis was observed in BaP-exposed
frogs (Fig. 1N). In addition to the liver, pancreatic, and blood
phenotypes, we also observed a decrease in muscle glycogen
content for ED-exposed animals (Fig. 1R) suggesting an insulin
resistance syndrome in the skeletal muscle (55). Taken together,
our results suggest that ED exposure may lead to a prediabetes
phenotype and, more generally, to the development of general
metabolic syndrome in frogs exposed throughout their life cycle.
Moreover, we observed a trend toward an increase in the liver
glycogen content in BaP-exposed animals (Fig. 1S). These results
point toward a possible association of this metabolic syndrome
with a glycogenic hepatopathy, in humans considered a compli-
cation of uncontrolled diabetes (56).

Liver Transcriptomic Signatures in ED-Exposed Animals Confirm

Metabolic Syndrome. Liver transcriptomes of ED-exposed ani-
mals showed a differential transcription of 322 and 121 genes
with up-regulation in 40% and 66% of cases for BaP and TCS,
respectively (Datasets S1 and S2). Despite having a similar
prediabetes phenotype, the liver transcriptomic signatures
varied for different treatments. Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes (KEGG) pathway enrichment analyses of the
differentially transcribed genes indicated a link between BaP
treatment and “Metabolic pathways” (2.9-fold), “Biosynthesis
of amino acids” (3.5-fold), “Steroid hormone biosynthesis”
(3.7-fold), “Peroxisome” (3.7-fold), “Chemical carcinogene-
sis” (3.8-fold), “Carbon metabolism” (3.8-fold), “Metabolism
of xenobiotics by cytochrome P450” (4.1-fold), “Glycine, ser-
ine and threonine metabolism” (7.8-fold), “Glyoxylate and
dicarboxylate metabolism” (eightfold), “Protein export” (13.2-
fold), and “Protein processing in endoplasmic reticulum” (5.4-
fold) (Fig. 2A).
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For TCS exposure, a significant enrichment was observed for
“FoxO signaling pathway” (3.7-fold), “Protein processing in
endoplasmic reticulum” (3.4-fold), “Metabolism of xenobiotics
by cytochrome P450” (7.4-fold), and “Chemical carcinogene-
sis” (7.1-fold) (Fig. 2A). The “Metabolism of xenobiotic by
cytochrome P450” and “Chemical carcinogenesis” pathway

enrichments, found for both EDs, did not correlate with the
differential transcriptions of genes involved in BaP and TCS
metabolism or bioactivation, which suggests that the frogs’
strategy for xenobiotic protection may not be linked to the in-
duction of biotransformation activities (40, 41) (Fig. 2B and
Datasets S1 and S2).

Fig. 2. Liver transcriptome following ED exposure indicates a marked metabolic impairment typical of IR syndrome. (A) The genes showing a significant
differential transcription from control in at least one condition were used for annotation enrichment using the Database for Annotation, Visualization and
Integrated Discovery (DAVID) functional annotation tool (modified Fisher’s exact test with P < 0.05). Histograms indicate the level of enrichment of the
pathways, whenever the levels were significant for BaP- or TCS-exposed animals. (B–D) Transcription of genes involved in the different pathways. The color
scale indicates transcription ratios relative to the controls. The black boxes indicate the pathway highlighted by the gene found to be differentially tran-
scribed compared with the control. Pathways have been grouped according to their parent root in the KEGG description. (E) Transcription of genes involved
in the immune system or where a literature search yielded specific links with the NAFLD/NASH syndrome. The black boxes indicate the pathway highlighted by
the gene found to be differentially transcribed compared with the control. NS indicates that the specific gene was not found to be differentially transcribed in
the considered exposure with regard to the control. n = 4 per exposure group.
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Chronic ER stress due to the accumulation of unfolded pro-
teins in the liver has been described in various models of
NAFLD (57). Here, we found a marked enrichment of the
pathways linked to protein processing and export, highlighted by
a decrease in ED-exposed animals in the transcription of gene
coding for proteins involved in adaptive unfolded protein re-
sponse (UPR) (hspa5, dnajc3, dnajc9, dnajb9, dnajb11, pdia4,
hsp90b1, calr; Fig. 2 C and E and Datasets S1 and S2). Since ER
stress has been linked to the inhibition of proteasome activity
(51), the adaptive UPR response was most likely inhibited by the
frogs’ exposure to EDs. This type of inhibition has been linked to
cell death (58) and explains the large areas of necrosis observed
in the liver sections of BaP-exposed animals (Fig. 1N).
All other enriched pathways considered together suggest that

an IR phenotype occurs in X. tropicalis exposed to EDs. These
other pathways mainly involve genes linked to carbohydrate or
lipid metabolism (Fig. 2 B and D). In addition, we found several
differentially transcribed genes for which a deregulation has also
been associated with IR and NAFLD/NASH (Fig. 2E). IR is
characterized by an increase in the enzyme-coding transcripts
involved in gluconeogenesis such as glucose-6 phosphatase
(g6pc) or glyoxylate reductase (grhpr.1) (59, 60), and we did in-
deed find a marked overtranscription of the g6pc (6.8-fold for
BaP and 2.5-fold for TCS) and grh.1 (2.6-fold for BaP) genes.
Moreover, the high overtranscription of the insulin-like growth
factor 1 binding protein (igfbp-1), repressed by insulin in physi-
ological conditions (61), confirmed this phenotype for BaP-
exposed Xenopus (Fig. 2 B and E). The high activation of glu-
coneogenesis in BaP-exposed animals might be related to the
high overtranscription of the nuclear receptors nr4a1 (6.7-fold)
and nr4a2 (14-fold), which are key activators of glucose pro-
duction in the liver (62) (Fig. 2E).
The IR syndrome has also been associated with a deregulation

of lipid metabolism, leading to the accumulation of triglycerides
(steatosis) in the liver (63). The marked liver steatosis in our ED-
exposed animals was linked to the deregulation of several genes
controlling lipid metabolism, and particularly sulfotransferase
2b1 (sult2b1), an enzyme known to protect the liver from stea-
tosis and to inhibit lipogenesis (64), was undertranscribed (0.21-
fold for BaP and 0.35-fold for TCS). Moreover, BaP-exposed
animals presented a deregulation of patatin-like phospholi-
pase domain containing 3 (pnpla3) (0.26-fold), the gene whose
inhibition has been associated with lipid accumulation in the
liver (65). In TCS-exposed animals, several genes associated
with liver triglyceride or cholesterol accumulation were found
to be overtranscribed, including the 7-dehydrocholesterol re-
ductase (dhcr7) (2.75-fold) and the Kruppel-like factor 2 (klf2)
(2.52-fold) (41, 66).
The aforementioned physiological observations indicated a

graduation in liver manifestations of IR in ED-exposed animals,
with liver symptoms ranging from NAFLD for TCS-exposed to
NASH in BaP-exposed Xenopus (Fig. 1). Transcriptomic data
confirmed these phenotypes with a higher number of genes
highlighting the severity of liver dysfunction under BaP exposure.
We did indeed find a marked undertranscription of several genes
involved in lipid metabolism (acss2.2, 0.24-fold; elovl2, 0.35-fold;
hmgcs1, 0.31-fold; mgat2, 0.34-fold), the deregulation of which
has been associated with the progression from NAFLD to NASH
(67). NASH has also been found to be associated with in-
flammatory processes (53), which is in good agreement with our
observation of leukocyte infiltrates in BaP-exposed animals be-
ing associated with the deregulation of key genes involved in
inflammation, including cd3e (3.15-fold), cd40 (3.34-fold), fas
(2.11-fold), gadd45g (2.15-fold), susd1 (3.15-fold), vasp (0.48-
fold), and vegfc (2.75-fold). The different liver transcriptomic
signatures induced by BaP and TCS might be explained by their
different cellular targets. The BaP phenotype could be induced
through Ah-R activation, since this nuclear receptor has been

shown to be involved in NAFLD/NASH and liver inflammatory
processes in mice (68). In mammals, TCS has been described as
activating the pregnane and xenobiotic receptor (PXR) (69). In
turn, this receptor has been found to be involved in NAFLD in
the absence of any inflammatory processes (70), which could
explain the liver metabolism deregulation induced by TCS.
However, further studies are required to conclusively elucidate
the underlying causes of these observed similarities and differ-
ences in ED-activated molecular mechanisms and the resulting
metabolic syndrome.

BaP-Induced Metabolic Syndrome and Glucose Intolerance Are

Irreversible. To examine the reversibility of the observed symp-
toms, we performed a 1-y depuration of the exposed animals.
While the glucose intolerance phenotype appeared reversible in
TCS-exposed Xenopus, individuals exposed to BaP remained
glucose intolerant even after 1 y of depuration in clean water
(Fig. 3A). Moreover, the BaP depurated animals still displayed a
marked increase in their hepatosomatic index, linked with he-
patic steatosis, while TCS-exposed animals only showed the liver
steatosis (Fig. 3 B and C). These hepatic manifestations were
accompanied by an insulin secretory defect, especially for BaP-
exposed animals (Fig. 3D). However, since only the BaP-exposed
animals remained glucose intolerant, our results suggest that the
liver damage induced by this ED is irreversible.

ED-Induced Metabolism Impairments Reduce Fitness and Cause

Multigenerational Effects. EDs at natural concentrations induced
a marked metabolic impairment in female Xenopus, on which the
resources found in the eggs are entirely dependent (71). To test
the effects of parental exposure on their progeny, we mated five
pairs that had been exposed to either of the EDs (BaP or TCS),
which resulted in offspring from all five BaP exposed pairs but
only from two that had been exposed to TCS. Despite their
sexual maturity, three out of five TCS-exposed females did not
accept the male, which suggests that TCS may impair sexual
behavior in amphibians. This had already been observed in fish
(72) and would confirm the capacity of TCS to impair the
hypothalamo-pituitary-gonad axis (36).
Although the progeny had not directly been exposed to EDs,

they showed a significantly delayed metamorphosis (by 35 d for
90% of the population to reach frog metamorphosis) (Fig. 4A),
just like their BaP-exposed genitors, demonstrating the multi-
generational impact of EDs. Moreover, BaP-exposed parents
produced F1 individuals that were smaller and lighter, while TCS
exposed parents produced offspring that was just lighter (Fig. 4 A
and B), demonstrating a multigenerational aggravation of the
phenotype observed in their genitors.
For the case of direct exposure to TCS, the observed de-

velopmental effects may be due to TCS’s immediate impact on
thyroid hormone levels (73), while BaP exposure may cause in-
direct effects through Ah-R cross talk with the thyroid hormone
receptor (74). However, since F1 animals were exposed to EDs
only at the gamete stage, a similar explanation for the observed
transgenerational impacts is less obvious. This effect could be
explained by a decrease in egg resources due to the observed
metabolic impairments in the female genitors, or an ED
exposure-induced epigenetic modification of genes controlled by
thyroid hormones. Irrespective of the underlying cause, these
disturbances could play a major role in the ongoing amphibian
population decline as the delayed metamorphosis, together with
their smaller body size at the time of metamorphosis, reduces
their adult recruitment and chances for successful reproduction
(75). The smaller body size at the time of metamorphosis also
limits food availability for the newly metamorphosed frogs be-
cause of gape limitation, while increasing their vulnerability to
gape-limited predators (76). The smaller initial body size possi-
bly also reduces postmetamorphic growth, which in turn impacts
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on their overwintering survival rates. The reduced body size
particularly affects females as their size is directly proportional
to fecundity (77). We found that F1 females from BaP-exposed
genitors reached sexual maturity 141 d later than the control
(90% of all females having reached maturity) (Fig. 4C). To assess
F1 reproductive success and the fitness of their exposed genitors,
we mated five F1 pairs from the control, five F1 pairs from the
BaP-exposed parents group, and one pair with TCS-exposed
genitors (corresponding to the only two surviving adults from
this group). We observed a disturbance in mating behavior for
both ED groups, characterized by a delayed amplexus formation.
At 3 h poststimulation, only two amplexi were successful for F1

with BaP parental exposure, while the one pair with TCS pa-
rental exposure remained unsuccessful (Fig. 4E). Irrespective of
parental exposure, F1 mating resulted in a highly variable num-
ber of hatched eggs, although with a discernible trend indicating
dramatically fewer hatched eggs from F1 individuals with BaP-
and TCS-exposed parents (Fig. 4F), suggesting reduced fitness
induced by ED exposure.
In this work, we focused on finding links between ED exposure

and amphibian population decline. In agreement with epide-
miological studies in humans (27–29), we found that EDs can

induce severe metabolic disorders in amphibians already at
concentrations that would be considered safe for higher verte-
brates. Moreover, parental exposure to EDs can negatively affect
the development and fecundity of their progeny and thus reduce
fitness. Overall, the findings from this study should serve as a
starting point for future studies to further elucidate the role of
EDs as a contributing cause to amphibian population decline,
particularly through their disruption of the energy metabolism.
Our results also provide insights into the transgenerational ef-
fects of EDs, which may apply not only to amphibians but also to
higher vertebrates including humans.

Methods
Animals. Premetamorphic, 7-d-old Xenopus tropicalis were purchased from
the “Xenopus national husbandry” (CRB “Xenopes”), University of Rennes 1
(https://xenopus.univ-rennes1.fr/). Before the experiments, they were allowed
to acclimate for 1 wk at 25 °C with a photoperiod of 12:12 h in Marc’s
modified Ringer’s (MMR) 0.1×medium (pH 7.4; NaCl, 10 mM; KCl, 2 × 10−1 mM;
MgSO4, 10

−1 mM; CaCl2, 2 × 10−1 mM; Hepes, 5 × 10−1 mM). The frogs were
fed daily ad libitum with finely ground pellets of trout food (Aquatic 3;
Special Diets Services), and the grinding level was continually adjusted to
the size of their jaw. At an age of 2 wk, the density of young tadpoles was
50 individuals per 2 L of medium, distributed in two tanks per exposure

Fig. 3. Persistence of metabolic impairments in Xenopus after 1 y of depuration. (A) Glucose tolerance test. (B) Relative hepatosomatic indices of control and
exposed animals. (C) Oil Red O staining for total lipid content measured in the livers of control and exposed animals. Lipid content is indicated by red staining.
(Scale bars, 25 μm.) Histograms present the relative Oil Red O area in the livers of control and exposed animals. (D) Insulin immunostaining of the pancreas of
control and exposed animals. Insulin content is indicated by red staining. (Scale bars, 25 μm.) The histograms show the relative insulin quantity estimated from
the product of area × intensity of the islet stained for insulin in the pancreas of control and exposed animals. The statistical analysis was performed using
Dunnett’s test on log-transformed data. The asterisk indicates a significant difference from the control: *P < 0.05; n = 3 per exposure group.

6 of 10 | www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.1721267115 Regnault et al.



condition (see below). Once they had reached 30 d, that is, immediately
before undergoing metamorphosis, the frogs were moved to larger tanks
with 4 L of medium (30 individuals per tank) to meet their increased vol-
ume requirements. Once metamorphosis was complete, that is, at age
150 d, the Xenopus were dispatched into four tanks at a density of 10 in-
dividuals per 4 L of medium. All experiments were performed in an animal
house accredited by the French Ministry of Animal Welfare (Rovaltain Re-
search Company; no. A 26 004 1401) and in accordance with the recom-
mendations of the ethics committee ComEth Grenoble–C2EA–12 (animal
welfare agreement no. 02545.03).

Xenopus Exposure to BaP and TCS. Xenopus were exposed collectively at 25 °C
in their tanks using 150 tadpoles per condition. One-quarter of the medium
was renewed daily and completely renewed once per week using a solution
of MMR containing either BaP (97% purity; Sigma-Aldrich) or TCS (97%
purity; Sigma-Aldrich) at an initial concentration of 200 ng·L−1. The control
frogs were exposed to dimethyl sulfoxide (DMSO) (vehicle) at a concentra-
tion of 4/1,000 (vol/vol). Pollutant concentrations in the medium we con-
tinually monitored by GC-MS/MS. Freshly prepared media (either with BaP,
TCS, or DMSO) were placed in identical tanks, with identical light, temper-
ature, and Xenopus densities for the different exposure experiments.
Analyses showed that 85% of BaP and 87% of TCS were usually absorbed
within 24 h, which, considering the periodical medium renewals, equates to
a weekly average concentration of 50 ng·L−1. These concentrations were
chosen to match the BaP or TCS concentrations usually found in “naturally”
polluted waters (42–45), and particularly for BaP, this concentration is still
below the recommended critical threshold and thus considered safe for

human drinking (46, 47). At the time of writing, no equivalent critical
threshold had been published for TCS.

After 12 mo of exposure, four females from each exposure condition
underwent a glucose tolerance test. Eight others (divided in two groups of
four to ensure sufficient material for all of the experiments) were rapidly
killed with a blow to the head and immediately dissected to sample the liver,
the pancreas, and the muscles. Blood was collected by means of an in-
tracardiac puncture. To mimic a depuration period, three females from each
exposure condition were transferred to clean medium and maintained for
12 mo, after which the organ sampling was carried out as described above.

Hepatosomatic Index. Each Xenopus and their liver were weighed to the
nearest 0.1 mg, and the hepatosomatic index (HSI) was calculated as follows:

HSI= ðliver weight½g#Þ× ðtotal  body weight½g#Þ−1 × 100.

Histological Observations. After dissection, the liver (same lobe/frog) and
pancreas were embedded in Tissue OCT (Labonord; VWR), immediately flash
frozen in liquid nitrogen, and conserved at −80 °C. Transverse sections (7 μm)
were produced using a cryostat (CM3050 S; Leica) with the temperature of
the cryochamber and specimen set to −25 °C. Frozen sections were mounted
on Super-Frost Plus microscope slides (Labonord).

The frozen sections of the liver were stained with Oil Red O to assess total
lipid hepatic content as previously described (41).

Hepatic glycogen content was estimated using periodic acid–Schiff (PAS)
staining. The slides were briefly rinsed in water and incubated with 0.5%
periodic acid for 10 min before staining with Schiff reagent for 15 min and

Fig. 4. Parental exposure to EDs leads to delayed metamorphosis and reduced size and weight of progeny. (A) Development curves of F1 individuals from
hatching to metamorphosis. The distributions of F1 individual development times were compared between the control and each parental ED-exposed
population using a Kaplan–Meyer test to evaluate global curve difference. The asterisk indicates a significant difference from the control: *P < 0.05 (n =

716, 1,020, and 72 for control, BaP, and TCS parental exposure). (B) Snout-vent length of F1 individuals at time of metamorphosis from each parental exposure
group. (C) Weight of F1 individuals at time of metamorphosis from each parental exposure group. The statistical analysis was performed using Dunnett’s test
on log-transformed data. The asterisks indicate a significant difference from the control: *P < 0.05, ***P < 0.001 (n = 46, 63, and 10 for control, BaP, and TCS
parental exposure, respectively). (D) Development curves of F1 juvenile females from hatching to sexual maturity. The distributions of F1 individual devel-
opment times were compared between the control and each parental ED-exposed population using a Kaplan–Meyer test to evaluate global curve difference.
The asterisk indicates a significant difference from the control: *P < 0.05 (n = 10, 28, and 1 for control, BaP, and TCS parental exposure). (E) Percentage of
successful amplexus 3 h poststimulation of F1 animals (n = 5, 5, and 1 for the control, BaP, and TCS parental exposures, respectively). (F) Number of hatched
eggs per F1 female from each successful amplexus (n = 5, 5, and 1 for the control, BaP, and TCS parental exposures, respectively).
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hematoxylin for 1 min. The sections were dehydrated by 1-min incubation in
70% ethanol, followed by 1-min incubation in 95% ethanol, followed by
1-min incubation in toluene. PAS scoring was performed by two people in-
dependently. The PAS staining score (0–4) was assigned depending on the
percentage of glycogen in the cells with a score of 0 corresponding to no
glycogen and a score of 4 corresponding to a cell full of glycogen.

Frozen pancreas sections were fixed for 10 min in 4% formaldehyde and
washed in PBS containing 0.5% BSA. A saturation step was performed for
30 min in PBS containing 5% BSA. The sections were then incubated over-
night at 4 °C with guinea pig anti-human insulin serum (Y370; Yanaihara
Institute) diluted 1:500 in PBS–BSA (0.5%). The sections were then washed
again in PBS–BSA (0.5%) and incubated with goat anti-guinea pig IgG (H+L)
FITC-conjugated (SouthernBiotech), diluted 1:200 in PBS–BSA (0.5%), and
left for 30 min at room temperature in the dark. We used the Converter AP
(Roche) on the frozen sections according to the manufacturer’s instructions
to convert the fluorescence into a colorimetric signal. Revelation was per-
formed using Fast Red (Sigma-Aldrich) as substrate for 15 min. After label-
ing, the frozen sections were counterstained with Mayer’s Haemalun
(Merck) and mounted with aqueous mounting medium (aquatex; Merck).
Each slide (one per animal) was photographed under a Nikon Eclipse
E600 microscope using an Olympus DP70 digital camera. Five pictures were
taken, corresponding to the five insulin hot spots, labeled by section. Each
picture was imported into the GNU Image Manipulation Program (GIMP,
version 2.8.6), where the area of each labeling acini was quantified using the
built-in histogram function. Because insulin appeared magenta on the pic-
tures, the labeling intensity was estimated from the inverse of the green
channel level, again using the histogram dialogue. For each slide, this in-
tensity was quantified as previously described (41) and used to standardize
acini intensity. Insulin production was obtained by multiplying the acinus
area with the standardized labeling intensity for each acinus.

Hepatic Mitochondrial Respiration. The mitochondria were prepared as de-
scribed in Garait et al. (78) (isolation medium: pH 7.4, 250 mM sucrose,
20 mM Tris, 1 mM EGTA). Mitochondrial protein concentration was de-
termined according to the manufacturer’s instructions with a Pierce modi-
fied Lowry protein assay (Thermo Fisher Scientific). The mitochondrial
oxygen consumption rate was measured polarographically with a Clark ox-
ygen electrode in a closed and stirred glass cell. The respiration medium
(pH 7.2, 125 mM KCl, 20 mM Tris, 5 mM Pi, 1 mM EGTA) was supplemented
with 5 mM glutamate, 2.5 mM malate, and 5 mM succinate for measuring
complex I and complex II-mediated mitochondrial respiration (state 2). State
3 respiration was measured after the addition of 500 mM ADP, and the RCI
was defined as the following ratio: state 3/state 2.

Liver Proteasome Activity. Peptidase activity of the proteasome was assayed
using a fluorogenic peptide, succinyl-Leu-Leu-Val-Tyr-7-amido-4-methylcoumarin
(LLVY-AMC) (Sigma-Aldrich), as previously described (79).

Liver Aconitase Activity. Mitochondria were suspended in 25 mM phosphate
buffer, pH 7.25, supplemented with 0.05% Triton X-100, and aconitase activity
was assayed spectrophotometrically at 340 nm, as previously described (49).

Liver Citrate Synthase Activity. Citrate synthase activity was measured as the
rate of appearance of thionitrobenzoic acid, followed by an increase in ab-
sorbance at 412 nm during 3 min in the presence of 10 μg of isolated mito-
chondria protein, 100 mM Tris·HCl, pH 8.0, 0.1% Triton X-100, 300 mM acetyl-
CoA, 100 μM 5,5′-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid), and 500 μM oxaloacetate.

Muscle Glycogen Content. Forty milligrams of muscle were lysed in 40% KOH
at 100 °C during 30 min before cooling and overnight glycogen precipitation
with 100% ethanol at −20 °C. After centrifugation at 10,000 × g for 15 min
at 4 °C, the glycogen pellet was hydrolyzed in glucose by incubation in 2 M
HCL at 100 °C for 3 h. After neutralization with 2 M NaOH, the concentration
of glucose was measured with the GAGO-20 kit (Sigma-Aldrich), following
the manufacturer’s instructions.

Glucose Tolerance Test. Blood glucose was measured by digital sampling, 0, 1,
2, and 4 h after glucose injection in the dorsal lymph sac (1 mg·g−1 fresh mass)
using a hand-held plasma calibrated glucometer (Accu-Chek Performa;
Roche Diagnostics). The area under the curve after the glucose challenge
was used for the statistical comparison.

ALAT Activity in the Serum. Serum was obtained from fresh-blood centrifu-
gation (3,000 × g for 10 min at 4 °C) and stored at −80 °C. ALAT activity was

measured using 3 mL of pure Xenopus serum, according to the manufac-
turer’s instructions (Alanine Aminotransferase Activity Assay Kit; Sigma-
Aldrich).

Plasma Triglyceride Measurements. Plasma total triglyceride concentrations
were determined using a triglycerides GPO-PED kit (Sobioda).

Statistics. For F0, individual data are expressed as the mean ± SEM. The
values were derived from four individual experiments for frogs immediately
killed after 12 mo of exposure and from three individual experiments for
frogs killed after 12 mo of depuration postexposure. Since the statistical
distribution of the replicates was unknown (Gaussian or not) for four or
three replicates, the comparison of each treatment (either BaP or TCS) with a
single control was performed using the many-to-one comparison test of
Dunnett (80, 81) after log-transforming the data.

The distributions of F0 and F1 individual development times were com-
pared between the control populations and each parental ED-exposed
population separately, using a Kaplan–Meyer test to evaluate global curve
differences.

The distribution of F0 and F1 female maturity time between control
populations and each parental ED-exposed population was determined
separately, using a Kaplan–Meyer test to evaluate global curve differences.

For snout-vent length and weight of F1 individuals, since the nature of the
distribution of the results was not Gaussian for TCS parental exposure, the
comparison of each parental treatment (either BaP or TCS) with a single
control was performed using the many-to-one comparison test of Dunnett
(80, 81) after log-transforming the data.

Liver RNA Extraction and Sequencing. For each biological replicate, total RNA
was extracted from 15 mg of liver using the RNAqueous-4PCR Kit (Ambion),
according to the manufacturer’s instructions. Total RNA quality and quantity
were controlled on an Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent). RNA-seq li-
braries were prepared using the TruSeq Stranded mRNA Sample Prep kit
(Illumina) and sequenced on an Illumina GAIIx sequencer as 75-bp reads
by Hybrigenics-Helixio.

Mapping Reads on the Xenopus Genome. Sequenced reads were assigned to
each sample (unplexing) and adaptorswere removed. The quality of the reads
for each sample was checked using FastQC. The reads were then filtered
based on their length, pairing, and quality, using Trimmomatic (version
0.32.1) (82). Cleaned reads were mapped to the Xenopus genome
(JGI4.2 assembly) with Ensembl annotations (release 79) using Bowtie-0.12.7/
TopHat 2 (version 0.6) software (83) (tophat.cbcb.umd.edu) (with a maxi-
mum intron size of 250,000 bp to discover novel junctions between exons).

Gene Expression Quantification and Differential Analysis. For each library, the
Cufflinks (version 0.0.7) tool was applied to TopHat alignments to enumerate
the number of short reads overlapping the Ensembl annotated genes (84).
The Cuffmerge (version 0.0.6) script contained in Cufflinks was used to
merge multiple assemblies from each sample. Gene transcription levels were
computed from alignments carried out using TopHat 2 and compared sta-
tistically using the Cuffdiff (version 0.0.7) tool implemented in a Galaxy
pipeline (https://galaxyproject.org). Genes were considered differentially
transcribed when the transcription ratio TR (BaP or TCS treated/control)
was >1.8 in either direction with an adjusted P value lower than 0.05 after
multiple testing correction.

Functional Annotation Enrichment. Differentially expressed genes were sub-
jected to annotation enrichment analysis and KEGG pathway mapping using
the online functional annotation tool Database for Annotation, Visualization
and Integrated Discovery (DAVID) (david.abcc.ncifcrf.gov/) (85), using all of
the genes detected in our experiment as background (9,310 genes). Xenopus
gene identifiers were transformed into their human orthologs to improve
the richness of the output as previously described (41). The significance was
calculated using a modified Fisher’s exact test (P < 0.05). Heat maps of ex-
pression profiles for genes sharing enriched annotation pathways, or other
genes associated with these pathways, were produced using TM4 Multi-
experiment Viewer (MeV) software (86).

Xenopus Mating and Progeny Development. At the end of the exposure pe-
riod, five F0 females and 10 F0 males were selected from each exposure
condition to naturally mate. Mating behavior was induced by two injections
of human chorionic gonadotropin in the dorsal lymph sac of each Xenopus

as previously described (87). After hatching, tadpoles were bred as described
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above. F1 development was characterized by the time from hatching to
metamorphosis, together with the snout-vent length and weight at meta-
morphosis. At adult stage, F1 animals were mated as described above.
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Concomitant exposure to benzo[a]pyrene and triclosan at
environmentally relevant concentrations induces metabolic syndrome
with multigenerational consequences in Silurana (Xenopus) tropicalis
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H I G H L I G H T S

• Frogs were exposed to a mixture of ED

throughout their life cycle.

• Females exposed to ED displayed a

marked metabolic syndrome typical of

a prediabetes.

• This was associated with delayed meta-

morphosis and mortality in their prog-

eny.

• F1 animals had reduced reproductive

success showing reduced fitness in F0

frogs.

• Thus, direct and transgenerational ef-

fects of EDmay contribute to amphibian

declines.
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Numerous studies suggest that amphibians are highly sensitive to endocrine disruptors (ED) but their precise

role in population decline remains unknown. This study shows that frogs exposed to amixture of ED throughout

their life cycle, at environmentally relevant concentrations, developed an unexpected metabolic syndrome. Fe-

male Silurana (Xenopus) tropicalis exposed to a mixture of benzo[a]pyrene and triclosan (50 ng·L−1 each)

from the tadpole stage developed liver steatosis and transcriptomic signature associatedwith glucose intolerance

syndrome, and pancreatic insulin hyper secretion typical of pre-diabetes. Thesemetabolic disorderswere associ-

atedwith delayedmetamorphosis and developmentalmortality in their progeny, both ofwhich have been linked

to reduced adult recruitment and reproductive success. Indeed, F1 females were smaller and lighter and pre-

sented reduced reproductive capacities, demonstrating a reducedfitness of ED-exposed Xenopus. Our results con-

firm that amphibians are highly sensitive to ED even at concentrations considered to be safe for other animals.
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This study demonstrates that EDmight be considered as direct contributing factors to amphibian population de-

cline, due to their disruption of energetic metabolism.

© 2019 Elsevier B.V. All rights reserved.

Transgenerational

Silurana (Xenopus) tropicalis

1. Introduction

In recent decades, amphibian wetland populations have declined

dramatically worldwide, with an extinction rate 211 times faster than

for other species (Roelants et al., 2007). Fragmentation and loss of hab-

itat has been described as one of the main causes, along with other

threats such as the introduction of exotic species, emerging infectious

diseases, and global climate change (Blaustein and Bancroft, 2007;

Hayes et al., 2010). In addition to these well-described factors, several

studies suggest that wetland pollution by endocrine disruptors (ED) is

also a key contributing factor to this decline by altering amphibian fit-

ness (Fedorenkova et al., 2012). Although several authors claim that

the vulnerability of amphibians to ED is relatively similar to that of

other species (Kaplan, 2009), there is growing evidence that once the

symptoms of ED toxicity are detected in amphibian populations, popu-

lation decline and community destructuring are unavoidable (Hayes

et al., 2010). EDmay act on crosstalk between the thyroid and reproduc-

tive axes (Duarte-Guterman et al., 2014) thus disrupting organogenesis

and gonadal differentiation in larvae (Crump et al., 2002; Veldhoen

et al., 2006; Kashiwagi et al., 2008; Kloas et al., 2009; Langlois et al.,

2010; Lorenz et al., 2011; Shi et al., 2014). ED may also interfere with

the gonadotrop axis in adults during the breeding season, causing dis-

ruptions of egg and sperm maturation (Hayes et al., 2002, 2011;

Mosconi et al., 2002; Urbatzka et al., 2006, 2007). In addition, there

are growing concerns that EDmight also be involved inmetabolic disor-

ders (Casals-Casas and Desvergne, 2011). However, despite experimen-

tal evidence from mammals and epidemiological correlations in

humans suggesting that ED could induce metabolic diseases (Alonso-

Magdalena et al., 2010; Jiang et al., 2014; Chevalier and Fénichel,

2015a; Chevalier and Fénichel, 2015b; Susiarjo et al., 2015; Chevalier

and Fénichel, 2016, Medic-Stojanoska et al., 2019), their potential in-

volvement in metabolic disorders associated with amphibian popula-

tion decline has been largely neglected. The first evidence that ED

could alter frog metabolismwas shown in S. tropicalis after acute expo-

sure to the suspected ED triclosan (TCS) (Regnault et al., 2016) and the

well-known benzo[a]pyrene (BaP) (Regnault et al., 2014, 2016). More

recently, two independent controlled exposures of S. tropicalis through-

out their life cycle to these two ED at environmentally relevant concen-

trations induced a metabolic syndrome featuring a pre-diabetes state.

The exposed animals produced progeny that metamorphosed later,

were smaller and lighter atmetamorphosis, and had reduced reproduc-

tive success, thus linkingmetabolic disorders to putative population de-

cline (Regnault et al., 2018).

In situ, TCS is found in wastewater effluent due to its use as an anti-

microbial agent in household and personal-care products such as cos-

metics, soap, toothpaste, shampoo and textiles (Levy et al., 1999;

Piccoli et al., 2002; McAvoy et al., 2009; Møretrø et al., 2011;

McArthur et al., 2012). It is released into natural aquatic environments

and, in 2000, it was among the top seven organic wastewater pollutants

found in streams by the United States Geological Survey (McAvoy et al.,

2009; Barber et al., 2015). In wetlands, this emerging contaminant is

therefore mixed with other ED; including the well-known BaP, classi-

fied as a reproductive ED by several countries, including the United

States and all the European Union member states (Petersen and

Gleeson, 2007; United States Government, 2010). BaP enters surface

water mainly via atmospheric fallout, urban run-off, municipal and in-

dustrial effluent, and oil spillages or leakages (Srogi, 2007). TCS and

BaP are both found in effluent from wastewater treatment plants

(Weir et al., 2010; Gardner et al., 2012), in water streams (Galloway

et al., 2005) and in lakes (Whitacre, 2010). Although it is common

practice to assess the possible environmental risk of chemicals individ-

ually, this approach may over or underestimate the real environmental

impact of mixtures of xenobiotics (Relyea, 2009; Godoy and Kummrow,

2017). BaP and TCS concentrations in surface water vary from 0.1 to

237 ng·L−1 (Trapido and Veldre, 1996; Olivares-Rubio et al., 2015)

and 0.8 to 74 ng·L−1 (Lindström et al., 2002; Blair et al., 2013) respec-

tively. Thus the impact of these chemicals in mixture should be studied

within this range of concentrations.

In this context, this study aims at understanding the precise impact

of a mixture of BaP and TCS on S. tropicalis at environmental concentra-

tions. The effects of BaP and TCS were studied over two generations of

S. tropicalis. The parental F0 generation of Xenopus was exposed to the

mixture (50 ng·L−1 of each ED) for 12 months from the tadpole stage

to the mature adult stage. The impacts of these contaminants on the

Xenopus' metabolism were studied by examining both the tran-

scriptome and overall liver physiology. Multigenerational impacts

were studied bymonitoring thedevelopment and reproductive capacity

of their progeny not exposed to the ED (F1 generation).

2. Methods

2.1. Animals

Seven-day old Silurana (Xenopus) tropicalis were acclimatized for

one week in Marc's Modified Ringer's (MMR) 0.1×medium under con-

trolled conditions (25 °C, photoperiod 12 h:12 h). The frogs were fed

daily ad libitum with trout food (pellets Aquatic 3, Special Diets Ser-

vices). The density of Xenopus was 50 tadpoles per 2 L of 0.1× MMR

(two tanks per exposure condition). Between 30 (prior tometamorpho-

sis) to 150 days (completemetamorphosis), the density of frogswas ad-

justed to 30 animals per 4 L. After 150 days, the density of animals was

adjusted to 10 animals per 4 L (four tanks per conditions). All experi-

ments were performed in an accredited animal house (Rovaltain re-

search company, no A 260041401) and approved by the ethics

committee ComEth Grenoble - C2EA – 12 (animal welfare agreement

no 02545.03).

2.2. Exposure

The Xenopuswere collectively exposed to the ED-mixture under the

controlled conditions, in identical tanks, with identical animal densities

as described above. One-quarter of the medium was renewed daily

using an MMR solution containing BaP (Sigma-Aldrich) and TCS

(Sigma-Aldrich) at an equimolar concentration of 200 ng·L−1 and the

medium in its entirety was changed weekly. The control frogs were ex-

posed to dimethyl sulfoxide (DMSO, vehicle) at a concentration of 4/

1000 (v:v). As described in Regnault et al. (2018), pollutant concentra-

tions in themediumwere continually monitored using GC–MS/MS, and

confirmed that the average weekly BaP/TCS concentrations were both

equal to 50 ng·L−1. These concentrations match the BaP and TCS con-

centrations found in polluted ponds (Trapido and Veldre, 1996;

Lindström et al., 2002; Blair et al., 2013; Olivares-Rubio et al., 2015).

Xenopus mortality and development were monitored weekly and the

body mass and snout-vent length of each animal was measured at the

metamorphic stage. After 12 months' exposure, four females from

each exposure condition were used for glucose tolerance test. Eight

others females were rapidly killed by concussion and immediately dis-

sected to sample the organs. Blood was collected through an intra-

cardiac puncture.
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2.3. Mating

At the adult stage, five F0 females and ten F0 males were selected

from the ED-mixture batch and from control batch to mate naturally.

Two injections of human chorionic gonadotropin (hCG) were per-

formed in the dorsal lymph sac of animals to induce the mating behav-

ior (Showell and Conlon, 2009). After hatching, the tadpoles were bred

in the same control conditions as described above and the F1 develop-

ment was monitored weekly. The following criteria were used to char-

acterize the development of F1 Xenopus: time from hatching to

metamorphosis, snout-vent length and weight at the metamorphic

and adult stages. Afterwards, the mature adults of the F1 generation

were mated, as described above, to assess their reproductive capacity.

2.4. Glucose tolerance test

Glycaemia was measured by digital sampling at 0, 1, 2, and 4 h after

intraperitoneal glucose injection (1 mg·g−1 fresh mass) using a

glucometer (Accu-Chek performa, Roche Diagnostics, Meylan, France).

The statistical comparison was performed on the area under the curve

obtained after glucose injection.

2.5. Hepatosomatic index and hepatotoxicity

The hepatosomatic index (HSI) was calculated by dividing the

weight of the liver by the body weight and hepatoxicity was evaluated

by measuring alanine aminotransferase activity in serum as previously

described in Regnault et al. (2018).

2.6. Histological observations

The liver (same lobe/frog) and the pancreas were collected, embed-

ded in Tissue OCT (Labonord - VWR, Templemars, France), rapidly fro-

zen in liquid nitrogen, and conserved at −80 °C. Using a cryostat

(CM3050 S, Leica, Nussloch, Germany), histological transverse sections

7 μm thick were produced and mounted on Super-Frost plus micro-

scope slides (Labonord). The frozen sections of liver were stained with

Hematoxylin and Erythrosin (HE) and Gomori's trichrome to study tis-

sue organization, with Oil Red O (ORO) to assess total lipid hepatic con-

tent and with Periodic Acid Schiff (PAS) staining to assess glycogen

content. All staining and procedures have been previously described in

Regnault et al. (2014). PAS scoring was performed by two people inde-

pendently. The PAS staining score (0–4) was assigned according to the

percentage of glycogen in the cells, with a score of 0 corresponding to

no glycogen, and a score of 4 corresponding to a cell full of glycogen.

For ORO, lipid quantifications were performed as previously described

(Regnault et al., 2014). In short, an image segmentation was processed

using R, G and B layer similarity, with the default sharpness and com-

pactness parameters. The object size parameter was set to 10. Then,

using a 2-class typology (lipid or not), several training parcels were se-

lected manually for each class. An image classification was then run

using the nearest neighboring algorithm. The results of the classifica-

tions were rasterized and the proportion of each class estimated.

Insulin productionwas quantified by immunohistochemistry on fro-

zen pancreas sections as previously described (Regnault et al., 2014).

2.7. Hepatic mitochondrial respiration and mitochondrial oxidative stress

evaluation

Themitochondria were prepared as described in Garait et al. (2005).

Complex I and complex II–mediated mitochondrial respiration (State

2) was evaluated with 5mM glutamate, 2.5 mMmalate, and 5mM suc-

cinate. State 3 respirationwasmeasured after the addition of adenosine

diphosphate (ADP, 500 mM). The respiratory control index (RCI) was

defined as the ratio: state 3/state 2.

To evaluate the mitochondrial oxidative stress, aconitase activity

was measured spectrophotometrically at 340 nm as previously de-

scribed (Bulteau et al., 2003). Citrate synthase activity was measured

as control of mitochondria density by following the rate of appearance

of thionitrobenzoic acid at 412 nm in the presence of 10 μg protein,

100 mM Tris–HCl pH 8.0, 0.1%Triton X100, 300 mM acetylCoA, 100 μM

DTNB, and 500 μM oxaloacetate (Srere, 1969).

2.8. Liver proteasome activity

As previously described in Bulteau et al. (2002), the peptidase activ-

ity of the proteasomewas assayed using a fluorogenic peptide, succinyl-

Leu-Leu-Val-Tyr-7-Amido-4-Methylcoumarin (LLVYAMC) (Sigma-Al-

drich, Saint Quentin Falavier, France).

2.9. Liver RNA extraction and sequencing

The complete method is largely detailed in Regnault et al. (2018).

Briefly, for each biological replicate, the RNAqueous®-4PCR Kit

(Ambion, USA) was used to extract the total RNA from 15 mg of liver

and according to the manufacturer's instructions. RNA-seq libraries

were prepared using the TruSeq Stranded mRNA sample Prep kit

(Illumina) and sequenced on an Illumina GAIIx sequencer as 75 bp

reads by Hybrigenics-Helixio (Clermont-Ferrand, France). Read map-

ping and gene expression quantification and differential analysis were

performed using Trimmomatic (v0.32.1) (Bolger et al., 2014), Bowtie-

0.12.7/TopHat 2 (v0.6) software (Trapnell et al., 2009), Cufflinks

(v0.0.7), Cuffmerge (v0.0.6) and Cuffdiff (v0.0.7) (Trapnell et al., 2012)

tools implemented in a Galaxy pipeline(http://galaxyproject.org).Dif-

ferentially expressed genes were subjected to Kyoto Encyclopedia of

Genes and Genomes (KEGG) pathway and General Ontology terms

(GO-term) enrichment analysis, using the online functional annotation

tool DAVID (Database for Annotation, Visualization and Integrated Dis-

covery, http://david.abcc.ncifcrf.gov) (Huang et al., 2009) as previously

described (Regnault et al., 2014). The significancewas calculated using a

modified Fisher's Exact test (p b 0.05). Heat maps reflecting gene ex-

pression profiles sharing enriched annotation pathways or other gene

expression associated with these pathways, were generated using

TM4 Multi experiment Viewer (MeV) software (Saeed et al., 2003).

2.10. Muscle glycogen content

Forty mg of thigh muscle were lysed in 40% KOH (100 °C, 30 min)

and cooled, before glycogen precipitating with 100% ethanol (−20 °C,

overnight). After centrifugation at 10,000 ×g for 15 min at 4 °C, the gly-

cogen pellet was hydrolyzed into glucose by 2 M HCl at 100 °C for 3 h.

After 2 M NaOH addition, the concentration of glucose was measured

using the GAGO-20 kit (Sigma Aldrich, France), in accordance with the

manufacturer's instructions.

2.11. Transcription profile of muscle glucose transporter

Total RNA was isolated from 40 mg muscle using TRIzol RNA isola-

tion reagent (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, USA) according

to the manufacturer's instructions. RNA was purified with an RNA

Clean & Concentrator kit to remove sugars present in large quantities

(R1015, Ozyme zymo Research). After DNAse I treatment of 1.5 μg

total RNA, cDNA synthesis was performed with SuperScript III and

oligo-dT20 primer (Invitrogen) according to themanufacturer's instruc-

tions. Real-time quantitative PCR reactions were performed on the iQ5

system (Bio-Rad, Hercules, USA) with 0.45 μM of each primer, 7.5 μL

of iQ SYBR Green supermix (Bio-Rad) and 3 μL of cDNA diluted

(1:100). The primers used (Table S1) were designed and validated in

silicowith NCBI primer blast. For each gene analyzed, a melt curve anal-

ysiswas performed to check for the unique presence of the targeted PCR

product and the absence of significant primer dimers. The selected
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housekeeping genes (RPS7 and RPL27) were validated with several

RNAseq experiments (Regnault et al., 2014, 2018). The ΔΔCT method

(Pfaffl, 2001) taking Into account PCR efficiency was used for data anal-

ysis was used for data analysis.

2.12. Oocyte lipid content

Five to 10 mg of oocytes were crushed in 500 μL of 1:1 chloroform/

methanol then kept at 4 °C for 1 h. The samples were centrifuged at

18000 g for 30 min then 100 μL of supernatant was placed in a glass

tube. The sampleswere placed in a dry bath at 95 °C for 10min to obtain

lipid deposition. Once the solvent evaporated, 200 μL of 95° sulfuric acid

was added and the samples are kept at 95 °C for 10 min. Once the sam-

ples had cooled, 4.8mLof phospho-vanillin reagent (Sigma, V1104)was

added. After 10 min, lipids were measured spectrophotometrically at

535 nm.

2.13. Statistics

For F0 females, phenotypic data are expressed as the mean ± SEM

and derived from 4 individual experiments. Since the statistical distri-

bution of the data was unknown (Gaussian or not) for four replicates,

Wilcoxon's test was used to compare the ED-mixture exposure popula-

tion to the control population.

The distributions of animal development times (mortality, age to

metamorphosis) and female maturity time for F0 and F1 generations

were compared between the control populations and the ED-exposed

population using a Kaplan-Meyer log-rank test.

3. Results and discussion

3.1. Effect of the ED-mixture on the development of F0 animals and their

progeny (F1)

The ED-mixture at environmental concentrations did not signifi-

cantly impact the mortality of F0 exposed animals compared to the F0

control (Fig. 1A). Xenopus exposed to the ED-mixture showed no

delay in metamorphosis (Fig. 1B) nor any significant modification in

size or weight at the time of metamorphosis (Fig. 1C and D). Further-

more, the ED-mixture did not impact the time tomaturity of F0 females

(Fig. 1E). Taken together, these results confirmed those obtained for ex-

posure to a single ED, with the exception of the time tometamorphosis,

which has been shown to be significantly delayed for Xenopus exposed

to BaP and TCS individually (Regnault et al., 2018).

In order to test the effect of parental exposure on their progeny, five

pairs of F0 Xenopus were mated. Despite their sexual maturity, one of

the five exposed females rejected the male leading to 80% successful

amplexus at 3 h post-stimulation compared to 100% for the control

(Fig. 1F). In addition, a lower number of hatched eggs per amplexus

was observed in ED-mixture- exposed animals (Fig. 1G and S1A).

The F1 progeny, only exposed to the ED-mixture at the gamete stage,

showed significant mortality during the first 150 days of development

(Fig. 1H) and significantly delayed metamorphosis (the 100% population

metamorphosis level was reached 20 days later) (Fig. 1I). Moreover, F1

metamorphic Xenopuswere lighter but there was no significant decrease

in size (Fig. 1J and K). In comparison to single exposure to BaP or TCS, the

effect of exposure to the ED-mixture on progeny age at metamorphosis

appeared to be equivalent to BaP exposure,whereas the effect on progeny

weight was equivalent to TCS exposure (Regnault et al., 2018). These dis-

turbances could play amajor role in the ongoing decline of the amphibian

population. Delayed metamorphosis could affect progeny survival in

cases of early desiccation of temporary ponds (Rumrill et al., 2018).

Along with lower body weight at metamorphosis, it could also reduce

adult recruitment and the chances of successful reproduction (Smith,

1987; Todd et al., 2011). At the adult stage, F1 females ancestrally exposed

to the ED-mixturewere smaller and lighter (Fig. S2A andB), factorswhich

have been shown to impact on overwintering survival rates in several

amphibian species in temperate environments (Hayes et al., 2006).More-

over, reduced post-metamorphic growth has previously been showed to

impact reproductive success since female weight correlates with clutch

weight in several amphibian species (Kuramoto, 1978; Browne, 2007).

F1 females from ED-mixture-exposed progenitors also showed delayed

sexual maturity, taking N80 days to reach 80% of mature Xenopus in the

population compared to the controls (Fig. 1L). These effects were not

found in genitors suggesting amultigenerationalworsening of the pheno-

type. In addition, a reduction in F1 reproductive success and consequent

decrease in the fitness of F0 progenitors was observed. Indeed, whereas

amplexus was successful for 100% of controls at 3 h post-stimulation,

this was the case for only 40% of F1 progeny from exposed progenitors

(Fig. 1M). F1 mating produced eggs with highly variable hatching rates,

although the overall trend showed a dramatic decrease in the number

of hatched eggs from the F1 offspring of ED-mixture-exposed parents

(Fig. 1N and S1B). Variable hatching rates have been described in natural

mating in S. tropicalis (Showell and Conlon, 2009) and these results

should be interpreted with caution. However, since the same

transgenerational effects have previously beenobserved in S. tropicalis ex-

posed to each ED separately (Regnault et al., 2018) reaching a total of 15

mating pairs for exposed animals, these results still suggest a decrease in

reproduction success that will need to be confirmed in future studies.

Previous studies have established a correlation between a decrease

in maternal egg provisioning and disturbances in offspring develop-

ment such as decreased size andweight at metamorphosis, a longer lar-

val period and decreased tadpole survival rates (Dziminski and Roberts,

2006). Indeed, oocytes need amino acids, carbohydrates and lipids from

the maternal liver to ensure normal development (Brooks et al., 1997).

In this study, a downward trend in the lipid content in the oocytes of

ED-mixture-exposed F0 females was detected (Fig. S3). Therefore, the

observed impacts on the F1 progeny could be explained by changes in

lipid and carbohydrate metabolism in exposed F0 females, leading to a

decrease in maternal provisioning.

3.2. Effect of ED-mixture on F0 female metabolism

Endocrine disruptor-mixture exposure induced an increase in the

hepatosomatic index (HSI) of F0 Xenopus (Fig. 2A) correlated with

marked liver steatosis (Fig. 2B) (Teubner et al., 2015). Moreover, lipid

Fig. 1. Impact of the ED-mixture on the development of exposed Xenopus (F0) and their progeny (F1). (A) Proportion of surviving F0 individuals from hatching tometamorphosis. (n=82

and 62 for the control and ED-mixture exposure groups, respectively). (B) Kinetic of F0 juvenile females' development. (n = 34 per exposure group). (C) Snout-vent length of F0

metamorphic individuals (n = 34). (D) Body mass of F0 metamorphic animals (n = 34 per exposure group). (E) Kinetic of F0 juvenile females' development from hatching to sexual

maturity. (n = 34 per exposure group). (F) Proportion of successful amplexus at 3 h poststimulation of F0 animals (n = 5 for each exposure). (G) Relative number of hatched eggs per

spawn. (n = 4 and 3 for control and ED-mixture, respectively). Control values were used for normalizing data. (H) Proportion of surviving F1 individuals from hatching to

metamorphosis. Asterisks indicate statistical difference from the control evaluated through Kaplan-Meyer log-rank test: *P b 0.05 (n = 300 for progeny from control and ED-mixture

parental exposure groups). (I) Kinetic of F1 individuals' development from hatching to metamorphosis. Asterisks indicate statistical difference from the control evaluated through

Kaplan-Meyer log-rank test: *P b 0.05 (n = 46 and 47 for progeny from the control and ED-mixture parental exposure populations, respectively). (J) Snout-vent length of F1

metamorphic individuals (n = 46 and 32 for progeny from the control and ED-mixture parental exposure groups, respectively). (K) Body mass of F1 metamorphic individuals.

Asterisks indicate statistical difference from the control evaluated through a Wilcoxon test: **P b 0.01 (n = 46 and 32 for progeny from the control and ED-mixture parental exposure

groups, respectively). (L) Kinetic of F1 juvenile females' development from hatching to sexual maturity. Asterisks indicate statistical difference from the control evaluated through a

Kaplan-Meyer log-rank test: *P b 0.05 (n = 10 and 16 for progeny from the control and ED-mixture parental exposure groups, respectively). (M) Proportion of successful amplexus at

3 h post-stimulation of F1 animals (n = 5 for each parental exposure). (N) Relative number of hatched eggs per spawn (n = 4 and 3 for progeny from the control and ED-mixture

parental exposure groups, respectively). Control values were used for normalizing data. MIX: ED-mixture.
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metabolism disruption has been recently described in aquatic animals

(e.g. Gobiocypris rarus, Danio rerio, Xenopus laevis, S. tropicalis) exposed

to ED (Grün et al., 2006; Guan et al., 2016; Santangeli et al., 2018;

Regnault et al., 2018). Liver steatosis is a hallmark of non-alcoholic

fatty liver disease (NAFLD) and oneof themajor disturbances associated

with dyslipidemia (Neuschäfer-Rube et al., 2015; Liu et al., 2016; Hua

et al., 2017) demonstrating the link between a hypertrophic liver and

the accumulation of lipid droplets. Hepatic lipids can be hydrolyzed by

mitochondria which perform fatty acid β-oxidation to produce ATP

(Ferré and Foufelle, 2010) but excess lipid accumulation during chronic

liver steatosis has been associated with mitochondrial dysfunction

(Jiang et al., 2014). In this study, exposure to the ED-mixture led to a

1.64-fold elevated state 2 respiratory rate (Fig. 2C) along with a 1.5-

fold decreased respiratory control index (Fig. 2D) and aconitase inacti-

vation (Fig. 2E) showingmitochondrial uncoupling and oxidative stress

(Koliaki et al., 2015). These results are confirmed by the stability of cit-

rate synthase activity (Fig. 2F) suggesting that the observed decrease in

aconitase activity was not related to variations inmitochondrial density

in the liver. Lipid accumulation in the liver has been previously associ-

ated with hepatotoxicity (Yamaguchi et al., 2007). The 2.5-fold increase

in serum alanine amino transferase activity (Fig. 2G) confirmed this

phenomenon in the ED-mixture-exposed Xenopus. Liver disruption

(Fig. 2H–K) is characterized by ballooning hepatocytes (Fig. 2I), increas-

ing melanomacrophage centers (Fig. 2I, arrow), swollen blood vessels

(Fig. 2K, full arrow), necrosis and leukocyte infiltrates (Fig. 2 K, dotted

arrows). NAFLD encompasses steatosis and the accumulation of glyco-

gen (Bedossa, 2016) whereas ballooned hepatocytes, inflammation,

and necrosis are indicative of progression from NAFLD to non-

alcoholic steatohepatitis (NASH) (Day and James, 1998; Day, 2006).

Therefore, the hepatic damage in the ED-mixture-exposed animals is

typical of the progression between NAFLD to NASH and corresponds

to a combination of the disturbances previously described for Xenopus

under single exposure to BaP and to TCS (Regnault et al., 2018). The

liver damage observed in the animals exposed to the ED-mixture was

accompanied by a decrease in liver proteasome activity (Fig. 2L) sug-

gesting endoplasmic reticulum stress and the possible development of

insulin resistance (IR) (Otoda et al., 2013). This metabolic syndrome is

confirmed by the accumulation of glycogen in the liver which has

been associated with NAFLD-induced IR (Fig. 2M) (Han et al., 2016).

Moreover, despite no difference in basal serum glucose levels, ED-

mixture exposure led to glucose intolerance with a 1.8-fold increase in

blood glucose (Fig. 2N). This glucose intolerance is confirmed by a

threefold increase in insulin production by the pancreatic β-cells

(Fig. 2O). In type 2 pre-diabetes the onset of hyperglycaemia is pre-

ceded by an increased metabolic demand for insulin due to IR. This

leads to a period of normal blood glucose levels, during which the insu-

lin hypersecretion by pancreatic β-cells compensates for IR (Kasuga,

2006). In addition, the decrease in muscular glycogen content

(Fig. 2P) and the reduced transcription of slc2a4 (Fig. 2Q) (coding

glut4 protein; the main transporter of glucose under insulin stimula-

tion) in ED-mixture-exposed animals confirmed the metabolic syn-

drome and the development of peripheral IR (Petersen et al., 2007).

3.3. Effect of ED-mixture on F0 female liver transcriptome

The liver transcriptome of ED-mixture-exposed Xenopus showed 120

genes differentially transcribed. This corresponds to 1.3% of the total num-

ber of genes detected with about 78% of genes up-regulated (Table S2).

KEGG pathway enrichment indicated a link between ED-mixture expo-

sure and “transcriptional misregulation in cancer” (5-fold) and “ABC

transporters” (8-fold) (Table 1). GOterm enrichment analysis of the dif-

ferentially transcribed genes indicates a link between ED mixture expo-

sure and “nucleotide binding” (4-fold), “steroid hydroxylase activity”

(18-fold), “ATPase activity coupled to transmembrane movement of sub-

stances” (10-fold), “chloride channel activity” (8-fold), “carbohydrate

binding” (4-fold), “regulation of hormone secretion” (64-fold), “negative

regulation of T-helper 2 cell differentiation” (80-fold), “transport” (3.2-

fold), “amino acid transport” (13-fold), “cell proliferation” (3-fold), “neg-

ative regulation of apoptotic process” (3-fold), “liver regeneration” (16-

fold), and “multicellular organism development” (2-fold) (Table 1). Sev-

eral of the enriched KEGG pathways and GOterms have to be taken as a

whole and suggest that a metabolic syndrome associated with liver

steatosis and histopathological consequences occurred in the ED-

mixture-exposed animals. Moreover, N32% of the differentially tran-

scribed genes not necessarily highlighted by the enrichments are associ-

ated with NAFLD/NASH and their consequences including inflammation,

Fig. 2. Impact of the ED-mixture on F0 female metabolism. (A) Hepatosomatic index of control and ED-mixture-exposed animals. (B) Hepatic lipid content of control and ED-mixture-

exposed animals. The images reveal the lipid droplets (red staining, Oil Red O; Scale bars, 25 μm.). The histogram represents the proportion of stained area in the livers. (C) Hepatic

mitochondrial state 2 respiration rate of the control and ED-mixture-exposed animals. (D) Hepatic mitochondrial respiratory control indices (RCI) of the control and ED-mixture-

exposed animals. (E) Hepatic aconitase activity in the control and ED-mixture-exposed animals. (F) Hepatic citrate synthase activity in the control and ED-mixture-exposed animals.

(G) Serum ALAT activity in the control and ED-mixture-exposed animals. (N) Hepatic glycogen content of control and ED-mixture-exposed animals. (H) Liver sections of control

animals stained with HE. (Scale bars, 70 μm.). (I) Liver sections of ED-mixture-exposed animals stained with HE. The arrow indicates an area of melanocytes. (Scale bars, 70 μm.).

(J) Liver sections of control animals stained with Gomori's Trichrom. (Scale bars, 70 μm.). (K) Liver sections of ED-mixture-exposed animals stained with Gomori's Trichrom. Dotted

arrows indicate leukocyte infiltrates in a necrotic area and the arrow shows a swollen blood vessel. (Scale bars, 70 μm). (L) Hepatic proteasome activity of control and ED-mixture-

exposed animals. (M) Hepatic glycogen content of control and ED-mixture-exposed animals. Asterisks indicate statistical difference from the control evaluated through a Wilcoxon

test: *P b 0.05; n = 4 per exposure group. (N) Glucose tolerance test. (O) Insulin immunostaining of the pancreas of the control and ED-mixture-exposed animals. The images reveal

insulin content by red staining. (Scale bars, 25 μm.) The histograms show the insulin quantity estimated as area × intensity of islet stained for insulin. (P) Muscle glycogen content of

the control and ED-mixture-exposed animals. (Q) Transcription of slc2a4 involved in glucose assimilation in skeletal muscle. Asterisks indicate statistical difference from the control

evaluated through a Wilcoxon test: *P b 0.05; (n = 3 for control animals and n = 4 for ED-mixture- exposed animals). Control values were used for normalizing data. MIX: ED-

mixture. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

Table 1

Functional pathway enrichment analysis based on hepatic genes differentially transcribed

between ED-mixture-exposed and control F0 animals. The 120 genes showing a signifi-

cant differential transcription in ED-mixture-exposed animals were used for annotation

enrichment using the Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery

(DAVID) functional annotation tool (modified Fisher's exact test with P b 0.05). The table

indicates the number of genes involved in each enriched KEGG pathway or GOTerm, and

the fold enrichment along with its associated P value. MF: Molecular Function and BP: Bi-

ological Process.

Term Count Fold

enrichment

p-value

KEGG

ABC transporters 3 8.9 4.3E−02

Spliceosome 5 4.9 1.7E−02

Transcriptional misregulation in cancer 7 5.4 1.5E−03

GOterm

MF

ATPase activity, coupled to

transmembrane movement of

substances

3 10.8 3.1E−02

Chloride channel activity 3 8.8 4.5E−02

Steroid hydroxylase activity 3 18.2 1.2E−02

Carbohydrate binding 5 4 3.5E−02

Nucleotide binding 10 4.5 3.4E−04

GOterm

BP

Negative regulation of T-helper 2 cell

differentiation
2 80 2.5E−02

Regulation of hormone secretion 2 64 3.1E−02

Amino acid transport 3 13.7 2.0E−02

Liver regeneration 3 16.5 1.4E−02

Cell proliferation 7 3.1 2.6E−02

Transport 7 3.2 2.1E−02

Multicellular organism development 8 2.5 4.3E−02

Negative regulation of apoptotic

process
9 3.2 7.3E−03
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cell death/proliferation and cancer (Fig. 3) and confirmed the global IR

phenotype. This IR phenotype is characterized by a global dysregulation

of genes involved in hepatic carbohydrate and lipid metabolism

(Bechmann et al., 2012). One of the first symptoms of IR in the liver is

the activation of neoglucogenic genes due to the absence of insulin signal-

ing (Bechmann et al., 2012), and ED-mixture-exposed Xenopus showed a

marked over-transcription of the three genes encoding glucose-6-

phosphatase (G6PC, g6pc and g6pc2) (3.59-fold, 2.94-fold and 3.04-fold

respectively) (Fig. 3). IR syndromehas also been associatedwith adysreg-

ulation of genes regulating lipid metabolism, leading to the accumulation

of triglycerides (main form), free fatty acids or cholesterol in the liver

(Naik et al., 2013). Several genes involved in de novo fatty acid synthesis

appeared over-transcribed in ED-mixture-exposed animals including

ATP-citrate lyase (acly, 2.86-fold) and lipase hormone-sensitive (lipe,

3.59-fold) (Fig. 3). It has been demonstrated that acly is a key lipogenic

enzyme for fatty acid biosynthesis (Wang et al., 2009) and that the in-

creased activity of hepatic lipases positively correlates with steatosis in

humans (Miksztowicz et al., 2012). Moreover, the scaffold attachment

factor B (safb) and the SREBF chaperone (scap) genes associated with

type 2 diabetes and lipid accumulation appear to be stimulated (2.61-

fold and 3.60-fold respectively) (Fig. 3) (Felder et al., 2007; Yuan et al.,

2011; Mastrocola et al., 2015). This dysregulation of lipid metabolism

can be explained by BaP's capacity to activate the arylhydrocarbon recep-

tor (AhR) (Neuschäfer-Rube et al., 2015;Moyer et al., 2016). In addition to

the over-transcription of genes involved in lipid synthesis, fatty acid bind-

ing protein 1 (fapb1) (3.76-fold) and low-density lipoprotein receptor

(ldlr, 2.41-fold) genes coding proteins involved in fatty acid and choles-

terol uptake appeared over-transcribed (Fig. 3). This phenomenon is a

key aggravating factor in NAFLD (Zhang et al., 2016; Mukai et al., 2017)

and has been already described in the development of type 2 diabetes

(Mansego et al., 2012; Ramakrishnan et al., 2012).

Several studies have shown that steatosis is associated with reactive

oxygen species (ROS) production by mitochondria which causes cell

damage (Vial et al., 2011; Lockman et al., 2012). Nevertheless, mito-

chondria control ROS levels by inducing their scavenging system as

the uncoupling protein 2 (ucp2) which plays a protective role by ame-

liorating oxidative stress (Rousset et al., 2004). Here, we found an

under-transcription of ucp2 (0.19-fold) in ED-mixture-exposed animals

Fig. 3. Circos plot representing the overlap between liver transcriptome of F0 females exposed to the ED-mixture and metabolic pathways. The genes considered are those involved in

metabolic disorders, NAFLD/NASH pathologies and immune system pathways and histopathological consequences. Outside the circle dysregulated genes and pathways are indicated.

The color scale indicates transcription ratios (log2 fold change) relative to the controls. (n = 4 per exposure group).
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suggesting a lack of protective effect (Fig. 3). Moreover, this phenome-

non was accompanied by the under-transcription of glutathione perox-

idase 4 (gpx4), which has also associated with ROS protection in fatty

livers (0.40-fold) (Ucar et al., 2013). A breakdown in antioxidant de-

fenses has been shown to play a significant role in oxidative stress asso-

ciated with NASH (Ucar et al., 2013) and confirmed the observed

inactivation of aconitase in ED-mixture-exposed animals (Fig. 3).

In type 2 diabetes, lipotoxicity and oxidative stress are key pathogenic

processes in NAFLD which, by inducing inflammatory processes, induce

progression to NASH (Takahashi and Fukusato, 2014). Leukocyte infil-

trates and the dysregulation of key genes involved in inflammation such

as bcl6 (2.64-fold), nfkbiz, (2.12-fold), cd40 (4.02-fold) and fcn3 (12.24-

fold) were both observed in ED-mixture-exposed Xenopus (Fig. 3). In

NASH, the inflammatory processes correlate with hepatocellular prolifer-

ation (VanSaun et al., 2013). Hepatic transcriptomic data indicated the

over-transcription of genes involved in the inhibition of apoptosis (araf,

birc7, fabp1, fmn2), the under-transcription of genes activating apoptosis

(anxa1, anxa5, ucp2, cyr61, myc), along with the over-transcription of

genes involved in cell proliferation and cancer (cuzd1, eps8, glul, srrt,

tacc2, cd40, etv6, bcl6) in ED-mixture-exposed animals (Fig. 3). Taken to-

gether, these results suggest a global dysregulation of genes involved in

the balance between apoptosis and proliferation in ED-mixture-exposed

Xenopus, with a trend towards the upregulation of proliferation processes

which confirms the progression from NAFLD to NASH.

4. Conclusion

In this study, we focused on finding links between exposure to a

mixture of ED and amphibian population decline. We found that expo-

sure to an environmentally realistic mixture of ED, can lead to severe

metabolic impairments in amphibians. Understanding the impact of

the mixture is very complex since exposure to each individual com-

pound can induce very different effects. According to Relyea (2009), in

some taxa such as amphibians, the impact of pollutant mixtures cannot

be predicted from the effects observed from exposure to an individual

compound. Here, we found that exposure to the ED-mixture induced a

similar phenotype to exposure to the same ED individually (Regnault

et al., 2018). Our results also provide insight into the transgenerational

effects of ED-mixtures, which might negatively affect the fecundity of

the progeny only exposed at the gamete stage. Therefore, the results

of this study highlighting metabolic disorders induced by exposure to

the ED-mixture might confirm the role of ED as a cause contributing

to amphibian population decline.

Supplementary data to this article can be found online at https://doi.

org/10.1016/j.scitotenv.2019.06.386.
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1. Introduction  

Cette partie concerne l’étude des effets multigénérationnels du benzo[a]pyrène et du 

triclosan seuls ou en mélange sur le métabolisme des individus F1 indirectement exposés et 

les effets transgénérationnels sur le développement des individus F2 non exposés (Figure 

1.21). 

Les effets de l’exposition parentale au triclosan sur le métabolisme n’ont pas pu être 

analysés à cause d’un nombre d’individus F1 trop faible (n= 1 femelle), conséquence d’un 

comportement et d’un succès reproducteur perturbés chez la génération F0 (Chapitre III : 

parties 2.1 et 2.2.2.5). Cependant, le seul couple survivant a produit une descendance F2 

dont nous avons pu analyser les paramètres de développement. 

Au cours de ce chapitre, les paramètres qui ont été mesurés sur le métabolisme des femelles 

F1 sont indiqués dans la figure 4.1 et ceux étudiés sur le développement des individus F2 

dans la figure 4.2.  

 

Figure 4.1 : Paramètres liés au métabolisme étudiés chez les femelles de la génération F1. 
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Figure 4.2 : Paramètres liés au développement étudiés chez la génération F2. 

 

2. Résultats  

Dans ce chapitre, les individus de la génération F1 indirectement exposés et issus de 

l’exposition parentale au benzo[a]pyrène, au triclosan et au mélange 

benzo[a]pyrène/triclosan sont notés F1.BaP, F1.TCS et F1.Mix respectivement, tandis que les 

individus F1 issus d’individus F0 non exposés sont notés F1.Témoin. Les descendants F2 non 

exposés issus de la génération F1 sont notés F2.Témoin, F2.BaP, F2.TCS et F2.Mix.  

 

2.1 Effets multigénérationnels sur le métabolisme énergétique des 

femelles F1 

2.1.1 Effets du benzo[a]pyrène 

2.1.1.1 Dosages plasmatiques à jeun  

Aucune différence significative de la glycémie basale à jeun n’est constatée entre les 

femelles F1.Témoin et F1.BaP (Figure 4.3A). Cependant, les femelles F1.BaP montrent une 

diminution significative de la concentration en insuline plasmatique à jeun par rapport aux 

femelles témoins (0,36 fois) (Figure 4.3B). De plus, l’exposition parentale au benzo[a]pyrène 

n’impacte ni la concentration en cholestérol ni la concentration en triglycérides 

plasmatiques à jeun (Figure 4.3C-D).  
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Figure 4.3 : Dosages plasmatiques relatifs mesurés à jeun chez les femelles F1.Témoin et 

F1.BaP. (A) Glycémie basale relative (n Témoin = 7, n BaP = 21). Concentrations plasmatiques 

relatives (B) de l’insuline (n Témoin = 4, n BaP = 8), (C) du cholestérol (n Témoin = 5, n BaP = 14) et 

(D) des triglycérides (n Témoin = 5, n BaP = 14). Les astérisques indiquent une différence 

significative avec les individus du groupe F1.Témoin : ** p < 0,01. 

 

2.1.1.2 Traits anatomiques 

L’exposition parentale aux perturbateurs endocriniens n’a pas d’effet sur les rapports 

adipeux-somatique, gonado-somatique et hépato-somatique des femelles F1.BaP (Figure 

4.4). 
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Figure 4.4 : Effets des perturbateurs endocriniens sur la physiologie générale des femelles 

F1.BaP. (A) Rapport adipeux-somatique relatif. (B) Rapport gonado-somatique relatif. (C) 

Rapport hépato-somatique relatif. (n Témoin = 5, n BaP = 21). 

 

2.1.1.3 Métabolisme hépatique 

2.1.1.3.1 Organisation tissulaire 

Le foie des femelles F1.BaP présente des infiltrats inflammatoires (Figure 4.5C-D) et des 

vaisseaux dilatés (Figure 4.5C) non retrouvés dans le tissu hépatique des femelles F1.Témoin 

(Figure 4.5A-B). De plus, une désorganisation tissulaire due à une altération des jonctions 

serrées est constatée chez ces mêmes femelles (Figure 4.5E). 
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Figure 4.5 : Organisation du tissu hépatique des femelles F1.Témoin et F1.BaP coloré à 

l’hématoxyline et à l’érythrosine. Coupe de foie des femelles F1.Témoin (A) et (B). Coupe de 

foie des femelles F1.BaP (C), (D) et (E). Les astérisques indiquent des infiltrats inflammatoires 

et la flèche indique un vaisseau dilaté. (n Témoin = 6, n BaP = 10). 

 

2.1.1.3.2 Quantification des lipides et du glycogène 

Une augmentation significative de la surface en huile rouge est constatée chez les femelles 

F1.BaP (1,7 fois) par rapport aux femelles F1.Témoin démontrant le développement d’une 

stéatose hépatique (Figure 4.6). 
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Figure 4.6 : Contenu en lipides hépatiques des femelles F1.Témoin et F1.BaP. (A) Coloration 

à l’huile rouge correspondant aux lipides. La barre d’échelle correspond à 150 µm. (B) 

Surface relative d’huile rouge. Les astérisques indiquent une différence significative avec les 

individus du groupe F1.Témoin : ** p < 0,01 (n Témoin = 6, n BaP = 10). 

 

 

En revanche, aucune différence de la quantité en glycogène n’est observée entre les deux 

groupes F1.Témoin et F1.BaP (Figure 4.7). 

                                                                                         

Figure 4.7 : Contenu en glycogène hépatique des femelles F1.Témoin et F1.BaP. (A) 

Coloration à l’acide périodique de Schiff. La barre d’échelle correspond à 150 µm. (B) 

Quantité relative du glycogène hépatique. (n Témoin = 5, n BaP = 10). 
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2.1.1.3.3 Analyse transcriptomique  

Pour les femelles F1.BaP, 149 gènes hépatiques dont 74 gènes annotés sont 

significativement différentiellement transcrits par rapport aux femelles F1.Témoin. Les gènes 

différentiellement transcrits représentent 0,56% des gènes détectés. L’ensemble des gènes 

différentiellement transcrits est disponible en annexe IV. Parmi les gènes annotés, 28% sont 

sur-transcrits et 72% apparaissent sous-transcrits. 

 

L’ensemble des voies associées au KEGG réalisé à partir des gènes différentiellement 

transcrits chez les femelles F1.BaP sont présentées dans la figure 4.8. Dans cette partie, nous 

nous intéresserons exclusivement aux voies d’intérêts se déroulant dans le tissu hépatique. 

Des voies impliquées dans la régulation des stéroïdes sont significativement enrichies telles 

que les voies de « biosynthèse des stéroïdes » (enrichissement de 54,7 avec 6 gènes) ou de 

« biosynthèse des terpénoïdes » (enrichissement de 21,3 avec 3 gènes). D’autres voies liées 

au métabolisme énergétique apparaissent significativement enrichies chez les femelles 

F1.BaP comme les « voies métaboliques » (enrichissement de 2,1 avec 13 gènes) ou les 

« voies de signalement des récepteurs activées par les proliférateurs de peroxysome 

(PPAR) » (enrichissement de 8,3 avec 3 gènes). 
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Figure 4.8 : Voies issues du KEGG significativement enrichies parmi les gènes hépatiques 

significativement différentiellement transcrits chez les femelles F1.BaP par rapport aux 

femelles F1.Témoin. L’échelle de couleur indique la valeur de la p-valeur obtenue par un test 

de Fisher : significativité lorsque la p-valeur < 0,05. Les bulles correspondent au nombre de 

gènes participant aux différentes voies biologiques (n Témoin = 5, n BaP = 6). 

 

L’analyse d’enrichissement des voies associées aux termes GO « Biological Pathway » 

réalisée à partir des gènes différentiellement transcrits indique un lien entre l’exposition 

parentale au benzo[a]pyrène et une perturbation du métabolisme énergétique à travers 

l’enrichissement de la voie « transport des acides gras à longue chaine » (enrichissement de 

51,7 avec 2 gènes) et de certaines voies de régulation de la synthèse du cholestérol telles 

que les voies  « processus biosynthétique des stérols » (enrichissement de 72,3 avec 2 

gènes), « processus biosynthétique des stéroïdes » (enrichissement de 25,8 avec 3 gènes), 

« processus biosynthétique du cholestérol via le lathostérol » (enrichissement de 180,9 avec 

2 gènes), « processus biosynthétique du cholestérol via le desmostérol » (enrichissement de 

180,9 avec 2 gènes), « processus biosynthétique du cholestérol » (enrichissement de 58,1 

avec 9 gènes) et « processus biosynthétique des isoprénoïdes » (enrichissement de 60,3 avec 

3 gènes) (Figure 4.9). Enfin, les femelles F1.BaP montrent une altération de la transcription 

de gènes impliqués dans l’apoptose à travers l’enrichissement de la voie « régulation 

négative de l'activité de l'endopeptidase de type cystéine impliquée dans le processus 

apoptotique » (enrichissement de 11,5 avec 3 gènes) (Figure 4.9). 

 



Chapitre IV : Effets multigénérationnels sur le métabolisme et transgénérationnels sur le développement  

 

199 

 

Figure 4.9 : Voies issues des GO Term « Biological Pathway » significativement enrichies parmi les gènes hépatiques 

significativement différentiellement transcrits chez les femelles F1.BaP par rapport aux femelles F1.Témoin. L’échelle de couleur 

indique la valeur de la p-valeur obtenue par un test de Fisher : significativité lorsque la p-valeur < 0,05. Les bulles correspondent au 

nombre de gènes participant aux différentes voies biologiques. (n Témoin = 5, n BaP = 6). 



Chapitre IV : Effets multigénérationnels sur le métabolisme et transgénérationnels sur le développement  

 

200 

 

Une forte proportion des gènes différentiellement transcrits chez les femelles F1.BaP est 

relative au métabolisme énergétique, à l’organisation du tissu hépatique et au système 

immunitaire (Figure 4.10).  

Pour le métabolisme, une majorité des gènes différentiellement transcrits appartient au 

métabolisme lipidique ou à sa régulation. Plus spécifiquement, la voie de signalement des 

facteurs de transcription PPAR agissant sur des gènes cibles impliqués dans l’homéostasie 

des lipides est enrichie. Trois gènes sont impliqués dans cette voie dont un sous-transcrit 

(Solute Carrier family 27 member 4 (slc27a4), x -0,30) et deux sur-transcrits (Solute Carrier 

family 27 member 6 (slc27a6), x 2,50 et Phosphoenolpyruvate Carboxykinase 1 (pck1), x 42) 

(Guo et al., 2018). De plus, le gène Ras-related protein Rab-30 (rab30), régulé par PPARα, 

apparait sur-transcrit (x 2,65) (Régnier et al., 2018). De nombreux gènes appartenant à la 

voie de biosynthèse du cholestérol sont sous-transcrits (methylsterol monooxygenase 1 

(msmo1), x -0,05 ; cytochrome P450 family 51 subfamily A member 1 (cyp51a1), x -0,07 ; 3-

hydroxy-3-methylglutaryl-CoA synthase 1 (hmgcs1), x -0,15 ; lanosterol synthase (lss), x -

0,18 ; 24-dehydrocholesterol reductase (dhcr24), x -0,25 ; mevalonate diphosphate 

decarboxylase (mvd), x -0,30 ; 7-Dehydrocholesterol Reductase (dhcr7), x -0,33 ; isopentenyl-

diphosphate delta isomerase 1 (idi1), x -0,34 ; NAD(P) dependent steroid dehydrogenase-like 

(nsdhl), x -0,38 et farnesyl diphosphate synthase (fdps), x -0,40) (Moebius et al., 1998; 

Waterham et al., 2001; Caldas and Herman, 2003; Krepkiy and Miziorko, 2004; Beyea et al., 

2007; Romanelli et al., 2009; Gaudet et al., 2011; Frisso et al., 2017; Quintana et al., 2017; 

Fang et al., 2018). La voie de synthèse et de dégradation des triglycérides semble également 

impactée par une sous-transcription du gène lysophosphatidylglycerol acyltransferase 1 

(lpgat1) (x -0,35) (Hiramine et al., 2010) et du gène lipase hormone sensitive (lipe) (x -0,37) 

(Wu et al., 2017a). Les gènes slc27a4 (x -0,30) et slc27a6 (x 2,50) qui codent pour des 

protéines impliquées dans le transport des acides gras à longue chaine à travers la 

membrane plasmique apparaissent différentiellement transcrits (Gimeno et al., 2003). Deux 

gènes impliqués dans le métabolisme glucidique et régulés par l’insuline apparaissent 

fortement sur-transcrits (insulin like growth factor binding protein 1 (igfbp1), x 9 ; pck1, x 42) 

(Lewitt et al., 1991; Orlowski et al., 1991; Hanson and Reshef, 1997; Gomez-Valades et al., 

2008). Le gène pck1 code une enzyme clé de la néoglucogenèse (production de glucose à 

partir de précurseurs non glucidiques) (Santra et al., 2016) (Figure 1.17). Le gène igfbp1 

possède des rôles variés dans le métabolisme et notamment dans la sensibilité à l’insuline, 

mais également dans le développement, la protection mitochondriale, la croissance 

cellulaire, la différenciation et l’apoptose (Major et al., 2010; Kashyap, 2015).  
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Plusieurs gènes codants pour des protéines impliquées dans le fonctionnement du système 

immunitaire semblent être affectés par l’exposition parentale au benzo[a]pyrène. 

Cependant, seulement deux gènes différentiellement transcrits pourraient permettre 

d’expliquer le phénotype inflammatoire observé sur les coupes. Il s’agit du gène DEXD/H-box 

helicase 58 (ddx58, x 3,70) impliqué dans les voies de signalisation de cytokines comme 

l’interféron gamma et le gène signal transducer and activator of transcription 4 (stat4, x 

3,70) dont la surexpression a été associée à des états inflammatoires notamment au niveau 

du tissu adipeux (Knudsen and Lee, 2013; Cunnion et al., 2017; Shi et al., 2017).  

La désorganisation du tissu hépatique observée chez les femelles F1.BaP (Partie 2.1.1.3.1) 

est corroborée par la sous-transcription du gène Claudin 15 (gene 1) (cldn15.1) codant des 

protéines constituant les jonctions cellulaires (x -0,36) (Günzel and Yu, 2013).  

L’exposition parentale au benzo[a]pyrène provoque une transcription différentielle d’une 

cohorte de gènes impliqués dans la régulation de l’apoptose et de la prolifération cellulaire 

chez les femelles F1. Deux gènes associés à la voie de suppression de l’apoptose sont 

retrouvés sous-transcrits chez les femelles F1.BaP (sphingosine-1-phosphate receptor 3 

(s1pr3), x -0,05 et dhcr24, x -0,25) témoignant d’un potentiel phénomène pro-apoptotique 

(An et al., 2000; Lu et al., 2014). De plus, plusieurs gènes impliqués dans les processus de 

prolifération cellulaire apparaissent sous-transcrits (s1pr3, x -0,05 ; secreted frizzled-related 

protein 2 (sfrp2), x -0,18 ; tubulin polymerization-promoting protein family member 3 

(tppp3), x -0,28 ; plexin B1 (plxnb1), x -0,46) (An et al., 2000; Roth et al., 2000; Giordano et 

al., 2002; Tong et al., 2009; Zhou et al., 2010). Un certain nombre de gènes impliqués dans la 

régulation de la voie de la cancérogénèse chez l’homme apparaissent différentiellement 

transcrits et tendent vers une inhibition des phénomènes prolifératifs, corroborant l’absence 

de désordre hépatique de type carcinome chez les femelles F1.BaP. En effet, les gènes s1pr3 

(x -0,05), ergosterol biosynthesis 28 homolog (c14orf1) (x -0,24), MAM domain containing 2 

(mamdc2) (x -0,24), hmgcs1 (x -0,15) et hspa1l (x -0,09) ont été montrés sur-transcrits dans 

des tissus tumoraux (Veitia et al., 1999; An et al., 2000; Darda et al., 2015; Meng et al., 2016; 

Ashida et al., 2017; Lee et al., 2017; Zhao et al., 2017) tandis que le gène rab30 (x 2,65) a été 

observé sous-transcrit dans ce même type de pathologie (Devaney et al., 2013; Liu et al., 

2016). 

 

 



Chapitre IV : Effets multigénérationnels sur le métabolisme et transgénérationnels sur le développement  

202 

 

 

Figure 4.10 : Représentation des gènes hépatiques significativement différentiellement 

transcrits chez les femelles F1.BaP par rapport aux femelles F1.Témoin. L’échelle de 

couleur indique les ratios de transcription relatifs aux témoins. Les cases noires indiquent les 

voies dans lesquelles les gènes différentiellement transcrits apparaissent. Les voies colorées 

en noir ont été regroupées suivant la description des GO Term KEGG et Biological Pathways 

(BP). Les voies colorées en bleu correspondent à des gènes identifiés dans ces voies par une 

étude bibliographique. (n Témoin = 5, n BaP = 6). 
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2.1.1.4 Métabolisme musculaire 

2.1.1.4.1 Analyse transcriptomique  

Les niveaux de transcription de plusieurs gènes impliqués dans les désordres métaboliques 

au niveau musculaire ont été suivis par qPCR afin de confirmer le phénotype observé au 

niveau hépatique. Le gène SLC2A4 codant pour la protéine glut4 impliquée dans la capture 

du glucose vers la cellule musculaire est sur-transcrit chez les femelles F1.BaP (x 2,50 fois) 

par rapport aux femelles F1.Témoin mais de façon non significative (Figure 4.11A). Le gène 

RAB4B, impliqué dans la translocation des protéines glut4 vers la membrane plasmique 

(Imamura et al., 2003), n’est pas différentiellement transcrit entre les femelles F1.Témoin et 

F1.BaP (Figure 4.11B). Le gène HK1 qui intervient lors de la première étape de la glycolyse et 

qui catalyse la phosphorylation du D-glucose en D-glucose 6-phosphate (Magnani et al., 

1992) apparait non significativement sur-transcrit chez les femelles F1.BaP (1,70 fois) 

(Figures 1.17 et 4.11C). Le gène GYG1, impliqué dans la synthèse de glycogène (Chaikuad et 

al., 2011), apparait non significativement sur-transcrit d’un facteur 3 (Figure 4.11D). Le gène 

ACADL qui catalyse la première étape de la  β-oxydation des acides gras (Ji and Friedman, 

2007; Liu et al., 2017a) apparait sur-transcrit mais de manière non significative (4,80 fois) 

chez les femelles F1.BaP par rapport aux femelles F1.Témoin (Figures 1.17 et 4.11E). Enfin, le 

gène PDHA1 qui est impliqué dans la conversion du pyruvate en acétyl-CoA et ainsi lie la voie 

de la glycolyse à celle du cycle de Krebbs (Korotchkina and Patel, 1995; Kato et al., 2008) 

apparait sur-transcrit non significativement chez les femelles F1.BaP (2,10 fois) (Figures 1.17 

et 4.11F).  
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Figure 4.11 : Transcription relative de gènes musculaires chez les femelles F1.Témoin par 

rapport aux femelles F1.BaP. (n Témoin = 6, n BaP = 9). 
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2.1.1.4.2 Quantification du glycogène  

Aucune différence de la quantité de glycogène musculaire n’est observée chez les femelles 

F1.BaP par rapport aux femelles F1.Témoin (0,88 fois) (Figure 4.12). 

 

                                                                                     

Figure 4.12 : Contenu en glycogène musculaire des femelles F1.Témoin et F1.BaP. (A) 

Coloration à l’acide périodique de Schiff. La barre d’échelle correspond à 150 µm. (B) 

Quantité relative du glycogène musculaire. (n Témoin = 5, n BaP = 10). 

 

2.1.2 Effets du mélange benzo[a]pyrène/triclosan 

2.1.2.1 Dosages plasmatiques à jeun   

La glycémie basale à jeun des femelles F1.Témoin et F1.Mix est similaire (Figure 4.13A). 

Néanmoins, les femelles F1.Mix ont une concentration en insuline plasmatique à jeun 

significativement plus faible comparativement aux femelles F1.Témoin (0,40 fois) (Figure 

4.13B). De plus, aucune différence de concentration en cholestérol et en triglycérides 

plasmatiques à jeun n’est observée entre les deux populations F1.Témoin et F1.Mix (Figure 

4.13C-D). 
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Figure 4.13 : Dosages plasmatiques relatifs mesurés à jeun chez les femelles F1.Témoin et 

F1.BaP. (A) Glycémie basale relative (n Témoin = 7, n Mélange = 14). Concentrations plasmatiques 

relatives (B) de l’insuline (n Témoin = 4, n Mélange = 7), (C) du cholestérol (n Témoin = 5, n Mélange = 9) 

et (D) des triglycérides (n Témoin = 5, n Mélange = 9). L’astérisque indique une différence 

significative avec les individus du groupe F1.Témoin : * p < 0,05 (n Témoin = 4, n Mélange = 7). 
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 2.1.2.2 Traits anatomiques 

Les rapports adipeux-somatique, gonado-somatique et hépato-somatique des femelles 

F1.Mix ne sont pas significativement différents des femelles F1.Témoin (Figure 4.14).  

 

 

Figure 4.14 : Effets des perturbateurs endocriniens sur la physiologie générale des femelles 

F1.Mix. (A) Rapport adipeux-somatique relatif. (B) Rapport gonado-somatique relatif. (C) 

Rapport hépato-somatique relatif. (n Témoin = 5, n Mélange = 14). 

 

2.1.2.3 Métabolisme hépatique 

2.1.2.3.1 Organisation tissulaire 

Le foie des femelles F1.Mix présente des infiltrats inflammatoires (Figure 4.15C) et une 

désorganisation tissulaire (Figure 4.15D) comparativement aux femelles F1.Témoin (Figure 

4.15A-B). 
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Figure 4.15 : Organisation du tissu hépatique des femelles F1.Témoin et F1.Mix coloré à 

l’hématoxyline et à l’érythrosine. Coupe de foie des femelles F1.Témoin (A) et (B). Coupe de 

foie des femelles F1.Mix (C) et (D). L’astérisque indique un infiltrat inflammatoire. (n Témoin = 

6, n Mélange = 9). 

 

2.1.2.3.2 Quantification des lipides et du glycogène 

L’exposition parentale au mélange benzo[a]pyrène/triclosan ne provoque pas le 

développement d’une stéatose ni une variation des contenus hépatocytaires en glycogène 

chez la descendance F1 (Figures 4.16 et 4.17).  
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Figure 4.16 : Contenu en lipides hépatiques des femelles F1.Témoin et F1.Mix. (A) 

Coloration à l’huile rouge correspondant aux lipides. La barre d’échelle correspond à 150 

µm. (B) Surface relative d’huile rouge. (n Témoin = 6, n Mélange = 9). 

 

                                                                                        

Figure 4.17 : Contenu en glycogène hépatique des femelles F1.Témoin et F1.Mix. (A) 

Coloration à l’acide périodique de Schiff. La barre d’échelle correspond à 150 µm. (B) 

Quantité relative du glycogène hépatique. (n Témoin = 5, n Mélange = 9). 

 

2.1.2.3.3 Analyse transcriptomique 

Le nombre de gènes différentiellement transcrits chez les femelles F1.Mix comparativement 

aux femelles F1.Témoin est de 239 dont 144 gènes annotés. Le nombre de gènes 

différentiellement transcrits représentent 0,90% des gènes détectés. L’ensemble des gènes 

différentiellement transcrits est disponible en annexe V. Parmi les gènes annotés, 43% sont 

sur-transcrits et 57% apparaissent sous-transcrits.  
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D’après l’analyse d’enrichissement des voies associées au KEGG réalisée à partir des gènes 

différentiellement transcrits, les voies « métabolisme de l’azote » (enrichissement de 18,3 

avec 3 gènes) et « voies métaboliques » (enrichissement de 1,6 avec 18 gènes) apparaissent 

enrichies (Figure 4.18). 

 

 

Figure 4.18 : Voies issues du KEGG significativement enrichies parmi les gènes hépatiques 

significativement différentiellement transcrits chez les femelles F1.Mix par rapport aux 

femelles F1.Témoin. L’échelle de couleur indique la valeur de la p-valeur obtenue par un test 

de Fisher : significativité lorsque la p-valeur < 0,05. Les bulles correspondent au nombre de 

gènes participant aux différentes voies biologiques (n Témoin/Mélange = 5). 

 

Comme indiqué dans la partie 2.1.1.3.3, nous nous intéresserons exclusivement aux voies 

d’intérêts se déroulant dans le tissu hépatique. L’analyse des voies associées aux termes GO 

« Biological Pathways » réalisée à partir des gènes différentiellement transcrits chez les 

femelles F1.Mix indique un enrichissement de nombreuses voies liées au métabolisme 

énergétique, comme en témoigne l’enrichissement de la voie  «  régulation positive de 

l’homéostasie énergétique » (enrichissement de 47,1 avec 2 gènes) (Figure 4.19). Un 

enrichissement des voies impliquées dans la régulation ou l’assimilation du cholestérol telles 

que les voies « processus biosynthétique du cholestérol (enrichissement de 16,8 avec 5 

gènes), « homéostasie du cholestérol » (enrichissement de 9,2 avec 4 gènes) et « régulation 

de l’absorption du cholestérol intestinal » (enrichissement de 62,7 avec 2 gènes) est 

constaté chez les femelles F1.Mix (Figure 4.19). De plus, les voies « régulation positive de la 
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néoglucogenèse » (enrichissement de 47,1 avec 2 gènes) et « néoglucogenèse » 

(enrichissement de 11,8 avec 4 gènes) apparaissent également enrichies chez les femelles 

F1.Mix (Figure 4.19). Toujours lié au métabolisme, trois voies liées à la régulation du 

métabolisme des protéines comme la « régulation de la phosphorylation des protéines » 

(enrichissement de 12,5 avec 4 gènes), la « régulation négative du signalement TOR » 

(enrichissement de 11,8 avec 3 gènes) et le « processus métabolique des protéines 

cellulaires » (enrichissement de 7,1 avec 4 gènes) apparaissent enrichies (Figure 4.19). 
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Figure 4.19 : Voies issues des GO Term « Biological Pathway » significativement enrichies parmi les gènes 

hépatiques significativement différentiellement transcrits chez les femelles F1.Mix par rapport aux femelles 

F1.Témoin. L’échelle de couleur indique la valeur de la p-valeur obtenue par un test de Fisher : significativité 

lorsque la p-valeur < 0,05. Les bulles correspondent au nombre de gènes participant aux différentes voies 

biologiques. (n Témoin/Mélange = 5). 
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Certains gènes différentiellement transcrits chez les femelles F1.Mix sont impliqués dans le 

métabolisme et le système immunitaire (Figure 4.20). 

Plusieurs gènes impliqués dans la voie du métabolisme lipidique apparaissent 

différentiellement transcrits chez les femelles F1.Mix. La synthèse des triglycérides 

(diacylglycerol O-acyltransferase 2 (dgat2), x -0,36) (Bell and Coleman, 1980) ainsi que la 

synthèse du cholestérol (apolipoprotein A5 (apoa5), x -0,28 ; hmgcs1, x -0,30 ; msmo1, x -

0,30 ; apolipoprotein A-I (apoa1), x -0,36 ; acetyl-CoA acyltransferase 2 (acaa2), x -0,42 ; 

Aldo-Keto Reductase Family 1 Member D1 (akr1d1), x 2,54) (Akerlöf et al., 1991; Gaudet et 

al., 2011; Simigdala et al., 2016; Quintana et al., 2017) semblent sous-régulées par 

l’exposition des parents au mélange. En parallèle, la sous-transcription du gène apoa1 (x -

0,36) pourrait indiquer une diminution du transport du cholestérol vers le tissu hépatique 

chez les femelles F1.Mix (Fournier et al., 1999). De plus, le gène clusterin (clu) impliqué dans 

l’inhibition de la biosynthèse des lipides apparait sur-transcrit (x 2,50) (Seo et al., 2013). Une 

sous-régulation des voies d’oxydation des acides gras est également observée (PPARG 

coactivator 1 alpha (ppargc1a), x -0,33 ; acaa2, x -0,42) (Puigserver and Spiegelman, 2003; 

Kiema et al., 2014). Concernant le métabolisme glucidique, la voie de la néoglucogenèse 

(Figure 1.17) semble fortement inhibée au vu de la sous-transcription des gènes Nuclear 

Receptor Subfamily 4 Group A Member 2 (nr4a2) (x -0,06), Glucose-6-Phosphatase (g6pc-

like.1) (x -0,10), g6pc2 (x -0,12), nuclear receptor subfamily 4 group A member 1 (nr4a1)  (x -

0,14), g6pc-like.2 (x -0,17), fructose-bisphosphatase 2 (fbp2) (x -0,25), ppargc1a (x -0,33) et 

Malate Dehydrogenase 2 (mdh2) (x 2,25) (Lei et al., 1993; Yoon et al., 2001; Wu et al., 2005; 

Pearen and Muscat, 2010) et de la sur-transcription du gène prolylcarboxypeptidase (prcp, x 

2,25) (Jeong et al., 2012). Il est difficile de conclure quant à l’assimilation du glucose chez les 

femelles F1.Mix étant donné que le gène arrestin domain containing 4 (arrdc4) (x -0,46), 

jouant un rôle dans l’inhibition de l’assimilation du glucose (Patwari et al., 2009), est sous-

transcrit et que le gène suppressor of cytokine signaling 3 (socs3) (x 4,22), impliqué dans la 

régulation négative de la voie de signalisation du récepteur à l’insuline (Gaudet et al., 2011), 

est sur-transcrit chez les femelles F1.Mix.  

Les femelles F1.Mix présentent une sous-transcription de gènes associés à la voie des 

réponses inflammatoires tels que nr4a2 (x -0,06), tnip2 (x -0,09), s1pr3 (x -0,24) et F-box 

protein 32 (fbxo32) (x -0,40) (Van Koppen et al., 1996; Leotoing et al., 2011; Han and Cao, 
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2012; Raveney et al., 2013; Meshram et al., 2017; Takahashi et al., 2017). En revanche, 

plusieurs autres gènes associés à la voie des réponses inflammatoires apparaissent 

également sur-transcrits comme clu (x 2,50), sterile alpha and TIR motif containing 1 

(sarm1), (x 2,55), cathepsin H (ctsh) (x 3), stat4 (x 3,30), socs3 (x 4,20) et olfactomedin 

4 (olfm4) (x 9) (Kamura et al., 2004; Zavasnik-Bergant et al., 2004; Carty et al., 2006; Liu et 

al., 2010; Zoubeidi et al., 2010).  

Contrairement aux femelles F1.BaP, plusieurs gènes impliqués dans la gestion du stress 

oxydant apparaissent sur transcrits chez les femelles F1.Mix, notamment le gène prcp (x 

2,25) qui régule les processus des espèces réactives de l’oxygène (Adams et al., 2011), le 

gène thioredoxin domain containing 17 (txndc17) (x 2,20) qui permet l’élimination des 

peroxydes d’hydrogène cellulaires (Jeong et al., 2004a, 2004b) et le gène methionine 

sulfoxide reductase A (msra) (x 2,95) impliqué dans la réparation des dommages oxydatifs 

(Kuschel et al., 1999). 

De manière générale, un phénomène de pro-prolifération semble présent au sein du tissu 

hépatique des femelles F1.Mix à travers la transcription différentielle de gènes dont 

l’activation (prolylcarboxypeptidase (prcp), x 2,25 ; protein tyrosine phosphatase type IVA, 

member 3 (ptp4a3), x 3,30) (Choi and Donehower, 1999; Zeng et al., 2003; Duan et al., 2014) 

et l’inactivation (BTG family member 2 (btg2), x -0,35 ; glycoprotein nmb  (gpnmb), x -0,50) 

(Weterman et al., 1995; Doidge et al., 2012)  inhiberaient le phénomène d’anti-prolifération. 

Concernant la régulation de l’apoptose, il est plus difficile de conclure si les gènes reflètent 

un phénomène de pro-apoptose ou d’anti-apoptose bien qu’un ensemble de gènes 

impliqués dans cette voie apparait différentiellement transcrits (TNFAIP3 interacting protein 

2 (tnip2), x -0,09 ; s1pr3, x -0,24 ; DNA damage inducible transcript 4 (ddit4), x -0,27 ; 

folliculin (flcn), x -0,30 ; glutamate receptor, ionotropic, N-methyl D-aspartate-associated 

protein 1 (grina), x -0,40 ; folliculin interacting protein 1 (fnip1), x -0,40 ; folliculin interacting 

protein 2 (fnip2), x -0,45 ; mitochondrial ribosomal protein S30 (mrps30), 2,50 ; clusterin (clu), 

x 2,50 ; tp53, x 3 ; indian hedgehog (ihh), x 4,50 ; chac glutathione-specific gamma-

glutamylcyclotransferase 1 (chac1), x 5) (Carim et al., 1999; An et al., 2000; Tadros, 2003; 

Bourdon et al., 2005; Zhang et al., 2005; Gaudet et al., 2011; Lim et al., 2012; Mungrue et al., 

2015; Woodford et al., 2016). Le déséquilibre entre les phénomènes de prolifération et 

d’apoptose constaté chez les femelles F1.Mix pourrait amener à une perturbation de la 
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régulation de la cancérogenèse. Bien qu’aucune atteinte hépatique de type carcinome n’ait 

été observée chez les femelles F1.Mix, la régulation de la cancérogenèse semble être 

affectée, mais de façon contradictoire, notamment par une transcription différentielle de 

gènes observés sur-transcrits (NIMA-related kinase 11 (nek11), x -0,04 ; hspa1l, x -0,08 ; 

neudesin neurotrophic factor (nenf), x -0,20 ; s1pr3, x -0,24 ; mamdc2, x -0,25 ; poly(ADP-

ribose) polymerase family member 9 (parp9), x -0,30 ; transmembrane 4L six family member 

18 (tm4sf18), x -0,30 ; spalt-like transcription factor 4 (sall4), x -0,40 ; prcp, x 2,25 ; clu, x 

2,50 ; interleukin 13 receptor subunit alpha 2 (il13ra2), x 3 ; ptp4a3, x 3,30 ; elastin microfibril 

interfacer 1 (emilin1), x 3,40 ; EPH receptor A2 (epha2), x 4,25 et olfactomedin 4 (olfm4), x 9) 

et sous-transcrits dans des cellules cancéreuses (tnip2, x -0,09 ; sodium voltage-gated 

channel beta subunit 4 (scn4b), x -0,50 ; rab30, x 2,11 ; ATP synthase membrane subunit c 

locus 1 (atp5g1), x 2,30 ; carbonic anhydrase 2 (ca2), 2,75 et tp53, x 3) (An et al., 2000; 

Duxbury et al., 2004; Ghosh et al., 2004; Trougakos and Gonos, 2006; Kobayashi et al., 2007; 

Menker et al., 2009; Liu et al., 2010; Watson et al., 2010; Chen et al., 2011a; Tognolini et al., 

2012; Duan et al., 2014; Stefanska et al., 2014; Darda et al., 2015; Sabir et al., 2015; Bon et 

al., 2016; Liu et al., 2016; Meng et al., 2016; Rabajdova et al., 2016; Wang et al., 2016; Zhou 

et al., 2016; Brüggemann et al., 2017; Grönroos et al., 2017; Lee et al., 2017; Liu et al., 

2017b; Tang et al., 2018; Zhang et al., 2018a; Singhal et al., 2019). 
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Figure 4.20 : Représentation des gènes hépatiques significativement 

différentiellement transcrits chez les femelles F1.Mix par rapport aux femelles 

F1.Témoin. L’échelle de couleur indique les ratios de transcription relatifs aux témoins. 

Les boites noires indiquent les voies dans lesquelles les gènes différentiellement 

transcrits apparaissent. Les voies colorées en noir ont été regroupées suivant la 

description des GO Term KEGG et Biological Pathways (BP). Les voies colorées en bleu 

correspondent à des gènes identifiés dans ces voies par une étude bibliographique. (n 

Témoin/Mélange = 5). 
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2.1.2.4 Métabolisme musculaire 

2.1.2.4.1 Analyse transcriptomique  

Les gènes SLC2A4, HK1, PDHA1 et ACADL apparaissent non différentiellement transcrits chez 

les femelles F1.Mix par rapport aux femelles F1.Témoin (Figure 4.21A-C-E-F). L’exposition 

parentale au mélange provoque une sous-transcription significative du gène RAB4B (0,60 

fois) (Figure 4.21B) et non significative du gène GYG1 (0,30 fois) (Figure 4.21D).  

 

 

 

Figure 4.21 : Transcription relative de gènes musculaires chez les femelles F1.Mix par 

rapport aux femelles F1.Témoin. L’astérisque indique une différence significative par 

rapport à la population F1.Témoin : * p < 0,05 (n Témoin = 6, n Mélange = 9). 

0

1

2

Témoin Mélange

R
at

io
 d

e
tr

an
sc

ri
p

ti
o

n
 r

el
at

if
 

d
u

 g
èn

e 
S

LC
2

A
4

A

0

1

2

Témoin Mélange

R
at

io
 d

e
tr

an
sc

ri
p

ti
o

n
 r

el
at

if
 

d
u

 g
èn

e 
R

A
B

4
B

*

B

0

1

2

Témoin Mélange

R
at

io
 d

e
tr

an
sc

ri
p

ti
o

n
 r

el
at

if
 

d
u

 g
èn

e 
H

K
1

C

0

1

2

Témoin Mélange

R
at

io
 d

e
tr

an
sc

ri
p

ti
o

n
 r

el
at

if
 

d
u

 g
èn

e 
G

Y
G

1

D

0

1

2

Témoin Mélange

R
at

io
 d

e
tr

an
sc

ri
p

ti
o

n
 r

el
at

if
 

d
u

 g
èn

e 
P

D
H

A
1

E

0

1

2

Témoin Mélange

R
at

io
 d

e
tr

an
sc

ri
p

ti
o

n
 r

el
at

if
 

d
u

 g
èn

e 
A

C
A

D
L

F



Chapitre IV : Effets multigénérationnels sur le métabolisme et transgénérationnels sur le développement  

218 

 

2.1.2.4.2 Quantification du glycogène  

Les femelles F1.Mix présentent significativement moins de réserve en glycogène musculaire 

que les femelles F1.Témoin (0,7 fois) (Figure 4.22). 

                                                                                      

Figure 4.22 : Contenu en glycogène musculaire des femelles F1.Témoin et F1.Mix. (A) 

Coloration à l’acide périodique de Schiff. La barre d’échelle correspond à 150 µm. (B) 

Quantité relative du glycogène musculaire. L’astérisque indique une différence significative 

par rapport à la population F1.Témoin : * p < 0,05 (n Témoin = 5, n Mélange = 7). 

 

2.2 Effets transgénérationnels sur le développement des individus F2 

2.2.1 Effets sur les individus F2 issus de grands-parents F0 exposés au 

benzo[a]pyrène 

2.2.1.1 Survie 

Une mortalité significative est observée jusqu’au début de la métamorphose pour les 

individus F2.BaP comparativement aux individus F2.Témoin. En effet, 50% des individus 

F2.BaP sont vivants à 16 jours contre 67% pour les individus F2.Témoin (Figure 4.23A). 

Néanmoins, à partir de 100 jours, les deux courbes se croisent montrant une survie de 20% 

en moyenne pour les deux groupes. De cette manière, aucune différence significative de la 

mortalité sur l’ensemble de la durée de vie des xénopes n’est constatée (Figure 4.23B).  
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Figure 4.23 : Survie des individus F2.Témoin et F2.BaP. (A) Survie des xénopes jusqu’à la 

métamorphose. (B) Survie des xénopes au cours de la totalité du développement. Les 

astérisques indiquent une différence significative par rapport à la population F2.Témoin : *** 

p < 0,001 (n Témoin = 1204, n BaP = 592). 

 

2.2.1.2 Métamorphose 

Un retard significatif de l’âge à la métamorphose est observé pour les individus F2.BaP par 

rapport aux individus F2.Témoin. Cinquante pourcent des individus F2.Témoin sont 

métamorphosés à 100 jours tandis qu’il faut attendre 20 jours de plus chez les individus 

F2.BaP pour obtenir le même pourcentage (Figure 4.24).  

 

Figure 4.24 : Âge à la métamorphose des individus F2.Témoin et F2.BaP. Les astérisques 

indiquent une différence significative par rapport à la population F2.Témoin : *** p < 0,001 

(n Témoin = 216, n BaP = 134). 
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Au stade métamorphique, les individus F2.Témoin et F2.BaP pèsent 0,45 g et mesurent 15 

mm en moyenne ne démontrant ainsi aucune différence de la masse et de la taille entre les 

deux groupes (Figure 4.25).  

 

 

Figure 4.25 : Croissance des individus F2.Témoin et F2.BaP à la métamorphose. (A) Masse 

fraiche des xénopes. (B) Taille des xénopes. (n Témoin = 76, n BaP = 45). 

 

2.2.1.3 Maturité sexuelle et sexe-ratio 

Les femelles F2.BaP montrent un retard de l’âge à la maturité sexuelle par rapport aux 

femelles F2.Témoin. À 250 jours, 85% des femelles F2.Témoin sont à maturité sexuelle 

contre seulement 65% des femelles F2.BaP (Figure 4.26A). Cet effet transgénérationnel est 

également constaté pour le groupe mâle F2.BaP. En effet, 50% des mâles F2.Témoin sont à 

maturité sexuelle à 210 jours tandis qu’il faut attendre 240 jours pour le groupe F2.BaP 

(Figure 4.26B). 
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Figure 4.26 : Maturité sexuelle des individus F2.Témoin et F2.BaP. (A) Maturité des 

femelles (n Témoin = 87, n BaP = 44). (B) Maturité des mâles (n Témoin = 94, n BaP = 36). Les 

astérisques indiquent une différence significative par rapport à la population F2.Témoin : * p 

< 0,05 ; *** p < 0,001. 

 

 

Une augmentation du nombre d’individus dont le sexe est indéterminé est également 

constatée chez la population F2.BaP par rapport à la population F2.Témoin (30% et 11%, 

respectivement) (Figure 4.27B).  

 

Figure 4.27 : Pourcentage des individus F2.Témoin et F2.BaP dont le sexe est indéterminé 

au stade adulte. 
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Une distorsion non significative du sexe-ratio en faveur des femelles apparait chez la 

population F2.BaP par rapport à la population F2.Témoin (Tableau 4.1).  

 

Exposition n n mâle n femelle Sexe-ratio p-valeur 

Témoin 181 94 87 1,08 

BaP 80 36 44 0,82 0,2168 
 

Tableau 4.1 : Sexe-ratio des populations F2 issues de l’exposition des grands-parents F0 au 

benzo[a]pyrène. Le terme n correspond au nombre total d’individus au sein de chaque 

population. 

 

2.2.1.4 Croissance au stade adulte 

Aucune différence significative n’est constatée en ce qui concerne la masse des femelles et 

des mâles. Les femelles F2.BaP adultes pèsent 16,5 g contre 15,5 g pour les F2.Témoin 

(Figure 4.28A). Les mâles F2.Témoin et F2.BaP pèsent en moyenne 8 g (Figure 4.28B). 

La taille des femelles et des mâles F2.BaP adultes ne semble pas impactée par l’exposition de 

leurs grands-parents au benzo[a]pyrène. En moyenne, les femelles F2.Témoin et F2.BaP 

mesurent 52 mm et les mâles 42 mm (Figure 4.28B-D). 
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Figure 4.28 : Croissance des femelles et des mâles F2.Témoin et F2.BaP au stade adulte. (A) 

Masse fraiche des femelles (n Femelle Témoin = 35, n Femelle BaP = 22). (B) Taille des femelles (n 

Femelle Témoin = 16, n Femelle BaP = 16). (C) Masse fraiche des mâles (n Mâle Témoin = 28, n Mâle BaP = 

25). (D) Taille des mâles (n Mâle Témoin = 16, n Mâle BaP = 16). Le trait horizontal correspond à la 

moyenne de chaque population et les points désignent les individus.  

 

2.2.2 Effets sur les individus F2 issus de grands-parents F0 exposés au 

triclosan 

2.2.2.1 Survie 

Aucune différence de mortalité jusqu’au stade métamorphique n’est constatée entre les 

groupes F2.Témoin et F2.TCS (Figure 4.29A). En revanche, une meilleure survie des 

descendants F2.TCS est constatée à partir du 60ième jour de vie par rapport aux individus 

F2.Témoin. En effet, le pourcentage d’individus vivants stagne à 15% pour les individus 

F2.Témoin contre 30% pour les individus F2.TCS (Figure 4.29B).  
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Figure 4.29 : Survie des individus F2.Témoin et F2.TCS. (A) Survie des xénopes jusqu’à la 

métamorphose. (B) Survie des xénopes au cours de la totalité du développement. Les 

astérisques indiquent une différence significative par rapport à la population F2.Témoin : ** 

p < 0,01 (n Témoin = 1204, n TCS = 119). 

 

2.2.2.2 Métamorphose 

Malgré un âge à la métamorphose qui semble plus précoce pour les individus F2.TCS, la 

différence n’apparait pas significative. Par exemple, à 100 jours, 50% des individus 

F2.Témoin sont métamorphosés contre 80% des individus F2.TCS. La différence non 

significative entre les deux courbes peut s’expliquer par un faible nombre d’individus F2.TCS 

par rapport au nombre d’individus de la population F2.Témoin (Figure 4.30). 

 

 

Figure 4.30 : Âge à la métamorphose des individus F2.Témoin et F2.TCS. (n Témoin = 216, n TCS 

= 42). 
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Au stade métamorphique, les individus F2.TCS montrent une augmentation significative de 

leur masse (Figure 4.31A) et de leur taille (Figure 4.31B) par rapport aux individus F2.Témoin. 

Les individus F2.Témoin pèsent 0,43 g et mesurent 14,5 mm alors que les individus F2.TCS 

pèsent 0,48 g et font 15,1 mm. 

 

         

Figure 4.31 : Croissance des individus F2.Témoin et F2.TCS à la métamorphose. (A) Masse 

fraiche des xénopes. (B) Taille des xénopes. L’astérisque indique une différence significative 

par rapport à la population F2.Témoin : * p < 0,05 (n Témoin = 76, n TCS = 19). 

 

2.2.2.3 Maturité sexuelle et sexe-ratio 

Avant le 200ième jour, les femelles F2.TCS semblent présenter un retard de l’âge à la maturité 

sexuelle. Par exemple, à 200 jours, 40% des femelles F2.Témoin sont matures contre 

seulement 22% des femelles F2.TCS. Lorsqu’un certain nombre de femelles de la population 

F2.TCS deviennent matures, les deux courbes se croisent et le pourcentage de maturité des 

femelles F2.TCS passe de 22% à plus de 90% en seulement un mois (40% à 75% pour la 

population F2.Témoin). Cette augmentation rapide du pourcentage de maturité peut 

s’expliquer par un très faible nombre d’individus au sein de la population F2.TCS (Figure 

4.32A). L’allure de la courbe qui indique le pourcentage de femelles matures est similaire à 

celle des mâles avec un léger décalage dans le temps qui s’explique également par un faible 

nombre de mâles au sein de la population F2.TCS. Avant le 230ième jour, 80% des mâles 

F2.Témoin sont à maturité sexuelle contre seulement 50% des mâles F2.TCS. En deux mois, 

le pourcentage de maturité sexuelle des mâles F2.TCS passe de 50% à 100% tandis que celui 

des mâles F2.Témoin passe simplement de 80% à 83% (Figure 4.32B). 
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Figure 4.32 : Maturité sexuelle des individus F2.Témoin et F2.TCS. (A) Maturité des femelles 

(n Témoin = 87, n TCS = 22). (B) Maturité des mâles (n Témoin = 94, n TCS = 14).  

 

 

Le pourcentage d’individus de sexe indéterminé est de 11% pour le groupe F2.Témoin et de 

9% pour le groupe F2.TCS (Figure 4.33). 

 

Figure 4.33 : Pourcentage des individus F2.Témoin et F2.TCS dont le sexe est indéterminé 

au stade adulte. 

 

 

Une féminisation non significative de la population F2.TCS est observée par rapport à la 

population F2.Témoin. Le sexe-ratio de la population F2.Témoin est de 1,08 et celui de la 

population F2.TCS est de 0,64 (Tableau 4.2).  
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Exposition   n   n mâle   n femelle   Sexe-ratio   p-valeur 

Témoin 181 94 87 1,08 

TCS   36   14   22   0,64   0,1182 
 

Tableau 4.2 : Sexe-ratio des populations F2 issues de l’exposition des grands-parents au 

triclosan. Le terme n correspond au nombre d’individus total au sein de chaque population. 

 

2.2.2.4 Croissance au stade adulte 

Au stade adulte, aucune différence de masse n’est constatée pour les femelles (16,3 g pour 

les femelles F2.TCS et 15,6 g pour le groupe F2.Témoin) (Figure 4.34A) tandis que les mâles 

F2.TCS montrent une masse corporelle plus élevée que les mâles F2.Témoin (8,8 g et 7,8 g, 

respectivement) (Figure 4.34C). Indépendamment du sexe, aucune différence de la taille 

n’est constatée entre les individus F2.Témoin et F2.TCS. En moyenne, les femelles F2.Témoin 

et F2.TCS mesurent 51 mm (Figure 4.34B) et les mâles 41 mm (Figure 4.34D).  
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Figure 4.34 : Croissance des individus F2.Témoin et F2.TCS au stade adulte. (A) Masse 

fraiche des femelles (n Femelle Témoin = 35, n Femelle TCS = 21). (B) Taille des femelles (n Femelle Témoin 

= 16, n Femelle TCS = 18). (C) Masse fraiche des mâles (n Mâle Témoin = 28, n Mâle TCS = 13). (D) Taille 

des mâles (n Mâle Témoin = 16, n Mâle TCS = 12). Le trait horizontal correspond à la moyenne de 

chaque population et les points désignent les individus. Les astérisques indiquent une 

différence significative par rapport à la population F2.Témoin : ** p < 0,01. 
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2.2.3 Effets sur les individus F2 issus de grands-parents exposés au 

mélange benzo[a]pyrène/triclosan 

2.2.3.1 Survie 

Une mortalité significative du groupe F2.Mix est constatée par rapport au groupe F2.Témoin 

et semble plus prononcée dans les premiers stades de développement mais reste 

significative tout au long de la vie des xénopes F2. À 50 jours, 55% des individus F2.Témoin 

sont en vie contre seulement 25% des individus F2.Mix. À partir du 150ième jour, le 

pourcentage de survie des individus F2.Témoin et F2.Mix stagne à 19% et 11%, 

respectivement (Figure 4.35).   

 

 

Figure 4.35 : Survie des individus F2.Témoin et F2.Mix. (A) Survie des xénopes jusqu’à la 

métamorphose. (B) Survie des xénopes au cours de leur développement. Les astérisques 

indiquent une différence significative par rapport à la population F2.Témoin : *** p < 0,001 

(n Témoin = 1204, n Mélange = 335). 

 

2.2.3.2 Métamorphose 

L’âge à la métamorphose des individus F2.Mix n’est pas impacté significativement par 

l’exposition des individus F0 malgré l’apparition d’un âge à la métamorphose plus précoce. 

Cette différence non significative peut également s’expliquer par un nombre d’individus de 

la population F2.Mix plus faible. À 85 jours, 50% des individus F2.Mix sont métamorphosés 

tandis qu’il faut attendre 15 jours de plus pour la population F2.Témoin (Figure 4.36). 
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Figure 4.36 : Âge à la métamorphose des individus F2.Témoin et F2.Mix. (n Témoin = 216, n 

Mélange = 45). 

 

Les xénopes métamorphiques F2 pèsent 0,43 g et mesurent 14,5 mm en moyenne quelle 

que soit la population considérée (Figure 4.37). 

 

     

Figure 4.37 : Croissance des individus F2.Témoin et F2.Mix à la métamorphose. (A) Masse 

fraiche des xénopes. (B) Taille des xénopes. (n Témoin = 76, n Mélange = 17). 

 

2.2.3.3 Maturité sexuelle et sexe-ratio 

Indépendamment du sexe et au cours des premiers jours, les individus F2.Mix montrent un 

retard de l’âge à la maturité sexuelle. À 200 jours, 40% des femelles F2.Témoin sont matures 

pour 30% des femelles F2.Mix. Ensuite, les courbes se croisent et le pourcentage de femelles 

matures à 230 jours passe de 40% à 75% et de 30% à plus de 94% pour les populations 

F2.Témoin et F2.Mix, respectivement (Figure 4.38A). À 250 jours de vie, 80% des mâles 
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F2.Témoin sont à maturité sexuelle contre seulement 50% de la population F2.Mix. À 270 

jours, les courbes s’inversent et le pourcentage de maturité des mâles F2.Témoin stagne à 

80% tandis que celui des mâles F2.Mix passe de 50% à 90% (Figure 4.38B).  

 

 

Figure 4.38 : Âge à la maturité sexuelle des individus F2.Témoin et F2.Mix. (A) Maturité des 

femelles (n Témoin = 87, n Mélange = 16). (B) Maturité des mâles (n Témoin = 94, n Mélange = 18).  

 

 

Le pourcentage d’individus pour lesquels les caractères sexuels secondaires ne sont pas 

apparus est de 11% et 9% pour les populations F2.Témoin et F2.Mix, respectivement (Figure 

4.39). 

 

Figure 4.39 : Pourcentage des individus F2.Témoin et F2.Mix de sexe indéterminé au stade 

adulte. 
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Aucun déséquilibre du sexe-ratio n’est observé chez la population F2.Mix par rapport à la 

population F2.Témoin (Tableau 4.3). 

 

Exposition   n   n mâle   n femelle   Sexe-ratio   p-valeur 

Témoin 181 94 87 1,08 

Mélange   34   18   16   1,13   0,9033 
 

Tableau 4.3 : Sexe-ratio des populations F2 issues de l’exposition des grands-parents au 

mélange benzo[a]pyrène/triclosan. Le terme n correspond au nombre d’individus total au 

sein de chaque population. 

 

2.2.3.4 Croissance au stade adulte 

Les femelles adultes F2.Témoin et F2.Mix pèsent environ 15,3 g tandis que les mâles pèsent 

environ 8 g (Figure 4.40A-C). Contrairement au stade métamorphique, une diminution 

significative de la taille des femelles F2.Mix (49 mm) est constatée par rapport aux femelles 

F2.Témoin (51 mm) (Figure 4.40B). Les mâles F2.Témoin et F2.Mix mesurent en moyenne 41 

mm (Figure 4.40D). 
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Figure 4.40 : Croissance des femelles et mâles F2.Témoin et F2.Mélange au stade adulte. 

(A) Masse fraiche des femelles (n Femelle Témoin = 35, n Femelle Mélange = 15). (B) Taille des femelles 

(n Femelle Témoin = 16, n Femelle Mélange = 14). (C) Masse fraiche des mâles (n Mâle Témoin = 28, n Mâle 

Mélange = 20). (D) Taille des mâles (n Mâle Témoin = 16, n Mâle Mélange = 16). Le trait horizontal 

correspond à la moyenne de chaque population et les points désignent les individus. 

L’astérisque indique une différence significative par rapport à la population F2.Témoin : * p < 

0,05. 

 

3. Discussion 

3.1 Développement d’un syndrome métabolique chez les femelles F1 

L’exposition parentale au benzo[a]pyrène induit le développement d’une stéatose hépatique 

chez la génération F1 corroboré par l’augmentation de la transcription du gène slc27a6 

impliqué dans la translocation d’acides gras à longue chaine à travers la membrane 

plasmique (Figure 4.41). Une dérégulation de l’assimilation des acides gras serait impliquée 
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dans la détérioration hépatique et le développement du diabète de type 2 (Stahl, 2004). La 

présence en grande quantité de triglycérides au niveau hépatique est associée à une sous-

transcription du gène lipe impliqué dans leur hydrolyse en acides gras libres. En parallèle, un 

ensemble de gènes hépatiques impliqués dans la synthèse du cholestérol apparait sous-

transcrit chez les femelles F1.BaP (msmo1, cyp51a1, hmgcs1, lss, dhcr24, mvd, dhcr7, idi1, 

nsdhl, fdps) (Zerenturk et al., 2013; Prabhu et al., 2016; Simigdala et al., 2016; Quintana et 

al., 2017). Les effets du benzo[a]pyrène sur l’accumulation de lipides hépatiques ont été 

démontrés dans plusieurs études et semblent liés à sa capacité de liaison au récepteur AhR 

(Neuschäfer-Rube et al., 2015; Regnault et al., 2016, 2018; Usal et al., 2019). Les femelles 

F1.Mix ne montrent pas d’accumulation de lipides hépatiques, ce résultat pouvant 

s’expliquer par la sous-transcription d’un certain nombre de gènes impliqués dans la 

synthèse du cholestérol (apoa5, msmo1, hmgcs1, apoa1 et acaa2) (Figure 4.41).  

L’accumulation de lipides hépatiques est très souvent associée au stress oxydant et à une 

hépatotoxicité (Feldstein et al., 2004; Yamaguchi et al., 2007). La sur-transcription des gènes 

txndc17 (F1.Mix) -permettant l’élimination des espèces réactives de l’oxygène telles que les 

molécules de peroxyde d’hydrogène cellulaire (H2O2) (Alkatib et al., 2019)- et msra (F1.Mix) -

régulateur des défenses anti-oxydantes (Moskovitz et al., 2001)- pourrait indiquer la 

présence de stress oxydant hépatique. L’exposition parentale au benzo[a]pyrène et au 

mélange provoque une désorganisation du tissu hépatique (Parties 2.1.1.3.1 et 2.1.2.3.1 et 

Figure 4.41) corroborée par la sous-transcription du gène cldn15.1, constituant majeur des 

jonctions serrées (Colegio et al., 2002; Van Itallie et al., 2003), chez les femelles F1.BaP. La 

sous-transcription de gènes anti-prolifération comme s1pr3, sfrp2, tppp3 ou plxnb1 chez les 

femelles F1.BaP pourrait témoigner d’un phénomène pro-prolifératif au sein du tissu 

hépatique (An et al., 2000; Roth et al., 2000; Giordano et al., 2002; Vincze et al., 2006; Tong 

et al., 2009; Zhou et al., 2010). Cependant, la sous-transcription des gènes s1pr3 et dhcr24, 

associés à la voie de suppression de l’apoptose, indique un phénomène pro-apoptotique 

chez les femelles F1.BaP (An et al., 2000; Lu et al., 2014). Le déséquilibre entre les voies de 

l’apoptose et celles associées à la prolifération cellulaire pourrait avoir un impact sur la 

régulation des voies associées à la cancérogenèse, mais aucun carcinome hépatique n’a 

cependant été observé chez les femelles F1.BaP. Ces résultats sont corroborés par les 

différences de transcription des gènes s1pr3, hspa1l, hmgcs1, sfrp2, c14orf1, mamdc2, rab30 

et emilin1 (Veitia et al., 1999; An et al., 2000; Devaney et al., 2013; Xiao et al., 2014; Darda et 
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al., 2015; Liu et al., 2016; Meng et al., 2016; Rabajdova et al., 2016; Ashida et al., 2017; Lee 

et al., 2017; Zhao et al., 2017; Fan et al., 2018). Les réponses transcriptomiques liées à la voie 

de l’apoptose sont plus contradictoires pour les femelles F1.Mix malgré un ensemble de 

gènes différentiellement transcrits impliqués dans cette voie tels que les gènes s1pr3, grina, 

tp53 ou flcn (An et al., 2000; Lim et al., 2012; Stanelle et al., 2005; Xu et al., 2018). Chez ces 

femelles F1.Mix, la voie de la prolifération cellulaire semble fortement activée par une sur-

transcription de gènes pro-prolifération (prcp ou ptp4a3) et la sous-transcription de gènes 

anti-prolifération comme les gènes btg2 ou gpnmb (Weterman et al., 1995; Choi and 

Donehower, 1999; Zeng et al., 2003; Doidge et al., 2012; Duan et al., 2014). Aucun 

carcinome n’a été observé chez les femelles F1.Mix mais des gènes associés à la régulation 

de la voie de cancérogenèse tels que les gènes tnip2, nenf, parp9, prcp ou clu apparaissent 

différentiellement transcrits (Ghosh et al., 2004; Trougakos and Gonos, 2006; Duan et al., 

2014; Stefanska et al., 2014; Zhou et al., 2016; Tang et al., 2018). En revanche, l’étude 

transcriptomique ne permet pas de conclure quant à l’évolution du tissu en carcinome 

hépatique. Les réponses contradictoires observées pour les voies de l’apoptose et de 

prolifération cellulaire pourraient s’expliquer par l’hétérogénéité du tissu hépatique avec des 

zones où on peut trouver de la mort cellulaire et des zones où les infiltrats de cellules 

immunitaires pourraient être associés à des phénomènes prolifératifs.  

En résumé, l’exposition parentale au benzo[a]pyrène entraine un impact métabolique qui se 

traduit par l’apparition d’une stéatose hépatique accompagnée d’une hépatotoxicité. Ces 

effets s’apparentent à la pathologie NAFLD (Naik et al., 2013; Bedossa, 2016) (Figure 1.18). 

Chez les femelles F1.BaP, la présence d’infiltrats inflammatoires (Partie 2.1.1.3.1) et de 

gènes impliqués dans la régulation des réponses inflammatoires (stat4, ddx58) (Cunnion et 

al., 2017; Shi et al., 2017) pourrait indiquer une progression de la pathologie hépatique 

NAFLD en pathologie plus avancée, la NASH (Figures 1.18 et 4.41). De plus, la sous-

transcription du gène lpgat1 (impliqué dans la synthèse des lipides) observée chez les 

femelles F1.BaP a été définie comme une évolution de la pathologie NASH en fibrose (Figure 

1.18). Les mêmes symptômes de la pathologie NAFLD sont observés pour l’exposition 

parentale au mélange benzo[a]pyrène/triclosan (gènes impliqués dans les réponses 

inflammatoires : olfm4, stat4, socs3, clu, sarm1 et s1pr3 ; Infiltrats inflammatoires : partie 

2.1.2.3.1) exceptée la présence de stéatose hépatique (Figure 4.41). Cependant, une 
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réduction significative de l’accumulation des triglycérides hépatiques a été montrée chez des 

patients possédant une NASH avancée (Caldwell et al., 1999; Nagaya et al., 2008).  

D’après Naik et al., 2013, la stéatose hépatique est souvent associée à l’insulino-résistance. 

En effet, au cours de la pathologie NAFLD, un stress du réticulum endoplasmique caractérisé 

par l’accumulation de protéines dégradées, déclenche une réponse UPR (pour Unfolded 

Protein Response) qui est l’un des premiers symptômes d’apparition d’une résistance à 

l’insuline (Pagliassotti et al., 2016). Des gènes codant pour des protéines impliquées dans la 

réponse UPR apparaissent sous-transcrits tels que hspa1l (F1.BaP et F1.Mix), hsp70 (F1.BaP 

et F1.Mix) ou hsp90aa1.2 (F1.BaP). L’inhibition de la réponse UPR a été associée à des 

phénomènes de mort cellulaire et pourrait expliquer la transcription différentielle de gènes 

impliqués dans cette voie décrite plus haut (Bensellam et al., 2016). Chez les femelles 

F1.BaP, le métabolisme glucidique semble fortement impacté et pourrait confirmer le 

développement d’un phénomène de résistance à l’insuline. Ainsi, la sur-transcription du 

gène pck1, impliqué dans la néoglucogenèse et du gène igfbp1, normalement réprimé par 

l’insuline dans des conditions physiologiques normales, constatée chez les femelles F1.BaP 

confirme ce phénotype (Brismar et al., 1994; Burri et al., 2010; Bechmann et al., 2012) 

(Figure 1.17). Bien que nous n’ayons pas observé d’augmentation de glycogène hépatique 

chez les femelles F1.Mix comparativement aux témoins (Partie 2.1.2.3.2), leur transcriptome 

semble indiquer un stockage du glucose sous forme de glycogène plutôt qu’une synthèse du 

glucose par la voie de la néoglucogenèse (Figure 1.17). En effet, le gène UDP-glucose 

pyrophosphorylase 2 (ugp2), impliqué dans la synthèse du glycogène, apparait sur-transcrit 

tandis qu’une sous-transcription des gènes g6pc, ppargc1a et fbp2, impliqués dans la 

néoglucogenèse, est observée. De plus, l’exposition parentale au mélange entraine une 

sous-transcription des gènes nr4a1 et nr4a2, gènes activateurs clés de la production de 

glucose hépatique, confirmant l’inhibition de la néoglucogenèse (Pei et al., 2006; Pearen and 

Muscat, 2010) (Figure 1.17). Enfin, le gène socs3 régulant négativement la signalisation du 

récepteur à l’insuline apparait également sur-transcrit chez les femelles F1.Mix et pourrait 

ainsi contribuer à augmenter la résistance à l’insuline (Guo, 2014; Sun et al., 2017). 

L’ensemble des résultats décrits plus haut révèle un syndrome métabolique de type diabète 

quel que soit le perturbateur endocrinien considéré (Figure 4.41). Ainsi, le gène ppargc1a qui 

coordonne l’expression de différents gènes impliqués dans le métabolisme du glucose et 
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dont l’inhibition a été associée au diabète de type 2 apparait sous-transcrit chez les femelles 

F1.Mix (Gilardi et al., 2019). En parallèle, le gène hexose-6-phosphate dehydrogenase (h6pd) 

dont l’activation a été associée au diabète de type 2 apparait sur-transcrit chez les femelles 

F1.Mix (Üçkaya et al., 2008). Enfin, la diminution de l’expression du gène apoa1 chez les 

femelles F1.Mix a également été associée avec le diabète de type 2 (Wu et al., 2017b; 

Viktorinova et al., 2018). Chez les femelles F1.BaP et F1.Mix, le gène msmo1, impliqué dans 

la synthèse du cholestérol et limitant l’apparition du diabète apparait également sous-

transcrit (Lu et al., 2008). Pour les femelles F1.BaP, la sous-transcription du gène cyp51a1 

inhibant la synthèse de cholestérol a également été associée au diabète de type 2 (Harwood 

et al., 2005).  

Le phénotype d’insulino-résistance et de diabète apparait également au niveau musculaire 

(Petersen et al., 2007b) où le gène RAB4B activé par l’insuline et jouant un rôle important 

dans le transport des vésicules contenant les transporteurs du glucose glut4 à la membrane, 

apparait sous-transcrit chez les femelles F1.Mix (Mora et al., 1997; Kaddai et al., 2009) 

(Partie 2.1.2.4.1 et Figure 4.41). Corrélativement, une diminution de la quantité de 

glycogène musculaire est observée chez les femelles F1.Mix (Partie 2.1.2.4.2 et Figure 4.41). 

Ce phénomène semble moins marqué chez les femelles F1.BaP (Partie 2.1.1.4.2). Cette 

diminution des réserves énergétiques est directement liée à la baisse de la concentration en 

insuline plasmatique à jeun constatée chez les femelles F1.BaP et F1.Mix (Parties 2.1.1.1 et 

2.1.2.1 et Figure 4.41) probablement due à une diminution de sa sécrétion pancréatique 

(diabète de type 1 ou 2 avancé). 
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Figure 4.41 : Effets multigénérationnels du benzo[a]pyrène et du mélange benzo[a]pyrène/triclosan sur le métabolisme des 

femelles matures F1 X. tropicalis. 
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3.2 Effets transgénérationnels sur le développement des individus F2 

3.2.1 Mortalité au cours du développement  

Les individus de la génération F2 issus de l’exposition au benzo[a]pyrène montrent une 

mortalité significative au cours des premiers stades de développement (œufs et têtards) 

tandis que les individus F2 issus des grands-parents exposés au triclosan ont une meilleure 

survie dans les derniers stades de développement (métamorphique et adulte) (Figure 4.42). 

En revanche, les individus F2 issus d’exposition au mélange des deux perturbateurs 

endocriniens présentent une mortalité significative durant toute leur croissance comparés à 

la population témoin (Figure 4.42). Peu d’études se sont intéressées aux effets 

transgénérationnels d’exposition chronique sur les amphibiens. Concernant d’autres espèces 

aquatiques comme les poissons, une mortalité significative a également été observée chez 

des descendants F1 Danio rerio issus d’exposition au benzo[a]pyrène ainsi que chez des 

descendants F2 Fundulus heteroclitus issus d’exposition aux PCB (Matta et al., 2001; Corrales 

et al., 2014a).  

 

3.2.2 Métamorphose  

Seuls les individus F2 issus de l’exposition au benzo[a]pyrène montrent un retard de l’âge à 

la métamorphose (Partie 2.2.1.2 et Figure 4.42). Cet effet sur le développement des 

amphibiens a été montré en exposition directe au benzo[a]pyrène et au triclosan (Sadinski et 

al., 1995; Marlatt et al., 2013; Regnault, Usal et al., 2018). L’effet transgénérationnel ainsi 

observé chez les xénopes F2 peut s’expliquer par le statut énergétique perturbé des femelles 

F0 et F1 qui impacte la qualité des œufs et la croissance de leurs descendants (Brooks et al., 

1997). Ainsi, le retard de l’âge à la métamorphose des individus F2.BaP peut se justifier par 

une diminution de l’énergie allouée pour le développement des embryons (sous forme de 

vitellus) par les femelles F1 (Dawson, 1998). L’impact du triclosan sur le stade 

métamorphique n’est cependant pas clair et semble varier suivant le modèle biologique et le 

temps d’exposition. En effet, une étude a attesté qu’après exposition du stade têtard au 

stade métamorphique et à des concentrations allant de 0,87 à 87 µg/L, la métamorphose 
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d’individus Pelophylax nigromaculatus a été plus précoce (Chen et al., 2018) tandis que Fort 

et al. (2011) ont démontré que le triclosan n’impactait pas l’âge à la métamorphose 

d’individus Xenopus laevis exposés à des concentrations allant de 0,8 à 50 µg/L durant 32 

jours. En ce qui concerne les individus F2.TCS et F2.Mix, aucun impact sur le déroulement de 

la métamorphose n’a été observé (Parties 2.2.2.2 et 2.2.3.2). Malgré l’absence d’impact 

significatif sur l’âge à la métamorphose des individus F2.TCS, une augmentation de leur taille 

et de leur masse à ce stade est observée (Partie 2.2.2.2 et Figure 4.42). Dans la littérature, 

une exposition directe au triclosan a diminué la taille d’individus zebrafish (Stenzel et al., 

2019). Ces études sont en contradiction avec les études de Marlatt et al. (2013) et Chen et 

al. (2018) qui ont montré qu’une exposition directe au triclosan (de 0 à 40 µg/L) n’impacte ni 

la taille ni la masse des amphibiens. D’autres études ont démontré qu’une exposition au 

triclosan provoque une augmentation de la taille d’individus Xenopus laevis (Fort et al., 

2011).  

 

3.2.3 Maturité sexuelle  

Bien qu’aucun effet transgénérationnel sur la maturité sexuelle des individus F2 n’ait été 

montré avec le mélange des deux perturbateurs endocriniens (Partie 2.2.3.3), l’exposition de 

la génération F0 au benzo[a]pyrène et au triclosan seuls semble impacter le développement 

des caractères sexuels de la génération F2 (Parties 2.2.1.3 et 2.2.2.3 et Figure 4.42). Tout 

d’abord, les femelles et les mâles F2 issus d’exposition au benzo[a]pyrène ont montré un 

retard de l’âge à la maturité sexuelle (Figure 4.42). Cet effet est associé à une augmentation 

du nombre d’individus indéterminés chez la population F2 (Partie 2.2.1.3 et Figure 4.42). Ces 

désordres pourraient être liés à une perturbation du système reproducteur des descendants 

issus d’exposition au benzo[a]pyrène. Par exemple, une sous-transcription du gène dio1, 

codant l’hormone thyroïdienne déiodinase qui joue un rôle fondamental dans le 

développement et le fonctionnement testiculaire (Maran, 2003; Wagner et al., 2008; Flood 

et al., 2013), pourrait être à l’origine des perturbations (exposition au perchlorate de 

potassium, Xenopus tropicalis, Campbell et al., 2018). Une autre origine potentielle serait le 

sous-développement des gonades. Par exemple, chez des rats, une exposition parentale au 

triclosan a provoqué un retard du développement des organes de reproduction des 
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descendants F1 exposés durant la période néonatale et fœtale, retard dû à 

l’hypothyroïdisme maternelle (Machado et al., 2019). Concernant le triclosan, un 

déséquilibre non significatif du sexe-ratio est observé au sein de la population F2.TCS à cause 

d’un nombre de femelle supérieur au nombre de mâles (Partie 2.2.2.3 et Figure 4.42). Dans 

la littérature, lors d’expositions directes au triclosan à concentrations environnementales et 

non environnementales, ce perturbateur endocrinien a entrainé un déséquil ibre du sexe-

ratio au profit des mâles (Chen et al., 2018; Stenzel et al., 2019). Des effets multi- et trans-

générationnels de perturbateurs endocriniens sur le sexe-ratio ont été décrits chez la souris 

lors d’exposition aux phtalates (Brehm et al., 2018) mais aucune étude ne rapporte de tels 

effets pour les perturbateurs endocriniens étudiés dans ce travail. Une diminution de la 

testostérone plasmatique (corrélée négativement avec une exposition à l’atrazine et 

observée après exposition à l’éthinylestradiol) ou une augmentation de l’œstrogène 17β-

œstradiol plasmatique (observée après exposition au tamoxifène) pourraient expliquer cette 

distorsion du sexe-ratio chez la population F2.TCS (Urbatzka et al., 2007; McDaniel et al., 

2008) (Figure 1.14). 

 

3.2.4 Croissance post-métamorphique  

Une corrélation positive existe entre le temps de développement larvaire et la masse à la 

métamorphose (effet pouvant se prolonger au stade adulte) (Breden and Kelly, 1982; 

Marlatt et al., 2013). Étonnamment, les individus F2.TCS et F2.Mix qui montrent une légère 

accélération du temps nécessaire à la métamorphose ne présentent pas de diminution de 

leur masse ou de leur taille à ce stade comparativement aux individus F2.Témoin (Parties 

2.2.2.2 et 2.2.3.2); résultat qui perdure au stade adulte (Parties 2.2.2.4 et 2.2.3.4). En effet, 

au stade adulte, les individus F2 mâles issus d’exposition au triclosan montrent une 

augmentation de leur masse tandis que les individus femelles issus du mélange 

benzo[a]pyrène/triclosan présentent une augmentation de leur taille (Figure 4.42). Aucune 

étude ne s’est intéressée à l’impact transgénérationnel de polluants sur la croissance des 

amphibiens à l’âge adulte.  
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Figure 4.42 : Effets transgénérationnels du benzo[a]pyrène, du triclosan et du mélange benzo[a]pyrène/triclosan sur le 

développement des individus F2 X. tropicalis.  
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1. Introduction  

L’étude transgénérationnelle des effets du benzo[a]pyrène et du triclosan sur le 

métabolisme énergétique est effectuée sur les femelles de la génération F2 non exposées. 

Cette étude permet de révéler si les perturbations des voies métaboliques mises en évidence 

chez les générations précédentes, exposées (F0) et indirectement exposées (F1), sont 

également observées chez une génération (F2) n’ayant jamais été en contact avec ces 

perturbateurs endocriniens (Figure 1.21).  

Les paramètres étudiés sur le métabolisme des individus F2 sont présentés dans la figure 5.1 

tandis que ceux étudiés sur leur reproduction sont résumés dans la figure 5.2.  

 

 

Figure 5.1 : Paramètres étudiés sur le métabolisme des femelles de la génération F2. 
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Figure 5.2 : Paramètres étudiés sur la reproduction de la génération F2. 

 

2. Résultats  

Au cours de ce chapitre, les individus de la génération F2 non exposés et issus de l’exposition 

des grands-parents (F0) au benzo[a]pyrène, au triclosan et au mélange 

benzo[a]pyrène/triclosan sont notés F2.BaP, F2.TCS et F2.Mix respectivement, tandis que les 

individus F2 issus d’individus témoins sont notés F2.Témoin.  

 

2.1 Effets transgénérationnels sur le métabolisme énergétique des 

femelles F2 

2.1.1 Effets du benzo[a]pyrène 

2.1.1.1 Dosages plasmatiques à jeun 

Une augmentation significative de la glycémie basale à jeun est observée chez les femelles 

F2.BaP (1,3 fois) par rapport aux femelles F2.Témoin (Figure 5.3A). Cependant, l’exposition 

des grands-parents (F0) au benzo[a]pyrène n’influence pas la concentration en insuline 

plasmatique à jeun des femelles F2 (Figure 5.3B). Aucune différence de la concentration en 

cholestérol plasmatique à jeun n’est observée entre les femelles F2.Témoin et F2.BaP (Figure 

5.3C). Enfin, une augmentation non significative de la concentration en triglycérides 

plasmatiques à jeun (1,5 fois) est constatée pour les femelles F2.BaP (Figure 5.3D).  
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Figure 5.3 : Dosages plasmatiques relatifs mesurés à jeun chez les femelles F2.Témoin et 

F2.BaP. (A) Glycémie basale relative (n Témoin = 36, n BaP = 22). Concentrations plasmatiques 

relatives (B) de l’insuline (n Témoin/BaP = 10), (C) du cholestérol (n Témoin/BaP = 10) et (D) des 

triglycérides (n Témoin/BaP = 10). L’astérisque indique une différence significative par rapport à 

la population F2.Témoin : * p < 0,05. 

 

2.1.1.2 Tolérance au glucose 

Après injection de glucose, la glycémie maximale atteinte à 2 heures post-injection n’est pas 

statistiquement différente entre les femelles F2.Témoin et F2.BaP (155 mg/dL et 168 mg/dL, 

respectivement). Néanmoins, le retour à une glycémie basale prend plus de temps pour les 

femelles F2.BaP comparativement aux témoins avec des concentrations en glucose 

significativement plus élevées à 5, 6 et 7h post-injection (Figure 5.4).  
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Figure 5.4 : Tolérance au glucose des femelles F2.Témoin et F2.BaP. Les astérisques 

indiquent une différence significative par rapport à la population F2.Témoin : * p < 0,05 ; ** 

p < 0,01 (n Témoin = 21, n BaP = 12). 

 

2.1.1.3 Tolérance à l’insuline 

Après injection d’insuline, les femelles F2.Témoin et F2.BaP voient leur glycémie diminuer au 

cours du temps témoignant d’une sensibilité à l’insuline. Cette diminution est 

significativement plus importante après 3h post-injection pour les femelles F2.BaP 

comparativement aux témoins (10,78 mg/dL et 18,98 mg/dL, respectivement)  (Figure 5.5).  

 

Figure 5.5 : Tolérance à l’insuline des femelles F2.Témoin et F2.BaP. L’astérisque indique 

une différence significative par rapport à la population F2.Témoin : * p < 0,05 (n Témoin = 10, n 

BaP = 8). 
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2.1.1.4 Activation du système de régulation de la glycémie 

Les individus F2.BaP étant intolérants au glucose mais sensibles à l’insuline, nous avons 

cherché à savoir s’ils présentaient un défaut de sécrétion d’insuline après injection de 

glucose qui pourrait expliquer ce phénotype. À 30 min post-injection de glucose, 

contrairement à l’état basal, la concentration en insuline plasmatique des femelles F2.BaP 

est deux fois plus faible que celle des femelles F2.Témoin (Figure 5.6A). Parallèlement, 

aucune différence de la concentration en cholestérol plasmatique n’est remarquée entre les 

deux groupes (Figure 5.6B) alors qu’une augmentation non significative de la concentration 

en triglycérides plasmatiques est constatée pour les femelles F2.BaP (1,6 fois) par rapport 

aux femelles F2.Témoin (Figure 5.6C).  

             

 

Figure 5.6 : Dosages plasmatiques 30 min post-injection de glucose des femelles F2.Témoin 

et F2.BaP. (A) Concentration de l’insuline, (B) du cholestérol et (C) des triglycérides 

plasmatiques. Les astérisques indiquent une différence significative avec les individus du 

groupe F2.Témoin : ** p < 0,01 (n Témoin/BaP = 6). 
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2.1.1.5 Traits anatomiques  

Les rapports adipeux-somatique et hépato-somatique sont significativement plus élevés 

pour les femelles F2.BaP comparativement aux femelles F2.Témoin (1,8 fois et 1,2 fois, 

respectivement) (Figure 5.7A-C). Au contraire, le rapport gonado-somatique est 

significativement plus faible chez les femelles F2.BaP comparativement aux femelles 

F2.Témoin (0,75 fois) (Figure 5.7B). Aucune différence de la masse relative du pancréas n’est 

observée entre les femelles F2.Témoin et F2.BaP (Figure 5.7D).  

 

       

     

Figure 5.7 : Effets du benzo[a]pyrène sur la physiologie générale des femelles F2.BaP. (A) 

Rapport adipeux-somatique relatif (n Témoin/BaP = 16). (B) Rapport gonado-somatique relatif (n 

Témoin/BaP = 16). (C) Rapport hépato-somatique relatif (n Témoin/BaP = 16). (D) Rapport pancréato-

somatique (n Témoin = 10, n BaP = 9). L’astérisque indique une différence significative par 

rapport à la population F2.Témoin : * p < 0,05. 
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2.1.1.6 Métabolisme hépatique 

2.1.1.6.1 Organisation tissulaire 

Le foie des femelles F2.BaP présente une vasodilatation des vaisseaux sanguins (Figure 5.8C), 

des infiltrats inflammatoires (Figure 5.8D) et une désorganisation du tissu hépatique (Figure 

5.8E), phénotypes non observés chez les femelles F2.Témoin (Figure 5.8A-B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5.8 : Organisation du tissu hépatique des femelles F2.Témoin et F2.BaP coloré à 

l’hématoxyline et à l’érythrosine. Coupe de foie des femelles F2.Témoin (A) et (B). Coupe de 

foie des femelles F2.BaP (C), (D) et (E). L’astérisque indique un infiltrat inflammatoire et la 

flèche indique un vaisseau sanguin dilaté. (n Témoin/BaP = 10). 

 

 

B

100 µm 

50 µm 

50 µm 

C 

D 

E 

* 

50 µm 

100 µm 

A 

D 



Chapitre V : Effets transgénérationnels sur le métabolisme et la reproduction 

252 

 

2.1.1.6.2 Quantification des lipides et du glycogène 

Aucune différence statistique concernant la quantité de lipides hépatiques n’est constatée 

entre les femelles F2.Témoin et F2.BaP (Figure 5.9). 

                                                                                           

Figure 5.9 : Contenu en lipides hépatiques des femelles F2.Témoin et F2.BaP. (A) Coloration 

à l’huile rouge correspondant aux lipides. La barre d’échelle correspond à 150 µm. (B) 

Surface relative d’huile rouge. (n Témoin/BaP = 16). 

 

 

Une diminution significative de la quantité de glycogène hépatique est observée pour les 

femelles F2.BaP comparativement aux femelles F2.Témoin (0,85 fois) (Figure 5.10). 
 

                                                                                          

Figure 5.10 : Contenu en glycogène hépatique des femelles F2.Témoin et F2.BaP. (A) 

Coloration à l’acide périodique de Schiff. La barre d’échelle correspond à 150 µm.  (B) 

Quantité relative du glycogène hépatique. L’astérisque indique une différence significative 

par rapport aux individus du groupe F2.Témoin : * p < 0,05 (n Témoin/BaP = 15). 
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2.1.1.6.3 Analyse transcriptomique 

Le nombre de gènes différentiellement transcrits chez les femelles F2.BaP comparativement 

aux femelles F2.Témoin est de 202 dont 114 annotés, ce qui représente 0,77% des gènes 

détectés. Parmi les gènes annotés, 47% sont trouvés sur-transcrits contre 53% sous-

transcrits. La liste de l’ensemble des gènes différentiellement transcrits est donnée en 

annexe VI.  

D’après l’analyse d’enrichissement des voies associées au KEGG réalisée à partir des gènes 

différentiellement transcrits chez les femelles F2.BaP, les voies « métabolisme des 

xénobiotiques par les cytochromes P450 » (enrichissement de 12,8 avec 3 gènes), 

«cancérogénèse chimique» (enrichissement de 12,8 avec 3 gènes), « métabolisme du 

rétinol » (enrichissement de 10,3 avec 3 gènes), « voie de signalement des TNF» 

(enrichissement de 8,2 avec 6 gènes), « voie de signalement des récepteurs toll-like» 

(enrichissement de 6,3 avec 4 gènes) et « métabolisme du carbone » (enrichissement de 5 

avec 5 gènes) sont des voies significativement enrichies (Figure 5.11). 

 

 

Figure 5.11 : Voies issues du KEGG significativement enrichies parmi les gènes hépatiques 

significativement différentiellement transcrits chez les femelles F2.BaP par rapport aux 

femelles F2.Témoin. L’échelle de couleur indique la valeur de la p-valeur obtenue par un test 

de Fisher : significativité lorsque la p-valeur < 0,05. Les bulles correspondent au nombre de 

gènes participant aux différentes voies biologiques (n Témoin/BaP = 5). 
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Dans cette partie, nous nous intéresserons exclusivement aux voies GO « Biological 

Pathways » d’intérêts et se déroulant dans le tissu hépatique. L’analyse des voies associées 

aux termes GO « Biological Pathways » réalisée à partir des gènes différentiellement 

transcrits chez les femelles F2.BaP indique un enrichissement des voies liées au métabolisme 

telles que « hydroxylation des lipides » (enrichissement de 58,5 avec 2 gènes), « processus 

métabolique des stéroïdes » (enrichissement de 19,5 avec 3 gènes), « génération de 

metabolites précurseurs et d’énergie » (enrichissement de 10,3 avec 3 gènes) et « processus 

métabolique du cholestérol » (enrichissement de 9 avec 3 gènes) (Figure 5.12). De plus, le 

système immunitaire semble également impacté par l’exposition des grands-parents au 

benzo[a]pyrène par l’enrichissement des voies « réponse aux cytokines » (enrichissement de 

14,6 avec 4 gènes) et « réponse aux lipopolysaccharides » (enrichissement de 7,3 avec 5 

gènes) (Figure 5.12). Plusieurs voies impliquées dans les processus de mort cellulaire 

apparaissent enrichies telles que les voies « régulation de la mort cellulaire » 

(enrichissement de 43,9 avec 3 gènes) et « régulation négative des processus apoptotiques » 

(enrichissement de 2,8 avec 7 gènes) (Figure 5.12). Enfin, l’étude transcriptomique révèle 

que les voies « régulation positive de la différenciation cellulaire » (enrichissement de 16,1 

avec 4 gènes), « vieillissement » (enrichissement de 5,6 avec 5 gènes), « régulation du cycle 

cellulaire » (enrichissement de 5,1 avec 4 gènes), « angiogénèse » (enrichissement de 4,1 

avec 5 gènes), liées à la prolifération et au cycle cellulaire, sont également enrichies chez les 

femelles F2.BaP (Figure 5.12). 
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Figure 5.12 : Voies issues des GO Term « Biological Pathway » significativement enrichies parmi les gènes hépatiques 

significativement différentiellement transcrits chez les femelles F2.BaP par rapport aux femelles F2.Témoin. L’échelle de 

couleur indique la valeur de la p-valeur obtenue par un test de Fisher : significativité lorsque la p-valeur < 0,05. Les bulles 

correspondent au nombre de gènes participant aux différentes voies biologiques. (n Témoin/BaP = 5). 
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Plusieurs gènes impliqués dans les métabolismes lipidique et glucidique apparaissent 

différentiellement transcrits chez les femelles F2.BaP par rapport aux femelles F2.Témoin 

(Figure 5.13). La transcription différentielle des gènes insulin induced gene 1 (insig1) (x -

0,30), Ccaat/Enhancer binding protein alpha (cebpa) (x -0,41), cytochrome P450 family 3 

subfamily A member 5 (cyp3a5) (x 2,12), cytochrome P450 family 3 subfamily A member 4  

(cyp3a4) (x -0,41) et lipe (x 2,15) témoigne de processus métaboliques associés au 

cholestérol et aux triglycérides. En parallèle, les mécanismes cellulaires régulés par l’insuline 

sont impactés par l’exposition des grands-parents au benzo[a]pyrène avec une transcription 

différentielle des gènes suivants : nr4a1 (x -0,14), nr4a2 (x -0,19), insig1 (x -0,30), cebpa (x -

0,41), glucan (1,4-alpha-) branching enzyme 1 (gbe1) (x -0,52), growth factor receptor bound 

protein 10 (grb10) (x 2,22) et igfbp1 (x 5,66) (Mori et al., 2005; Pei et al., 2006; Major et al., 

2010; Boden et al., 2013; Kashyap, 2015). De plus, la diminution du glycogène hépatique 

observée chez les femelles F2.BaP (Partie 2.1.1.6.2) est corroborée par la sous-transcription 

de gènes impliqués dans la production de glucose et son stockage sous forme de glycogène 

chez les femelles F2.BaP par rapport aux femelles F2.Témoin. En effet, le gène gbe1, 

nécessaire à l’accumulation du glycogène dans des conditions physiologiques normales, 

apparait sous-transcrit chez les femelles F2.BaP (x -0,52) ainsi que les gènes nr4a1 et nr4a2 

(x -0,14 et -0,19, respectivement) impliqués dans la production de glucose (néoglucogenèse) 

(Pei et al., 2006; Pearen and Muscat, 2010) (Figure 1.17). 

Une cohorte de gènes différentiellement transcrits chez les femelles F2.BaP est impliquée 

dans la réponse immunitaire et plus précisemment dans la réponse inflammatoire avec la 

sur-transcription des gènes matrix metallopeptidase 14 (mmp14) (x 1,83), mitogen-activated 

protein kinase kinase kinase 8 (map3k8) (x 2,90), TNF receptor associated factor 3 (traf3) (x 

2,94), ficolin1 (fcn1) (x 3,36), C-reactive protein pentraxin-related (crp) (x 4,26), FERM 

domain containing 8  (frmd8) (x 4,43) (LeVan et al., 1998; He et al., 2004; Zhang et al., 2010; 

Gaudet et al., 2011; Künzel et al., 2018) (Figure 5.13). 

Des gènes impliqués dans la cohésion et l’adhésion cellulaire apparaissent sur-transcrits 

pour l’un (emilin1, x 2,22) et sous-transcrits pour d’autres (opioid binding protein/cell 

adhesion molecule-like (opcml), x -0,17 et cldn15.1, x -0,27) démontrant un effet 

transgénérationnel potentiel du benzo[a]pyrène sur l’organisation du tissu hépatique  

(Doliana et al., 1999; Van Itallie et al., 2003; Kim et al., 2012a) (Figure 5.13).  
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Au vu des résultats transcriptomiques, il semblerait que les gènes montrent des effets anti-

apoptoses chez les femelles F2.BaP (Figure 5.13). En effet, le phénomène pro-apoptotique 

semble plus faible comme l’atteste la sous-transcription de gènes associés à la voie de 

l’apoptose tels que cysteine rich angiogenic inducer 61 (cyr61) (x -0,23), dual specificity 

phosphatase 1 (dusp1) (x -0,24), ctsh (x -0,28), siah E3 ubiquitin protein ligase 2 (siah2) (x -

0,46) et polo-like kinase 2 (plk2) (x -0,50) et la sur-transcription de gènes associés à un 

phénomène anti-apoptotique (PCI domain containing 2 (pcid2), x 1,92 ; regucalcin (rgn), x 

2,44 et clu, x 3,2) (Nakaya et al., 2010; Christian et al., 2011; Gaudet et al., 2011; Kögel et al., 

2012). Bien qu’aucune atteinte hépatique de type carcinome n’ait été observée chez les 

femelles F2.BaP, plusieurs gènes impliqués dans la régulation de cette voie ont été retrouvés 

différentiellement transcrits dans notre jeu de données (Figure 5.13). Plusieurs de ces gènes 

vont dans le sens de phénomènes prolifératifs (mmp14, x 1,83 ; phosphoglycerate 

dehydrogenase (phgdh), x 2,78 et map3k8, x 2,90) alors que d’autres ont été montrés sous-

transcrits dans les tissus cancéreux (cyr61, x -0,23 ; dusp1, x -0,24 ; sphingomyelin 

phosphodiesterase 3 (smpd3), x -0,34 ; mamdc2, x -0,41 ; cebpa, x -0,41 et plk2, x -0,50) 

(Feng et al., 2008; Pellegrino et al., 2010; Shpyleva et al., 2011; Revill et al., 2013; Hao et al., 

2015; Chen et al., 2016; Meng et al., 2016; Minner et al., 2019) (Figure 5.13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Chapitre V : Effets transgénérationnels sur le métabolisme et la reproduction 

258 

 

4 5 6 7 8

fos 6

opcml 7

egr1 4

jun 4 5 6 8

cyr61 4 5 8

dusp1 4 8

cldn15.1 7

ctsh 4

parp9

smpd3 8

ngfr 4

jund 4 5 6

inhba 4

junb 4 5

cebpa 8

siah2 4

mamdc2 8

plk2 4 8

mmp14 8

pcid2 4

c3orf38 4

emilin1 7

rgn 4 6

phgdh

map3k8 8

clu 4

igfbp1 6

-3 30

Ratio de transcription (Log2 fold change)

1. Voie de signalement des TNF

2. Réponse aux cytokines

3. Système immunitaire

4. Régulation de la mort cellulaire

5. Régulation positive de la différenciation cellulaire

6. Aging (Perte et détérioration dans le temps)

7. Adhésion cellulaire

8. Cancérogénèse

9. Réponse aux lipopolysaccharides

10. Processus métabolique du cholestérol

11. Hydroxylation des lipides

12. NAFLD/NASH/Désordres métaboliques

9 10 11 12

fos 9

nr4a1 12

rgs4 12

nr4a2 12

egr1 12

jun 9

insig1 10

ngfr 9

jund 9

junb 9

cebpa 10

cyp3a4 11

gbe1 12

mmp14 12

cyp3a5 11

lipe 10

grb10 12

pklr 12

map3k8 12

traf3

fcn1 12

b3gat1 12

igfbp1 12

A. Immunité

B. Organisation tissulaire

C. Métabolisme

1 2 3

fos 1 2 3

egr1 3

jun 1 2 3

jund 2 3

junb 1 2 3

psmb8 3

cebpa 3

mmp14 1

pcid2 3

map3k8 1

traf3 1 3

fcn1 3

crp 3

frmd8 3

 

 

Figure 5.13 : Représentation des gènes hépatiques significativement différentiellement 

transcrits chez les femelles F2.BaP par rapport aux femelles F2.Témoin. L’échelle de 

couleur indique les ratios de transcription relatifs aux témoins. Les boites noires indiquent 

les voies dans lesquelles les gènes différentiellement transcrits apparaissent. Les voies 

colorées en noir ont été regroupées suivant la description des GO Term, KEGG et Biological 

Pathways (BP). Les voies colorées en bleu correspondent à des gènes identifiés dans ces 

voies par une étude bibliographique. (n Témoin/BaP = 5). 
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2.1.1.7 Quantification du glycogène musculaire 

Une diminution significative de la quantité du glycogène musculaire est remarquée pour les 

femelles F2.BaP (0,7 fois) par rapport aux femelles F2.Témoin (Figure 5.14).  

 

                                                                                         

Figure 5.14 : Contenu en glycogène musculaire des femelles F2.Témoin et F2.BaP. (A) 

Coloration à l’acide périodique de Schiff. La barre d’échelle correspond à 150 µm.  (B) 

Quantité relative du glycogène musculaire. L’astérisque indique une différence significative 

avec les individus du groupe F2.Témoin : * p < 0,05  (n Témoin = 16, n BaP = 13). 

 

2.1.2 Effets du triclosan  

2.1.2.1 Dosages plasmatiques à jeun 

À jeun, aucune différence de la glycémie basale et de la concentration en insuline n’est 

remarquée entre les femelles F2.Témoin et F2.TCS (Figure 5.15A-B). Les concentrations en 

cholestérol et en triglycérides plasmatiques à jeun sont significativement plus élevées chez 

les femelles F2.TCS (1,5 fois et 1,65 fois, respectivement) comparées aux femelles F2.Témoin 

(Figure 5.15C-D).  
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Figure 5.15 : Dosages plasmatiques relatifs mesurés à jeun chez les femelles F2.Témoin et 

F2.TCS. (A) Glycémie basale relative (n Témoin = 36, n TCS = 21). Concentrations plasmatiques 

relatives (B) de l’insuline (n Témoin = 10, n TCS = 12), (C) du cholestérol (n Témoin = 10, n TCS = 12) 

et (D) des triglycérides (n Témoin = 10, n TCS = 12). Les astérisques indiquent une différence 

significative avec les individus du groupe F1.Témoin : ** p < 0,01. 

 

2.1.2.2 Tolérance au glucose 

Une et deux heures après injection de glucose, la glycémie atteinte semble plus importante 

chez les femelles F2.TCS (135 mg/dL et 170 mg/dL, respectivement) que chez les femelles 

F2.Témoin (125 mg/dL et 155 mg/dL, respectivement). Ensuite, à partir de 3h post-injection, 

les deux courbes s’inversent et la glycémie des femelles F2.TCS apparait plus faible que celle 

du groupe témoin. À 7h post-injection, les femelles F2.TCS ont une glycémie 

significativement plus faible équivalente à 80 mg/dL contre une glycémie de 115 mg/dL pour 

les femelles F2.Témoin (Figure 5.16).  
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Figure 5.16 : Tolérance au glucose des femelles F2.Témoin et F2.TCS. L’astérisque indique 

une différence significative par rapport à la population F2.Témoin : * p < 0,05  (n Témoin = 21, n 

TCS = 12). 

 

2.1.2.3 Traits anatomiques  

Aucune différence n’est constatée entre les femelles F2.Témoin et F2.TCS concernant la 

masse relative des corps jaunes, du pancréas et du foie (Figure 5.17A-C-D). En revanche, une 

augmentation non significative de la masse relative des ovocytes est constatée chez les 

femelles F2.TCS (1,25 fois) (Figure 5.17B). 
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Figure 5.17 : Effets du triclosan sur la physiologie générale des femelles F2.TCS. (A) Rapport 

graisseux relatif (n Témoin = 16, n TCS = 18). (B) Rapport gonado-somatique relatif (n Témoin = 16, 

n TCS = 18). (C) Rapport hépato-somatique relatif (n Témoin = 16, n TCS = 18). (D) Rapport 

pancréato-somatique relatif (n Témoin = 10, n TCS = 12).  

 

2.1.2.4 Métabolisme hépatique 

2.1.2.4.1 Organisation tissulaire 

Le foie des femelles F2.TCS présente des vaisseaux sanguins dilatés (Figure 5.18C) et 

quelques infiltrats inflammatoires (Figure 5.18D) mais conserve une bonne organisation 

tissulaire (Figure 5.18E), comparativement aux femelles F2.Témoin (Figure 5.18A-B). 
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Figure 5.18 : Organisation du tissu hépatique des femelles F2.Témoin et F2.TCS coloré à 

l’hématoxyline et à l’érythrosine. Coupe de foie des femelles F2.Témoin (A) et (B). Coupe de 

foie des femelles F2.TCS (C), (D) et (E). L’astérisque indique un infiltrat inflammatoire et la 

flèche indique un vaisseau sanguin dilaté. (n Témoin = 10, n TCS = 12). 

 

2.1.2.4.2 Quantification des lipides et du glycogène  

L’exposition des grands-parents au triclosan n’influence pas la quantité de lipides hépatiques 

de leurs descendants femelles (Figure 5.19). 
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Figure 5.19 : Contenu en lipides hépatiques des femelles F2.Témoin et F2.TCS. (A) 

Coloration à l’huile rouge correspondant aux lipides. La barre d’échelle correspond à 150 

µm. (B) Surface relative d’huile rouge. (n Témoin = 16, n TCS = 10). 

 

 

Aucune différence de la quantité de glycogène hépatique n’est mise en évidence entre les 

femelles F2.Témoin et F2.TCS (Figure 5.20). 

                                                                                                       

Figure 5.20 : Contenu en glycogène hépatique des femelles F2.Témoin et F2.TCS. (A) 

Coloration à l’acide périodique de Schiff. La barre d’échelle correspond à 150 µm. (B) 

Quantité relative du glycogène hépatique. (n Témoin = 15, n TCS = 9). 
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2.1.2.4.3 Analyse transcriptomique 

Le nombre de gènes différentiellement transcrits chez les femelles F2.TCS par rapport aux 

femelles F2.Témoin représente 710 gènes dont 449 sont annotés. Ce nombre correspond à 

2,68% des gènes détectés. Une majorité des gènes différentiellement transcrits chez ces 

femelles F2.TCS se trouvent sur-transcrits soit environ 70%. La liste de l’ensemble des gènes 

différentiellement transcrits est disponible en annexe VII.  

 

D’après l’analyse d’enrichissement des voies associées au KEGG réalisée à partir des gènes 

différentiellement transcrits, les voies « métabolisme des xénobiotiques par les cytochromes 

P450 » (enrichissement de 5,5 avec 4 gènes) et « biosynthèse des antibiotiques » 

(enrichissement de 2 avec 12 gènes) apparaissent enrichies (Figure 5.21). 

 

 

Figure 5.21 : Voies issues du KEGG significativement enrichies parmi les gènes hépatiques 

significativement différentiellement transcrits chez les femelles F2.TCS par rapport aux 

femelles F2.Témoin. L’échelle de couleur indique la valeur de la p-valeur obtenue par un test 

de Fisher : significativité lorsque la p-valeur < 0,05. Les bulles correspondent au nombre de 

gènes participant aux différentes voies biologiques (n Témoin/TCS = 5). 
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Au vu du nombre de gènes différentiellement transcrits chez les femelles F2.TCS, seules les 

voies en lien avec le métabolisme, le système immunitaire et les processus cellulaires 

associés à la prolifération et à la mort cellulaire sont considérées dans cette partie. L’analyse 

d’enrichissement des voies associées aux termes GO « Biological Pathway » réalisée à partir 

des gènes différentiellement transcrits indique un lien entre l’exposition des grands-parents 

au triclosan et des perturbations du métabolisme du cholestérol avec l’enrichissement des 

voies « processus métabolique des stéroïdes » (enrichissement de 6,5 avec 4 gènes) et 

« processus biosynthétique du cholestérol » (enrichissement de 6,3 avec 6 gènes) (Figure 

5.22). Les voies de régulation par l’insuline et le métabolisme glucidique semblent 

également impactées chez les femelles F2.TCS comme l’atteste l’enrichissement des voies 

« transport du glycérol » (enrichissement de 8,8 avec 3 gènes), « régulation du signalement 

du récepteur à l’insuline » (enrichissement de 14,7 avec 3 gènes), « voie de signalement du 

récepteur du facteur de croissance comme l’insuline » (enrichissement de 9 avec 4 gènes) et 

« réponse à l’insuline » (enrichissement de 5,7 avec 8 gènes) (Figure 5.22). De plus, une voie 

impliquée dans le stress oxydant (« processus métabolique des espèces réactives de 

l’oxygène » (enrichissement de 8,9 avec 7 gènes) ainsi que des voies impliquées dans le cycle 

cellulaire (« régulation positive de la différenciation cellulaire » (enrichissement de 5,1 avec 

5 gènes), « arrêt du cycle cellulaire » (enrichissement de 2,7 avec 9 gènes) apparaissent 

enrichies chez les femelles F2.TCS (Figure 5.22). Enfin, les voies « voie de signalement Wnt, 

voie modulant le calcium (enrichissement de 4,4 avec 5 gènes) et « processus apoptotique » 

(enrichissement de 1,7 avec 21 gènes), impliquées dans la prolifération et l’apoptose, 

apparaissent enrichies chez ces femelles (Figure 5.22).  
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Figure 5.22 : Voies issues des GO Term « Biological Pathway » significativement enrichies parmi les gènes hépatiques 

significativement différentiellement transcrits chez les femelles F2.TCS par rapport aux femelles F2.Témoin. L’échelle de couleur 

indique la valeur de la p-valeur obtenue par un test de Fisher : significativité lorsque la p-valeur < 0,05. Les bulles correspondent au 

nombre de gènes participant aux différentes voies biologiques. (n Témoin/TCS = 5). 
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Les voies associées au métabolisme des acides gras semblent influencées par l’exposition 

des grands-parents au triclosan comme le montre la transcription différentielle des gènes 

cytochrome P450 family 2 subfamily D member 6 (cyp2d6) (x -0,27), ELOVL fatty acid 

elongase 1 (elovl1) (x -0,40), acyl-CoA thioesterase 11 (acot11) (x 2,20), cyp3a5 (x 3) et lipe (x 

11) (Adams et al., 2001; Lee et al., 2003b; Ofman et al., 2010; Wu et al., 2017a) (Figure 5.23). 

La synthèse du cholestérol et son stockage semblent être également favorisés chez les 

femelles F2.TCS comparativement aux femelles F2.Témoin confirmant ainsi l’augmentation 

du cholestérol plasmatique à jeun (Partie 2.1.2.1 et Figure 5.23). En effet, une majorité de 

gènes impliqués dans les processus biosynthétiques du cholestérol apparait sur-transcrite 

(geranylgeranyl diphosphate synthase 1 (ggps1), x 2 ; hydroxysteroid (17-beta) 

dehydrogenase 7 (hsd17b7), x 2 ; dhcr24, x 2,1 ; hmgcs1, x 2,5 et msmo1, x 5,7) tandis que le 

gène tetratricopeptide repeat domain 39B (ttc39b) (x -0,50) qui régule négativement le 

stockage du cholestérol apparait sous-transcrit (Zerenturk et al., 2013; Simigdala et al., 2016; 

Quintana et al., 2017). Les gènes ATP binding cassette subfamily D member 1  (abcd1) (x -

0,40) et enoyl-CoA hydratase domain containing 2 (echdc2) (x -0,50) régulant la β-oxydation 

des acides gras apparaissent sous-transcrits et le gène Fas associated factor family member 2 

(faf2) (x 2) inhibant la dégradation des gouttelettes lipidiques apparait sur-transcrit (Gaudet 

et al., 2011; Morita et al., 2012; Olzmann et al., 2013) (Figure 5.23). Bien que l’exposition des 

grands-parents au triclosan n’affecte pas la concentration plasmatique en insuline à jeun 

(Partie 2.1.2.1), une majorité de gènes hépatiques répondant à l’insuline apparait 

différentiellement transcrite (igf1, x -0,18 ; catalase (cat), x -0,30 ; early growth response 1 

(egr1), x -0,35 ; serine/arginine-rich splicing factor 6 (srsf6), x 1,9 ; GRB10 interacting GYF 

protein 2 (gigyf2), x 1,9 ; sestrin 3 (sesn3), x 2,2 ; cryptochrome circadian regulator  2 (cry2), x 

2,25 ; growth factor receptor bound protein 10 (grb10), x 2,3 ; serine/arginine-rich splicing 

factor 4 (srsf4), x 2,4 ; O-linked N-acetylglucosamine (ogt), x 2,4 ; salt inducible kinase 2 

(sik2), x 2,5 et phospholipase C beta 1 (plcb1), x 9) (Yakar et al., 2001; Keeton et al., 2003; 

Mori et al., 2005; Yang et al., 2008; Higashi et al., 2010; Yang et al., 2013; Tao et al., 2015) 

(Figure 5.23). 

La voie « réponse inflammatoire » est particulièrement représentée au sein du 

transcriptome des femelles F2.TCS avec la transcription différentielle des gènes lymphoid 

enhancer binding factor 1 (lef1) (x -0,16), igf1 (x -0,20), FBJ murine osteosarcoma viral 
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oncogene homolog (fos) (x -0,20), jun B proto-oncogene (junb) (x -0,35), egr1 (x -0,35), socs3 

(x -0,40), abcd1 (x -0,40), gpnmb (x -0,45), signal peptide peptidase like 2A (sppl2a) (x -0,45), 

TNF receptor associated factor 4 (traf4) (x -0,45), ATP binding cassette subfamily F member 1 

(abcf1) (x 2), ankyrin repeat and KH domain containing 1 (ankhd1) (x 2,25), DNA damage 

inducible transcript 3 (ddit3) (x 2,25), mitogen-activated protein kinase binding protein 1 

(mapkbp1) (x 2,55), traf3 (x 3,50), crp (x 5,30), plcb1 (x 9) et recombination activating gene 1 

(rag1) (x 22) (LeVan et al., 1998; Richard et al., 1998; Nagaoka et al., 2000; Ponti et al., 2002; 

Kamura et al., 2004; Xie et al., 2005; Friedmann et al., 2006; Hossain et al., 2008; Bista et al., 

2010; Cullen et al., 2010; Gaudet et al., 2011; Wang et al., 2010; Zhang et al., 2010; Lecat et 

al., 2012; Xing et al., 2016) (Figure 5.23).  

Une majorité de gènes impliqués dans la cohésion et l’adhésion cellulaire apparait sous-

transcrite, ce qui pourrait indiquer une désorganisation du tissu hépatique (lef1, x -0,17 ; 

connective tissue growth factor (ctgf), x -0,27 ; cldn15, x -0,30 ; cadherin 10 (cdh10), x -0,50 ; 

pinin desmosome associated protein (pnn), x 2,4 ; myosin 10 (myo10), x 2,5 et par-3 family 

cell polarity regulator beta (pard3b), x 2,7) (Ouyang, 1996; Novak et al., 1998; Gaudet et al., 

2011; Günzel and Yu, 2013; Gul et al., 2017; Ear et al., 2019) (Figure 5.23).  

Une perturbation du fonctionnement hépatique semble être observée chez les femelles 

F2.TCS (Figure 5.23). La voie « arrêt du cycle cellulaire » est enrichie et mise en évidence par 

la transcription différentielle des gènes inhibin subunit beta A (inhba) (x -0,43), mitogen-

activated protein kinase kinase 6 (map2k6) (x -0,45), late endosomal/lysosomal adaptor, 

MAPK and MTOR activator 2 (lamtor2) (x -0,50), dhcr24 (x 2), protein kinase, AMP-activated, 

gamma 2 non-catalytic subunit (prkag1) (x 2,10), ddit3 (x 2,25), serine/threonine kinase 11 

(stk11) (x 2,25), transcription factor 7 like 2 (tcf7l2) (x 2,20) et growth arrest and dna-

damage-inducible alpha (gadd45a) (x 2,45) (Figure 5.23). L’exposition des grands-parents au 

triclosan impacterait également la voie de la régulation positive de la différenciation 

cellulaire puisque les gènes suivants sont différentiellement transcrits : cyr61 (x -0,17), ctgf 

(x -0,25), junb (x -0,35), socs3 (x -0,40) et protein phosphatase 1 regulatory subunit 13 like 

(ppp1r13l) (x 2,30). Enfin, les gènes cat (x -0,30), cyr61 (x -0,20), ctgf (x -0,30), nicotinamide 

nucleotide transhydrogenase (nnt) (x -0,35), glutaminase 2 (gls2) (x -0,40), BCL2/adenovirus 

E1B 19kDa interacting protein 3 (bnip3) (x -0,50), pdk4 (x -0,50) et phospholipase A2 receptor 

1 (pla2r1) (x 2,35), impliqués dans les processus métaboliques des espèces réactives de 

l’oxygène, apparaissent différentiellement transcrits chez les femelles F2.TCS (Figure 5.23).  
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D’après l’analyse transcriptomique, un phénomène pouvant favoriser la mort cellulaire est 

observé au sein du tissu hépatique (Figure 5.23). Au vu des fonctions et du ratio de 

transcription des gènes lef1 (x -0,15), cyr61 (x -0,17), igf1 (x -0,18), ctgf (x -0,25), ctsh (x -

0,30), nnt (x -0,35), anxa5 (x -0,50), TNF receptor associated factor 7 (traf7) (x 1,9), A-kinase 

anchoring protein 13 like (akap13) (x 2), dhcr24 (x 2,15), nuclear receptor coactivator 1 

(ncoa1) (x 2,4), ogt (x 2,4), gadd45a (x 2,45), RNA binding motif protein 25 (rbm25) (x 2,7), 

RNA binding motif protein 5 (rbm5) (x 2,75), eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 

2 (eef1a2) (x 3), membrane associated guanylate kinase WW and PDZ domain containing 3 

(magi3) (x 3,8), RING1 and YY1 binding protein (rybp) (x 4) et BCL2/adenovirus E1B 19kD 

interacting protein like (bnipl) (x 6), il semblerait que la mort cellulaire soit favorisée alors 

que la sous-transcription des gènes BCL2-like 13 (bcl2l13) (x -0,30), junb (x -0,35), inhba (x -

0,45), map2k6 (x -0,45), bnip3 (x -0,50) et mrps30 (x -0,50) témoignerait plutôt des effets 

inverses (Boyd et al., 1994; Takekawa and Saito, 1998; Carim et al., 1999; Kasof et al., 1999; 

Wu et al., 2000; Kataoka et al., 2001; Accorsi et al., 2002; Bruneel et al., 2005; Hilfiker-

Kleiner et al., 2005; Clément et al., 2006; Fushimi et al., 2008; Bellot et al., 2009; Burton and 

Gibson, 2009; Seder et al., 2009; Gandhirajan et al., 2010; Gaudet et al., 2011; Shin et al., 

2011; Jauhiainen et al., 2012; Ma et al., 2016). Bien qu’aucun désordre de type carcinome 

hépatique n’ait été observé chez les femelles F2.TCS, un ensemble de gènes impliqués dans 

la voie de cancérogenèse est observé au sein du transcriptome (Figure 5.23). L’analyse 

révèle un phénomène de régulation positive de la cancérogenèse attesté par une majorité 

de gènes différentiellement transcrits chez les femelles F2.TCS qui ont été montrés sur-

exprimés (akap13, x 2 ; v-ral simian leukemia viral oncogene homolog A (rala), x 2 ; ggps1, x 

2 ; chromodomain helicase DNA binding protein 1 (chd1), x 2 ; tcf7l2, x 2 ; ankhd1, x 2,25 ; 

ncoa1, x 2,4 ; integrin subunit alpha 2 (itga2), x 2,6 ; mitogen-activated protein kinase kinase 

kinase 2 (map3k2), x 3 ; MADS box transcription enhancer factor 2, polypeptide C (mef2c), x 3 

et plcb1, x 9) et sous-exprimés dans des tissus cancéreux (cyr61, x -0,17 ; gls2, x -0,40 ; 

aquaporin 9 (aqp9), x -0,40 ; socs3, x -0,40 ; pdk4, x -0,50) (Wang et al., 2005a; Bai et al., 

2007; Feng et al., 2008; Chen et al., 2009; Rajabi et al., 2012; Ezzeldin et al., 2014; Yu et al., 

2014; Molee et al., 2015; Chen et al., 2016; Luo et al., 2016; Zhang et al., 2016a; Ma et al., 

2017; Wang et al., 2018; Jiang et al., 2019; Wang et al., 2019; Yang et al., 2019; Yu et al., 

2019; Zhou et al., 2019).  
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Figure 5.23 : Représentation des gènes hépatiques significativement différentiellement 

transcrits chez les femelles F2.TCS par rapport aux femelles F2.Témoin. L’échelle de couleur 

indique les ratios de transcription relatifs aux témoins. Les boites noires indiquent les voies 

dans lesquelles les gènes différentiellement transcrits apparaissent. Les voies colorées en 

noir ont été regroupées suivant la description des GO Term, KEGG et Biological Pathways 

(BP). Les voies colorées en bleu correspondent à des gènes identifiés dans ces voies par une 

étude bibliographique. (n Témoin/TCS = 5). 
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2.1.2.5 Quantification du glycogène musculaire 

La quantité de glycogène musculaire est similaire quelle que soit l’exposition des grands-

parents (Figure 5.24).  

 

                                                                                                  

Figure 5.24 : Contenu en glycogène musculaire des femelles F2.Témoin et F2.TCS. (A) 

Coloration à l’acide périodique de Schiff. La barre d’échelle correspond à 150 µm. (B) 

Quantité relative du glycogène musculaire. (n Témoin = 16, n TCS = 10). 

 

2.1.3 Effets du mélange benzo[a]pyrène/triclosan  

2.1.3.1 Dosages plasmatiques à jeun  

La glycémie basale à jeun est significativement plus élevée chez les femelles F2.Mix 

comparativement aux femelles F2.Témoin (1,2 fois) (Figure 5.25A). De plus, une 

augmentation non significative de la concentration en insuline plasmatique à jeun (1,35 fois) 

est observée chez les femelles F2.Mix comparativement aux femelles F2.Témoin (Figure 

5.25B). En parallèle, une augmentation significative de la concentration en cholestérol et en 

triglycérides plasmatiques à jeun est montrée pour les femelles F2.Mix comparativement 

aux femelles F2.Témoin (1,85 fois) (Figure 5.25C-D).  
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Figure 5.25 : Dosages plasmatiques relatifs mesurés à jeun chez les femelles F2.Témoin et 

F2.Mix. (A) Glycémie basale relative (n Témoin = 36, n Mix = 15). Concentrations plasmatiques 

relatives (B) de l’insuline (n Témoin/Mix = 10), (C) du cholestérol (n Témoin/Mix = 10) et (D) des 

triglycérides (n Témoin/Mix = 10). Les astérisques indiquent une différence significative avec les 

individus du groupe F1.Témoin : * p < 0,05, ** p < 0,01. 

 

2.1.3.2 Tolérance au glucose 

Les femelles F2.Mix ne présentent pas de défaut dans la régulation du glucose comme en 

témoignent les tests de tolérance (Figure 5.26). 
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Figure 5.26 : Tolérance au glucose des femelles F2.Témoin et F2.Mix. (n Témoin = 21, n Mix = 8). 

 

2.1.3.3 Traits anatomiques  

L’exposition des grands-parents au mélange benzo[a]pyrène/triclosan ne modifie pas la 

masse relative des corps jaunes, des ovocytes, du pancréas et du foie de leurs descendants 

femelles F2 comme en témoignent les différents indices (Figure 5.27).  
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Figure 5.27 : Effets du mélange benzo[a]pyrène/triclosan sur la physiologie générale des 

femelles F2.Mix. (A) Rapport graisseux relatif (n Témoin = 16, n Mix = 14). (B) Rapport gonado-

somatique relatif (n Témoin = 16, n Mix = 14). (C) Rapport hépato-somatique relatif (n Témoin = 16, 

n Mix = 14). (D) Rapport pancréato-somatique (n Témoin = 10, n Mix = 8).  

 

2.1.3.4 Métabolisme hépatique 

2.1.3.4.1 Organisation tissulaire 

Les femelles F2.Mix présentent une vasodilatation des vaisseaux (Figure 5.28C) associée à la 

présence d’infiltrats inflammatoires (Figure 5.28D) et à une désorganisation du tissu 

hépatique (Figure 5.28E) par rapport au tissu des femelles F2.Témoin (Figure 5.28A-B). 
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Figure 5.28 : Organisation du tissu hépatique des femelles F2.Témoin et F2.Mix coloré à 

l’hématoxyline et à l’érythrosine. Coupe de foie des femelles F2.Témoin (A) et (B). Coupe de 

foie des femelles F2.Mix (C), (D) et (E). L’astérisque indique un infiltrat inflammatoire et la 

flèche indique un vaisseau dilaté. (n Témoin = 10, n Mix = 6). 

 

2.1.3.4.2 Quantification des lipides et du glycogène 

La quantité de lipides hépatiques des femelles F2.Témoin est similaire à celle des femelles 

F2.Mix (Figure 5.29). 
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Figure 5.29 : Contenu en lipides hépatiques des femelles F2.Témoin et F2.Mix. (A) 

Coloration à l’huile rouge correspondant aux lipides. La barre d’échelle correspond  à 150 

µm. (B) Surface relative d’huile rouge. (n Témoin = 16, n Mix = 14). 

 

 

Aucune différence de la quantité de glycogène hépatique n’est observée entre les femelles 

issues des grands-parents non exposés et exposés au mélange (Figure 5.30). 

 

                                                                                           

Figure 5.30 : Contenu en glycogène hépatique des femelles F2.Témoin et F2.Mix. (A) 

Coloration à l’acide périodique de Schiff. La barre d’échelle correspond à 150 µm. (B) 

Quantité relative du glycogène hépatique. (n Témoin = 15, n Mix = 14). 
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2.1.3.4.3 Analyse transcriptomique 

Le pourcentage de gènes trouvés différentiellement transcrits (en comparaison avec les 

femelles F2.Témoin) parmi les gènes détectés chez les femelles F2.Mix est de 10,2%, ce qui 

correspond à 2703 gènes dont 1870 sont annotés. Au sein des gènes annotés, 55% sont des 

gènes sur-transcrits contre 45% de sous-transcrits. La liste de l’ensemble des gènes 

différentiellement transcrits est accessible en annexe VIII. 

 

Comme dans la partie 2.1.2.4.3 de ce chapitre, plusieurs voies sans rapport avec le foie 

apparaissent enrichies, ainsi, seules les voies liées au métabolisme, au système immunitaire, 

aux processus de prolifération et de mort cellulaire ainsi qu’à la méthylation de l’ADN  sont 

traitées. D’après l’analyse d’enrichissement des voies associées au KEGG réalisée à partir des 

gènes différentiellement transcrits des femelles F2.Mix, les voies enrichies sont liées au 

métabolisme telles que les voies « métabolisme des glycérophospholipides » 

(enrichissement de 2,2 avec 17 gènes), « métabolisme des glycérolipides » (enrichissement 

de 2,1 avec 10 gènes), «  voie de signalement rap1 » (enrichissement de 1,4 avec 31 gènes) 

et « voies métaboliques » (enrichissement de 1,2 avec 142 gènes) (Figure 5.31). La voie 

« jonctions adhérentes » (enrichissement de 2,2 avec 16 gènes) liée à l’organisation 

tissulaire du foie apparait également enrichie chez les femelles F2.Mix (Figure 5.31). 
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Figure 5.31 : Voies issues du KEGG significativement enrichies parmi les gènes hépatiques 

significativement différentiellement transcrits chez les femelles F2.Mix par rapport aux 

femelles F2.Témoin. L’échelle de couleur indique la valeur de la p-valeur obtenue par un test 

de Fisher : significativité lorsque la p-valeur < 0,05. Les bulles correspondent au nombre de 

gènes participant aux différentes voies biologiques (n Témoin/Mix = 5). 

 

L’analyse des voies associées aux termes GO « Biological Pathways » réalisée à partir des 

gènes différentiellement transcrits chez les femelles F2.Mix indique un enrichissement de la 

voie « développement du foie » (enrichissement de 1,7 avec 15 gènes) (Figure 5.32). Les 

voies du métabolisme montrent un enrichissement : « processus métabolique » 

(enrichissement de 1,9 avec 27 gènes) et « régulation positive de la voie de signalement 

Wnt » (enrichissement de 2,2 avec 9 gènes) (Figure 5.32). Plus précisément, l’exposition des 

grands-parents au mélange des deux perturbateurs endocriniens provoque l’enrichissement 

de voies liées au métabolisme lipidique telles que les voies « processus biosynthétique des 

triglycérides » (enrichissement de 4,2 avec 9 gènes), « processus métabolique du 

cholestérol » (enrichissement de 2,1 avec 12 gènes), « stockage des lipides » (enrichissement 

de 3 avec 7 gènes), « processus biosynthétique des acides gras » (enrichissement de 2,1 avec 

11 gènes) et « processus catabolique des lipides » (enrichissement de 2,1 avec 12 gènes) 

(Figure 5.32). Conjointement à l’enrichissement de voies impliquées dans le métabolisme 
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des lipides, des voies associées au métabolisme glucidique comme les voies « régulation 

positive des processus de biosynthèse du glycogène » (enrichissement de 3,5 avec 5 gènes), 

« réponse au glucose » (enrichissement de 2 avec 13 gènes) et « homéostasie du glucose » 

(enrichissement de 1,7 avec 16 gènes) apparaissent enrichies chez les femelles F2.Mix 

(Figure 5.32). De plus, les voies faisant intervenir l’insuline apparaissent également enrichies 

chez les femelles F2.Mix comme les voies « signalement du récepteur du facteur de 

croissance comme l’insuline » (enrichissement de 3,2 avec 6 gènes), « réponse à l’insuline » 

(enrichissement de 2,4 avec 14 gènes) et « réponse cellulaire aux stimulus de l’insuline » 

(enrichissement de 2 avec 15 gènes) (Figure 5.32). Par ailleurs, des voies impliquées dans le 

système immunitaire sont également enrichies comme les voies « réponse aux cytokines » 

(enrichissement de 2,4 avec 11 gènes) et « voie restreinte de la phosphorylation des 

protéines SMAD » (enrichissement de 3,5 avec 5 gènes) (Figure 5.32). Un ensemble de voies 

impliquées dans l’apoptose est enrichi chez les femelles F2.Mix telles que les voies 

« anoikis » (enrichissement de 6,9 avec 4 gènes), « régulation négative de l’activité de 

l’endopeptidase de type cystéine impliquée dans les processus apoptotiques » 

(enrichissement de 2,1 avec 14 gènes) et « processus apoptotique » (enrichissement de 1,3 

avec 69 gènes) (Figure 5.32). Comme observé pour les femelles F2.TCS, un enrichissement 

d’une voie liée au stress oxydant est observé («  processus métabolique des espèces 

réactives de l’oxygène » (enrichissement de 2,4 avec 8 gènes) ainsi que des voies liées au 

cycle cellulaire (« régulation du cycle cellulaire » (enrichissement de 1,8 avec 23 gènes) et 

« arrêt du cycle cellulaire » (enrichissement de 1,6 avec 23 gènes) (Figure 5.32). La voie 

« réponse protéique médiatée par IRE1 » (enrichissement de 2,3 avec 10 gènes), impliquée 

dans le stress du réticulum endoplasmique, apparait également enrichie chez les femelles 

F2.Mix (Figure 5.32). Enfin, la voie « méthylation de l’ADN » (enrichissement de 2,7 avec 7 

gènes) apparait également enrichie chez les femelles F2.Mix (Figure 5.32). 
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Figure 5.32 (partie 1) : Voies issues des GO Term « Biological Pathway » significativement enrichies parmi les gènes 

hépatiques significativement différentiellement transcrits chez les femelles F2.Mix par rapport aux femelles F2.Témoin. 

L’échelle de couleur indique la valeur de la p-valeur obtenue par un test de Fisher : significativité lorsque la p-valeur < 

0,05. Les bulles correspondent au nombre de gènes participant aux différentes voies biologiques. (n Témoin/Mix = 5). 
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Figure 5.32 (partie 2) : Voies issues des GO Term « Biological Pathway » significativement enrichies parmi les gènes 

hépatiques significativement différentiellement transcrits chez les femelles F2.Mix par rapport aux femelles F2.Témoin. 

L’échelle de couleur indique la valeur de la p-valeur obtenue par un test de Fisher : significativité lorsque la p-valeur < 0,05. 

Les bulles correspondent au nombre de gènes participant aux différentes voies biologiques. (n Témoin/Mix = 5). 
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De nombreux gènes impliqués dans les processus métaboliques du cholestérol (cebpa, x -

0,24 ; Ceroid-lipofuscinosis neuronal protein 6 (cln6), x -0,29 ; insig1, x -0, 32 ; lecithin-

cholesterol acyltransferase (lcat), x -0,35 ; Hepatic triacylglycerol lipase (lipc), x -0,46 ; 

ferredoxin 1  (fdx1), x -0,46 ; cytochrome P450 family 7 subfamily B member 1 (cyp7b1), x -

0,47 ; high density lipoprotein binding protein (hdlbp), x -0,49 ; LDL receptor related protein 5 

(lrp5), x -0,55 ; ER lipid raft associated 2 (erlin2), x -0,57 ; HNF1 homeobox A (hnf1a), x 2,30 ; 

ATP binding cassette subfamily A member 1 (abca1), x 2,40) (Oram and Lawn, 2001; Pandak 

et al., 2002; Yang et al., 2002b; Fujino et al., 2003; Teixeira et al., 2006; Xiao et al., 2012; 

Piper et al., 2015) ainsi que dans les processus biosynthétiques des triglycérides (dgat2, x -

0,08 ; 1-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase 3 (agpat3), x -0,26 ; lysocardiolipin 

acyltransferase 1 (lclat1), x -0,33 ; 1-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase 5 (agpat5), x 

-0,36 ; Alkylglycerol Monooxygenase (agmo), x -0,37 ; patatin-like phospholipase domain 

containing 3 (pnpla3), x -0,45 ; lipin 2 (lpin2), x 1,98 ; lipin 3-like (lpin3-like), x 2,64 et lipin1 

(lpin1), x 3,55)  (Jenkins et al., 2004; Millar et al., 2006; Takeuchi and Reue, 2009; Prasad et 

al., 2011) apparaissent pour beaucoup sous-transcrits chez les femelles F2.Mix (Figure 5.33). 

Bien que ne corroborant pas les dosages plasmatiques à jeun en cholestérol et en 

triglycérides (Partie 2.1.3.1), ces résultats indiqueraient une plus faible synthèse de lipides 

au niveau du foie des femelles F2.Mix par rapport aux femelles F2.Témoin. De plus, l’étude 

transcriptomique révèle une sur-transcription de gènes impliqués dans la β-oxydation 

(mitochondrial trans-2-enoyl-CoA reductase (mecr), x 1,76 ; acyl-CoA dehydrogenase family 

member 10  (acad10), x 3,71) (Bian et al., 2010) (Figure 5.33). En parallèle, une majorité de 

gènes impliqués dans le stockage des lipides apparait sous-transcrite (dgat2, x -0,08 ; activin 

A receptor type 1C (acvr1c), x -0,38 ; abhydrolase domain containing 4 (abhd4), x -0,42 ; fat 

storage-inducing transmembrane protein 2 (fitm2), x -0,44 ; GM2 ganglioside activator 

(gm2a), x -0,56 ; caveolin 1 (cav1), x -0,60) (Figure 5.33). Une diminution de la régulation de 

la synthèse de glycogène est également constatée chez les femelles F2.Mix (insulin like 

growth factor 1 (igf1), x -0,18 ; insulin receptor substrate 2 (irs2), x -0,24 ; insulin receptor 

(insr), x -0,42 ; dual specificity tyrosine phosphorylation regulated kinase 2 (dyrk2), x -

0,44 ; insulin like growth factor 2 (igf2), x 2,30) (Park et al., 1999; Previs et al., 2000; Ide et 

al., 2004; Liang et al., 2010) (Figure 5.33). Ainsi, la diminution de la production de réserves 

énergétiques est confirmée par la forte proportion de gènes impliqués dans la voie de 

réponse à l’insuline qui apparaissent sur-transcrits chez les femelles F2.Mix (GRB10 
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interacting GYF protein 1 (gigyf1), x 1,83 ; carbamoyl-phosphate synthetase 2, aspartate 

transcarbamylase, and dihydroorotase-like (cad-like), x 1,96 ; eukaryotic translation initiation 

factor 6 (eif6), x 2,05 ; srsf6, x 2,37 ; cry2, x 2,71 ; gigyf2, x 3,08 ; ogt, x 3,11 ; protein tyrosine 

phosphatase, receptor type N (ptprn), x 3,11 ; sesn3, x 3,36 ; grb10, x 4,13 ; cysteine rich 

transmembrane BMP regulator 1 (crim1), x 4,39 ; srsf4-like, x 4,68 ; pck1, x 5,61 ; plcb1, x 

6,59) (Figure 5.33). Le transcriptome des femelles F2.Mix témoignerait ainsi d’une bonne 

sensibilité à l’insuline. 

Les résultats transcriptomiques des femelles F2.Mix révèlent que plusieurs gènes impliqués 

dans la réponse inflammatoire apparaissent différentiellement transcrits et ne permettent 

pas de mettre clairement en évidence un phénotype transcriptionnel associé à 

l’inflammation (coagulation factor 2 (f2r), x -0,07 ; fos, x -0,11 ; jun proto-oncogene (jun), x -

0,13 ; lef1, x -0,15 ; ADAM metallopeptidase domain 15 (adam15), x -0,18 ; jun D proto-

oncogene (jund), x -0,29 ; crp.1, x -0,29 ; junb, x -0,34 ; SKI-like proto-oncogene (skil), x -0,34 ; 

hyaluronidase 2 (hyal2), x -0,37 ; interleukin 6 signal transducer (il6st), x -0,39 ; Toll like 

receptor 2 (tlr2), x -0,42 ; Hydroxyacid Oxidase 1 (hao1), x -0,42 ; Signal transducer and 

activator of transcription 1 (stat1), x -0,43 ; cysteine-rich protein 1 (crip1), x -0,46 ; gpnmb, x -

0,50 ; protein geranylgeranyltransferase type I, beta subunit (pggt1b), x -0,51 ; annexin A1-

like (anxa1-like), x -0,53 ; acid phosphatase 5 (acp5), x -0,55 ; cav1, x -0,60 ; nuclear factor of 

kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 2 (nfkb2), x 1,79 ; growth arrest specific 6 

(gas6), x 1,86 ; adenosine deaminase B1 (adarb1), x 1,90 ; nerve growth factor (ngf), x 2,06 ; 

cactin, x 2,16 ; G protein subunit alpha o1 (gnao1), x 2,16 ; NFKB inhibitor zeta (nfkbiz), x 

2,25 ; abca1, x 2,40 ; leucine rich adaptor protein 1-like (lurap1-like), x 2,50 ; DEAD-box 

helicase 3 X-linked (ddx3x), x 2,78 et crp.4, x 3,61) (Lourbakos et al., 2001; Hossain et al., 

2008; Soulat et al., 2008; Chung et al., 2009; de la Motte et al., 2009; Scutera et al., 2009; Yu 

et al., 2009; Alciato et al., 2010; Atzei et al., 2010; Latonen et al., 2010; Lee et al., 2012; Li et 

al., 2015) (Figure 5.33). De la même façon, les gènes crp codant pour un marqueur de 

l’inflammation chez l’homme apparaissent différentiellement transcrits chez ces femelles 

issues d’une exposition des grands-parents au mélange sans qu’une réponse claire puisse 

être obtenue (crp.1, x -0,29 ; crp.4, x 3,61) (Sproston and Ashworth, 2018) (Figure 5.33). 

Une majorité de gènes impliqués dans la cohésion et l’adhésion cellulaire apparait sous-

transcrite chez les femelles F2.Mix (integrin subunit beta 2 (itgb2), x -0,14 ; lef1, x -0,15 ; SRC 
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proto-oncogene, non-receptor tyrosine kinase (src), x -0,28 ; v-crk avian sarcoma virus CT10 

oncogene homolog-like (crkl), x -0,30 ; Rac family small GTPase 1 (rac1), x -0,33 ; cell division 

cycle 42 (cdc42), x -0,36 ; epithelial membrane protein 2 (emp2), x -0,42 ; desmocollin 3 

(dsc3), x -0,45 ; cldn15.1, x -0,46 ; endothelial cell adhesion molecule (esam), x -0,52 ; gas6, x 

1,86 ; Rho GTPase activating protein 5-like (arhgap5-like), x 1,87 ; cell adhesion molecule 1-

like (cadm1-like), x 1,91 ; cadherin 17 (cdh17), x 2,22 ; pard3, x 4,21) (Dantzig et al., 1994; 

Kawamura et al., 1994; Burbelo et al., 1995; Kheradmand et al., 1998; Novak et al., 1998; 

Wang et al., 2003; Saller et al., 2006; Morales et al., 2009; Sakurai-Yageta et al., 2009; 

Kimura et al., 2010; Günzel and Yu, 2013; Gul et al., 2017; Ear et al., 2019) (Figure 5.33) 

corroborant la désorganisation hépatique observée histologiquement (Partie 2.1.3.4.1).  

Un effet prédominant de pro-apoptose chez les femelles issues d’une exposition des grands-

parents au mélange est constaté avec un déséquilibre entre le phénomène d’apoptose 

(gènes sur- et sous-exprimés impliqués et associés à ce phénomène) (lef1, x -0,15 ; fatty acid 

binding protein 1 (fabp1), x -0,34 ; palmitoyl-protein thioesterase 1 (ppt1), x -0,48 ; activating 

transcription factor 5, gene 2 (atf5.2), x -0,52 ; anxa1-like, x -0,53 ; GATA binding protein 6 

(gata6), x -0,53 ; Late endosomal/lysosomal adaptor, MAPK and MTOR activator 5 (lamtor5), 

x -0,54 ; protein phosphatase 1 regulatory subunit 13B-like (ppp1r13b-like), x 1,95 ; akap13-

like, x 2,04 ; P21 Protein (Cdc42/Rac)-Activated Kinase 1 (pak1), x 2,16 ; family with sequence 

similarity 32 member A (fam32a), x 2,21 ; death-associated protein 6 (daxx), x 2,42 ; excision 

repair cross-complementation group 3 (ercc3), x 2,57 ; traf7, x 2,72 ; BCL2 associated 

transcription factor 1 (bclaf1) (x 2,74) ; RE1 silencing transcription factor (rest), x 4,12 ; 

NADPH oxidase, EF-hand calcium binding domain 5 (nox5) x 4,58 ; bnipl, x 6,41 ; rybp, x 6,53) 

et le phénomène d’anti-apoptose (gènes sur- et sous-exprimés impliqués et associés à ce 

phénomène) (E2F transcription factor 1 (e2f1), x -0,29 ; tumor protein p53 inducible nuclear 

protein 1-like (tp53inp1-like), x -0,40 ; stat1 x -0,43 ; tgfbr2, x -0,44 ; gas6, x 1,86 ; ATPase 

family, AAA domain containing 3A (atad3a), x 2,82 ; casp3, x 3,15) (Vito et al., 1997; Kasof et 

al., 1999; Bánfi et al., 2001; Samuels-Lev et al., 2001; Accorsi et al., 2002; Battle and Frank, 

2002; Fan et al., 2003; Marusawa et al., 2003; Qin et al., 2003; Xu et al., 2004; Bruneel et al., 

2005; Goswami et al., 2005; Stanelle et al., 2005; Wang et al., 2005b; Hu et al., 2006; Saeki et 

al., 2007; Polzien et al., 2009; Fang et al., 2010b; Gandhirajan et al., 2010; Lv et al., 2010; 

Shiozawa et al., 2010; Chen et al., 2011b; Dluzen et al., 2011; Froese et al., 2011; Seillier et 
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al., 2012; Ma et al., 2016; Zhang et al., 2018b) (Figure 5.33). Enfin, un ensemble de gènes 

impliqués dans la voie de cancérogenèse apparait différentiellement transcrit bien 

qu’aucune pathologie hépatique de type carcinome n’ait été observée chez les femelles 

F2.Mix (Figure 5.33). En effet, un phénotype associé à des processus de cancérogenèse est 

constaté chez les femelles F2.Mix avec la transcription différentielle de gènes ayant été 

montrés sur-transcrits (aldehyde dehydrogenase 18 family member A1 (aldh18a1), x 1,79 ; 

arhgap5-like, x 1,87 ; WAS protein family member (wasf3), x 1,94 ; akap13-like, x 2,04 ; 

Chromobox protein homolog 1 (cbx1), x 2,06 ; pak1, x 2,16 ; armadillo repeat containing 8 

(armc8), x 2,20 ; cdh17, x 2,22 ; Raf-1 proto-oncogene, serine/threonine kinase (raf1), x 2,41 ; 

rala, x 2,42 ; tcf7l2, x 2,52 ; integrin subunit alpha 3 (itga3), x 2,77 ; mef2c, x 4,45 ; plcb1, x 

6,59) et sous-transcrits dans les tissus cancéreux (Bcl2 modifying factor (bmf), x -0,20 ; 

death-associated protein kinase 2 (dapk2), x -0,31 ; tlr2, x -0,42) (Hwang et al., 2004; Bai et 

al., 2007; Lee et al., 2010; Teng et al., 2010; Kojima et al., 2011; Wong et al., 2013; Ezzeldin 

et al., 2014; Kang et al., 2014; Wang et al., 2014; Li et al., 2015; Molee et al., 2015; Chi et al., 

2016; Luo et al., 2016; Zhao et al., 2016; Huang et al., 2018; Liang et al., 2018; Ning et al., 

2018; Wang et al., 2018; Zhang et al., 2018b).  
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Figure 5.33 : Représentation des gènes hépatiques significativement différentiellement 

transcrits chez les femelles F2.Mix par rapport aux femelles F2.Témoin. L’échelle de couleur 

indique les ratios de transcription relatifs aux témoins. Les boites noires indiquent les voies 

dans lesquelles les gènes différentiellement transcrits apparaissent. Les voies colorées en 

noir ont été regroupées suivant la description des GO Term, KEGG et Biological Pathways 

(BP). Les voies colorées en bleu correspondent à des gènes identifiés dans ces voies par une 

étude bibliographique. (n Témoin/Mix = 5). 
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2.1.3.5 Quantification du glycogène musculaire 

Les femelles F2.Mix révèlent une diminution non significative de la quantité de glycogène 

musculaire comparée aux femelles F2.Témoin (0,85 fois) (Figure 5.34). 

 

                                                                                             

Figure 5.34 : Contenu en glycogène musculaire des femelles F2.Témoin et F2.Mix. (A) 

Coloration à l’acide périodique de Schiff. La barre d’échelle correspond à 150  µm. (B) 

Quantité relative du glycogène musculaire. (n Témoin = 16, n Mix = 13). 

 

2.2 Effets transgénérationnels sur la reproduction des individus F2 

2.2.1 Effets sur les individus F2 issus de grands-parents F0 exposés au 

benzo[a]pyrène 

Les femelles F2.Témoin et F2.BaP ont pondu en moyenne 150 min après stimulation par 

l’hCG (Figure 5.35A). Néanmoins, un effet transgénérationnel du benzo[a]pyrène sur le 

comportement reproducteur est souligné par une diminution du nombre de femelle ayant 

pondu (100% des femelles F2.Témoin contre 60% des femelles F2.BaP soit 3 femelles sur 5) 

et par une diminution du nombre d’œufs pondus par femelle (en moyenne 3800 œufs et 

1500 œufs pour les femelles F2.Témoin et F2.BaP, respectivement) (Figure 5.35B-C). Le 

temps nécessaire pour former un amplexus est de 200 min quel que soit le groupe d’étude 

(Figure 5.35D). En revanche, le pourcentage de couple ayant formé un amplexus est diminué 

chez la population F2.BaP (40% contre 100% pour la population F2.Témoin) (Figure 5.35E). 
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Un impact significatif sur le succès reproducteur est observé pour la population F2.BaP avec 

une diminution du nombre d’œufs fécondés. En effet, en moyenne, 320 œufs ont été 

fécondés par couple F2.Témoin contre 0,4 œufs fécondés par couple F2.BaP (Figure 5.35F). 

De plus, aucun œuf des couples F2.BaP n’ayant éclos, le succès reproducteur final des 

individus F2.BaP est nul (Figure 5.35G-H).  
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Figure 5.35 : Etude du comportement et du succès reproducteur des individus F2.Témoin et 

F2.BaP. (A) Temps de ponte post-stimulation (n Femelle Témoin = 5, n Femelle BaP = 3). (B) 

Pourcentage de femelles ayant pondu. (C) Nombre d’œufs pondus par femelle (n Femelle 

Témoin/BaP = 5). (D) Temps jusqu’à formation d’un amplexus (n Témoin = 5, n BaP = 2). (E) 

Pourcentage d’amplexus réussis. (F) Nombre d’œufs fécondés par couple (n Témoin/BaP = 5). (G) 

Nombre d’œufs éclos par couple (n Témoin/BaP = 5). (H) Pourcentage d’éclosion des œufs 

fécondés (n Témoin = 5, n BaP = 1). Les astérisques indiquent une différence significative par 

rapport à la population F2.Témoin : * p < 0,05 ; ** p < 0,01. 
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2.2.2 Effets sur les individus F2 issus de grands-parents F0 exposés au 

triclosan 

Les femelles F2.Témoin et F2.TCS ont pondu en moyenne 150 min après stimulation à l’hCG 

(Figure 5.36A). L’ensemble des femelles F2.Témoin et F2.TCS ont pondu (Figure 5.36B). 

Aucune différence significative du nombre d’œufs pondus par femelle n’est constatée entre 

les groupes F2.Témoin et F2.TCS. En moyenne, les femelles F2.Témoin ont pondu 3800 œufs 

et les femelles F2.TCS ont pondu 3400 œufs (Figure 5.36C). Les couples F2.TCS ont mis moins 

de temps pour former un amplexus soit environ 165 min post-stimulation tandis que pour 

les couples F2.Témoin 200 min ont été nécessaires, mais cette différence est non 

significative (Figure 5.36D). De plus, 100% des couples témoins et des couples issus de 

grands-parents (F0) exposés au triclosan ont réussi à former un amplexus (Figure 5.36E). En 

moyenne, le nombre d’œufs fécondés et éclos est plus important pour les F2.TCS par rapport 

aux couples F2.Témoin. En effet, 320 et 980 œufs sont fécondés en moyenne par couple 

F2.Témoin et F2.TCS respectivement (Figure 5.36F) et 270 œufs ont éclos pour les couples 

F2.Témoin contre 770 œufs pour les couples F2.TCS (Figure 5.36G). Une augmentation non 

significative du pourcentage d’éclosion des œufs fécondés est observée pour les couples 

F2.TCS par rapport aux couples F2.Témoin (81% et 66%, respectivement) (Figure 5.36H). 

Enfin, le pourcentage de survie de la descendance F3 à 7 jours est plus important pour le 

groupe F2.TCS par rapport au groupe F2.Témoin (70% et 60%, respectivement) (Figure 5.36I). 
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Figure 5.36 : Etude du comportement et du succès reproducteur des individus F2.Témoin et 

F2.TCS. (A) Temps de ponte post-stimulation (n Femelle Témoin/TCS = 5). (B) Pourcentage de 

femelles ayant pondu. (C) Nombre d’œufs pondus par femelle (n Femelle Témoin/TCS = 5). (D) 

Temps jusqu’à formation d’un amplexus (n Témoin/TCS = 5). (E) Pourcentage d’amplexus réussis. 

(F) Nombre d’œufs fécondés par couple (n Témoin/TCS = 5). (G) Nombre d’œufs éclos par couple 

(n Témoin/TCS = 5). (H) Pourcentage d’éclosion des œufs fécondés (n Témoin/TCS = 5). (I) 

Pourcentage des individus survivants de la génération F3 à 7 jours (n Témoin/TCS = 5). 
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2.2.3 Effets sur les individus F2 issus de grands-parents F0 exposés au 

mélange benzo[a]pyrène/triclosan 

Le temps de ponte des femelles F2.Mix est rallongé significativement de 60 min par rapport 

à celui des femelles F2.Témoin (Figure 5.37A). Les 5 femelles de chaque groupe de cette 

étude ont pondu (Figure 5.37B). Néanmoins, un impact sur le comportement reproducteur 

est constaté par une diminution non significative du nombre moyens d’œufs pondus par les 

femelles F2.Mix (2500 œufs) comparé à celui des femelles F2.Témoin (3800 œufs) (Figure 

5.37C). Les 5 couples F2.Témoin et F2.Mix ont formé des amplexus et le temps nécessaire 

pour les réaliser est identique (en moyenne 200 min) (Figure 5.37D-E). Aucun impact sur le 

succès reproducteur n’est à déplorer. En effet, les couples F2.Témoin et F2.Mix ont produit 

en moyenne 310 œufs fécondés (Figure 5.37F) et 250 œufs éclos (Figure 5.37G) et le 

pourcentage d’éclosion des œufs fécondés est d’environ 66% (Figure 5.37H). Enfin, la survie 

des descendants F3 à 7 jours est d’environ 60% pour les deux groupes considérés (Figure 

5.37I).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Chapitre V : Effets transgénérationnels sur le métabolisme et la reproduction 

296 

 

 

 

   

Figure 5.37 : Etude du comportement et du succès reproducteur des individus F2.Témoin et 

F2.Mix. (A) Temps de ponte post-stimulation (n Femelle Témoin/Mélange = 5). (B) Pourcentage de 

femelles ayant pondu. (C) Nombre d’œufs pondus par femelle (n Femelle Témoin/Mélange = 5). (D) 

Temps jusqu’à formation d’un amplexus (n Témoin/Mélange = 5). (E) Pourcentage d’amplexus 

réussis. (F) Nombre d’œufs fécondés par couple (n Témoin/ Mélange = 5). (G) Nombre d’œufs 

éclos par couple (n Témoin/Mélange = 5). (H) Pourcentage d’éclosion des œufs fécondés (n 

Témoin/Mélange = 5). (I) Pourcentage des individus survivants de la génération F3 à 7 jours. (n 

Témoin/Mélange = 5). L’astérisque indique une différence significative par rapport à la population 

F2.Témoin : * p < 0,05. 
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3. Discussion  

3.1 Apparition de désordres métaboliques chez les femelles F2 

Une hypertrophie hépatique est constatée chez les femelles F2.BaP (Partie 2.1.1.5 et Figure 

5.38). Cependant, contrairement aux générations F0 et F1, l’hypertrophie n’est pas corrélée 

à une augmentation du contenu en lipides hépatiques (Teubner et al., 2015) (Partie 2.1.1.6.2 

et Figure 5.38). L’absence de stéatose pourrait s’expliquer par la sur-transcription du gène 

lipe impliqué dans l’hydrolyse des triglycérides en acides gras libres et la sous-transcription 

du gène cebpa impliqué dans la régulation de la lipogenèse. Cette absence de stéatose a 

également été observée pour les femelles F2.TCS (Partie 2.1.2.4.2) ce qui peut  s’expliquer 

par la sous-transcription des gènes cyp2d6 et elovl1 impliqués dans la biosynthèse des 

lipides (Ofman et al., 2010) et par la sur-transcription du gène cyp3a5 impliqué dans leur 

hydroxylation (Lee et al., 2003b) (Figure 5.38). La sous-transcription du gène pdk4 qui code 

pour une protéine améliorant la stéatose en diminuant l’expression de gènes liés à 

l’assimilation des acides gras confirme le phénotype (Zhang et al., 2018c). Une cohorte de 

gènes (dhcr24, hmgcs1, hsd17b7, msmo1) ayant un rôle dans la biosynthèse du cholestérol 

apparait néanmoins sur-transcrite chez les femelles F2.TCS (Seth et al., 2006; Zerenturk et 

al., 2013; Simigdala et al., 2016; Quintana et al., 2017). Les femelles F2.Mix ne présentent 

également pas de stéatose (Partie 2.1.3.4.2 et Figure 5.38). Ce phénomène pourrait être 

relié à une sur-transcription de gènes impliqués dans la β-oxydation (mecr, x 1,76 ; acad10, x 

3,71) (Bian et al., 2010) et une sous-transcription de gènes impliqués dans la biosynthèse des 

lipides (cyp7b1, lipc, agpat3, dgat2, aldehyde dehydrogenase 1 family member A1 (aldh1a1)) 

(Pandak et al., 2002; Jenkins et al., 2004; Prasad et al., 2011; Kiefer et al., 2012; Xiao et al., 

2012; Blaner, 2019). Cette absence de stéatose est également corroborée par la sur-

transcription du gène adenylosuccinate lyase (adsl) qui diminue l’accumulation des 

triglycérides (Sadasivan et al., 2014). Contrairement aux femelles F2.TCS, une majorité de 

gènes impliqués dans la biosynthèse du cholestérol est sous-transcrite chez les femelles 

F2.Mix. De façon intéressante, l’absence de stéatose hépatique est corrélée à une 

augmentation de la concentration en cholestérol et en triglycérides plasmatiques à jeun chez 

les femelles F2.TCS et F2.Mix (Parties 2.1.2.1 et 2.1.3.1 et Figure 5.38). La même tendance 

est observée pour les triglycérides chez les femelles F2.BaP (Partie 2.1.1.1 et Figure 5.38). 

L’augmentation des triglycérides et du cholestérol plasmatiques est communément 



Chapitre V : Effets transgénérationnels sur le métabolisme et la reproduction 

298 

 

observée chez des patients atteints de diabète (Brunzell et al., 1979; Barrett-Connor et al., 

1982; Schaefer et al., 2002). 

Une augmentation des réponses inflammatoires semble être observée chez les femelles 

F2.BaP avec la sur-transcription des gènes crp, fcn1, frmd8 et traf3 impliqués dans la 

sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (He et al., 2004; Zhang et al., 2010; Künzel et al., 

2018; Oikonomidi et al., 2018). Ces données confirment la présence d’infiltrats 

inflammatoires (Partie 2.1.1.6.1 et Figure 5.38). Ce même constat est fait pour les femelles 

F2.TCS pour lesquelles la sur-transcription des gènes hépatiques abcf1, clu, ddit3, crp, plcb1 

et rag1 caractérise également un phénotype inflammatoire corroborant la présence 

d’infiltrats inflammatoires  (Richard et al., 1998; Nagaoka et al., 2000; Ponti et al., 2002; Xie 

et al., 2005; Kim et al., 2017; Sproston and Ashworth, 2018) (Partie 2.1.2.4.1 et Figure 5.38). 

Chez les femelles F2.Mix, l’analyse transcriptomique ne permet pas de conclure quant à la 

présence d’une réponse inflammatoire avec la sous-transcription des gènes anxa1, stat1, jun 

et crp.1 et la sur-transcription des gènes lurap1, ddx3x et crp.4; cependant des infiltrats 

inflammatoires sont observés histologiquement  (Kim et al., 2003; Iwasa et al., 2012; Iwata 

et al., 2016; Sproston and Ashworth, 2018) (Partie 2.1.3.4.1 et Figure 5.38).     

Une désorganisation du tissu hépatique est observée chez les femelles F2.BaP et F2.Mix 

(Parties 2.1.1.6.1 et 2.1.3.4.1 et Figure 5.38) probablement due à une détérioration des 

jonctions cellulaires. Ce phénotype est confirmé par la sous-transcription de gènes impliqués 

dans la cohésion et l’adhérence cellulaire (benzo[a]pyrène : cldn15.1, opcml ; Mélange : 

emp2, esam, cldn15.1, itgb2) (Wang et al., 2003; Reed et al., 2007; Morales et al., 2009; 

Kimura et al., 2010; Günzel and Yu, 2013). Ces impacts sur le tissu hépatique des femelles 

F2.BaP et F2.Mix sont également accompagnés de gènes différentiellement transcrits 

impliqués dans la régulation de la mort cellulaire. Chez les femelles F2.BaP, le transcriptome 

semble révéler un phénomène anti-apoptose par la transcription différentielle des gènes 

inhba, jund, clu, pcid2 ou rgn tandis que dans celui des femelles F2.Mix, une majorité de 

gènes différentiellement transcrits amène à un phénomène pro-apoptotique (bclaf1, traf7, 

rybp, rest, daxx ou bnipl) (Yang et al., 1997; Kasof et al., 1999; Fan et al., 2003; Qin et al., 

2003; Xu et al., 2004; Hilfiker-Kleiner et al., 2005; Seder et al., 2009; Lv et al., 2010; Nakaya 

et al., 2010; Kögel et al., 2012; Ma et al., 2016). Contrairement aux femelles F2.BaP et 

F2.Mix, le tissu hépatique des femelles F2.TCS n’est pas désorganisé (Partie 2.1.2.4.1 et 

Figure 5.38). Cependant, une cohorte de gènes différentiellement transcrits associée à des 
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processus de mort cellulaire est observée chez les femelles F2.TCS (lef1, rybp, cyr61, traf7, 

magi3, rbm25 ou gadd45a) (Takekawa and Saito, 1998; Wu et al., 2000; Xu et al., 2004; Zhou 

et al., 2008; Gandhirajan et al., 2010; Ma et al., 2016).  

Les effets sur les traits physiologiques et transcriptomiques décrits chez les femelles F2.BaP, 

F2.TCS et F2.Mix et présentés ci-dessus s’apparentent à la pathologie NAFLD (Naik et al., 

2013; Bedossa, 2016) mais l’absence de stéatose pourrait démontrer que le foie se situe 

dans une pathologie plus avancée, la NASH (Caldwell et al., 1999; Nagaya et al., 2008) 

(Figures 1.18 et 5.38). Ainsi, chez les femelles F2.BaP, plusieurs gènes témoigneraient du 

développement de cette pathologie hépatique. Par exemple, le gène beta-1,3-

glucuronyltransferase 1 (b3gat1) apparaissant sur-transcrit chez les femelles F2.BaP est un 

biomarqueur de la pathologie NASH chez l’homme (Seth et al., 2014). De plus, le gène 

map3k8, apparaissant sur-transcrit chez les femelles F2.BaP, aurait un rôle dans 

l’inflammation et les désordres métaboliques. En effet, des souris n’exprimant pas le gène 

map3k8 ont montré une diminution de l’inflammation et de l’accumulation de lipides 

hépatiques permettant une atténuation du dysfonctionnement métabolique (Perfield et al., 

2011). Chez les femelles F2.TCS, la sous-transcription du gène igf1 pourrait être associée au 

développement de la pathologie NAFLD (Adamek and Kasprzak, 2018). De plus, des souris 

nnt-/- ont montré une accumulation des triglycérides hépatiques ainsi qu’une augmentation 

de la prévalence de la pathologie NASH (Navarro et al., 2017). Le gène nnt est également 

sous-transcrit chez les femelles F2.TCS. Les gènes codant des lipases, tels que le gène lipc, 

ont été montrés sous-transcrits dans la pathologie NAFLD (Andrés-Blasco et al., 2015); 

résultat que nous avons également observé chez les femelles F2.Mix. Chez ces mêmes 

femelles, le gène ATP citrate lyase (acly) apparait sur-transcrit et l’augmentation de la 

quantité de protéines acly a été observée chez des souris présentant une pathologie NAFLD 

(Ma et al., 2018). L’étude transcriptomique des femelles F2.Mix révèle également une sous-

transcription du gène aminocarboxymuconate semialdehyde decarboxylase (acmsd) dont la 

sous-expression a été associée à une amélioration des pathologies NAFLD et NASH (Katsyuba 

et al., 2018). La dernière étape de l’évolution du NASH est le carcinome hépatique (Figure 

1.18). Un nombre important de gènes régulant la voie de la cancérogénèse ont été identifiés 

différentiellement transcrits et témoignent d’un phénomène pouvant favoriser la 

cancérogenèse dans les trois transcriptomes hépatiques. La sous-transcription des gènes 

cebpa, cyr61 et dusp1 et la sur-transcription des gènes map3k8 et mmp1 ont été montrées 

au sein de tissu cancéreux ; résultats également constatés chez les femelles F2.BaP (Harada 
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et al., 1998; Wang et al., 2005a; Dempsey et al., 2006; Shpyleva et al., 2011; Hao et al., 2015; 

Chen et al., 2016). De même, chez les femelles F2.TCS, la sous-transcription du gène aqp9 et 

la sur-transcription des gènes chd1, mef2c, plcb1, akap13 et ankhd1 pourraient également 

témoigner d’un phénomène de cancérogenèse (Bai et al., 2007; Chen et al., 2009; Molee et 

al., 2015; Luo et al., 2016; Zhang et al., 2016a; Zhou et al., 2019). Enfin, chez les femelles 

F2.Mix, ce sont les gènes sur-transcrits rala, mef2c, plcb1 et pak1 entre autres dont la 

transcription différentielle a été observée dans des tissus cancéreux (Bai et al., 2007; Gen et 

al., 2009; Wong et al., 2013; Ezzeldin et al., 2014; Luo et al., 2016; Krivtsova et al., 2018; 

Zhang et al., 2018b). 

Les individus F2 issus des individus F0 exposés au benzo[a]pyrène montrent une intolérance 

au glucose traduite par un retour à une glycémie basale plus lente dans le temps comparé 

aux individus témoins (Partie 2.1.1.2 et Figure 5.38). Cette intolérance au glucose est 

également associée à une glycémie basale à jeun significativement plus élevée chez les 

femelles F2.BaP par rapport aux femelles F2.Témoin (Partie 2.1.1.1 et Figure 5.38). Ces effets 

démontrent une perturbation de la captation du glucose sanguin par les cellules 

périphériques comme les cellules musculaires ou adipeuses. Ces résultats sont corroborés 

par la diminution de la quantité de polysaccharides musculaires chez ces femelles (Partie 

2.1.1.7 et Figure 5.38). L’assimilation du glucose est stimulée par l’insuline et la diminution 

de sa captation est un des effets du diabète (Cersosimo et al., 2000). Plus précisément, cette 

diminution peut être due à une résistance des cellules à l’insuline. Pour tester si les effets 

observés chez les femelles xénopes F2.BaP s’assimilent à des effets d’insulino-résistance, un 

test de tolérance à l’insuline a été entrepris et les femelles ont montré une bonne sensibilité 

des cellules périphériques à l’insuline (Partie 2.1.1.3 et Figure 5.38). Le foie maintient la 

balance entre la concentration du glucose apporté (par le biais de l’assimilation du glucose 

et de la synthèse de glycogène) et du glucose produit (par le biais de la glycogénolyse et de 

la néoglucogenèse) (Okamoto et al., 2011) (Figure 1.17). Dans des conditions physiologiques 

normales, l’insuline inhibe l’expulsion du glucose hépatique en supprimant les voies de 

néoglucogenèse et de glycogénolyse (Figure 1.17). Néanmoins, chez un individu diabétique, 

l’insuline, qui est soit produite en plus faible quantité, soit non fonctionnelle ou non 

reconnue, ne permet pas de bloquer ces voies ce qui conduit à une production accrue de 

glucose expulsé dans le système sanguin (Okamoto et al., 2011). Ainsi, une augmentation de 

l’expulsion de glucose hépatique pourrait entrainer une diminution de la quantité de 

glycogène hépatique (Lavoie and Werve, 1991); résultat observé chez les femelles F2.BaP 

(Partie 2.1.1.6.2 et Figure 5.38). Après injection de glucose, qui nous a permis de stimuler la 
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sécrétion d’insuline, la concentration en insuline plasmatique est significativement plus 

faible chez les femelles F2.BaP comparée aux femelles F2.Témoin ce qui démontre un défaut 

de sécrétion d’insuline par le pancréas (Partie 2.1.1.4 et Figure 5.38). Les effets observés 

chez ces femelles s’apparenteraient ainsi à un diabète de type 1 (Drouin et al., 1999; 

Bergman et al., 2002). L’obésité est un des facteurs pouvant conduire au développement du 

diabète (Kusminski et al., 2005). Bien qu’il soit très difficile de définir ce qu’est l’obésité chez 

un amphibien, nous avons observé une augmentation de la masse des corps jaunes chez les 

femelles F2.BaP (Partie 2.1.1.5 et Figure 5.38). La glycémie basale, la tolérance au glucose et 

la quantité de polysaccharides musculaires sont similaires entre les femelles F2.Témoin et 

F2.TCS ce qui indique un métabolisme glucidique peu impacté (Parties 2.1.2.1, 2.1.2.2 et 

2.1.2.5). Concernant les femelles F2.Mix, un désordre du métabolisme glucidique est 

observé. Leur glycémie basale à jeun est significativement plus élevée (Partie 2.1.3.1) mais 

les femelles apparaissent tolérantes au glucose (Partie 2.1.3.2 et Figure 5.38). Les effets 

observés ne sont pas assimilables aux effets du diabète mais pourraient s’expliquer par une 

dégradation importante du tissu hépatique (Garcia-Compean et al., 2009).  

Les effets transgénérationnels observés chez les xénopes femelles ont déjà été observés 

chez des mammifères. Des descendants de rats possédant des désordres métaboliques de 

type diabète ou obésité étaient hyperglycémiques, intolérants au glucose et avaient une 

perturbation de la concentration en insuline (Steculorum and Bouret, 2011; Hanafi et al., 

2016). Ces effets ont également été montrés chez une descendance F2 issue de mères sous-

nourries et diabétiques (Aerts and Van Assche, 2006). Aerts and Van Assche (1979) ont 

également montré des désordres métaboliques tels que des effets sur le pancréas 

d’individus F2 issus de femelles F0 possédant un diabète gestationnel. Enfin, des désordres 

métaboliques de type diabète ou obésité maternelle provoqueraient le développement de la 

pathologie NAFLD chez des descendants humains (Modi et al., 2011; Brumbaugh et al., 2013; 

Patel et al., 2016). Le transfert générationnel de la pathologie NAFLD pourrait se faire à 

travers des changements épigénétiques1 hépatiques de la descendance (Brumbaugh et al., 

2013). Cet aspect est une des perspectives de la thèse qui sera développée dans la partie 

4.3.2 du chapitre VI. 

                                                           
1 L’épigénétique étudie les changements dans l’expression des gènes n’impliquant pas de modification de la 

séquence d’ADN. 
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Figure 5.38 : Effets transgénérationnels du benzo[a]pyrène, du triclosan et du mélange benzo[a]pyrène/triclosan sur le 

métabolisme des femelles matures F2 X. tropicalis.  
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3.2 Effets transgénérationnels sur la reproduction des individus F2 

Un impact sur le comportement reproducteur est démontré chez les individus F2 issus d’une 

exposition des grands-parents F0 au benzo[a]pyrène (Partie 2.2.1) et au mélange (Partie 

2.2.3) (Figure 5.40). Le pourcentage de femelles F2.BaP ayant pondu est plus faible et le 

temps jusqu’à la ponte est rallongé pour les femelles F2.Mix comparativement aux témoins 

(Figure 5.40). De plus, une diminution du pourcentage d’amplexus réussis est observée pour 

la population F2.BaP (Figure 5.40). Les effets transgénérationnels sur le succès reproducteur 

se sont traduits par une diminution du nombre d’œufs pondus par femelles F2.BaP et F2.Mix 

(Figure 5.40). Les couples F2.BaP présentent également un pourcentage d’œufs fécondés et 

éclos plus faible comparativement aux couples F2.Témoin, conduisant à un effondrement de 

la population F2.BaP par une absence de descendance F3 (Figure 5.40). Des effets 

transgénérationnels similaires sur le comportement et le succès reproducteur ont également 

été observés sur différentes espèces aquatiques. Une diminution du nombre d’œufs 

fécondés par femelle Danio rerio d’une génération F2 issue de femelles F0 exposées à 20 

µg/L de bisphénol A a été décrite (Santangeli et al., 2019). De plus, une inhibition de la 

reproduction a été observée chez une génération F3 de Daphnia magna issue d’une 

génération F0 exposée au flumequine (antibiotique) (De Liguoro et al., 2019). Un taux de 

fertilisation perturbé a également été constaté chez une génération F2 issue d’une 

génération F0 exposée à l’atrazine et au 17α-éthinylestradiol (Cleary et al., 2019). Ce même 

type d’effets transgénérationnels a été montré chez une génération F2 de Medaka japonais 

(Oryzias latipes) issue d’une génération F0 exposée au bisphénol A durant les 7 premiers 

jours de développement embryonnaire (Bhandari et al., 2015). Plusieurs hypothèses peuvent 

expliquer les effets transgénérationnels sur la reproduction des individus F2.BaP. Tout 

d’abord, une altération de la spermatogenèse impactant la qualité, la quantité et la mobilité 

du sperme pourrait conduire à une perturbation du succès reproducteur (Mohamed et al., 

2010; Chen et al., 2015; Cleary et al., 2019). Une des hypothèses est qu’une exposition aux 

perturbateurs endocriniens causerait des effets épigénétiques et que l’épigénome altéré 

serait transmis aux générations futures (Shahidehnia, 2016) (Chapitre VI : partie 4.3.2). Une 

autre hypothèse serait liée à une perturbation des ressources allouées à la reproduction 

traduite par une diminution de la masse des ovocytes observée chez les femelles F2.BaP. En 

effet, les femelles F2.BaP, qui montrent de fortes perturbations métaboliques, pourraient 
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allouer leurs ressources dans leur survie plutôt que dans la reproduction (Figure 5.39). Quant 

aux individus F2.TCS, ils ont montré un comportement et un succès reproducteur efficaces 

attestés par un temps jusqu’à la formation d’un amplexus diminué ainsi que par un nombre 

d’œufs fécondés et éclos plus important (Partie 2.2.2 et Figure 5.40). De plus, nous avons 

observé une masse des ovocytes augmentée chez les femelles F2.TCS par rapport aux 

femelles F2.Témoin (Partie 2.2.2 et Figure 5.40). Ainsi, contrairement aux individus F2.BaP, 

des ressources ont été allouées pour la reproduction chez les femelles F2.TCS permettant 

d’obtenir une augmentation du taux d’éclosion des œufs fécondés et une meilleure survie 

de leur descendance F3 (Figures 5.39 et 5.40). Pour résumer, une notion de trade-off ressort 

de ces résultats (Figure 5.39). Le cholestérol est un précurseur de la vitellogénine, elle-même 

précurseur du vitellus qui est la réserve énergétique utilisée par les embryons lors de leur 

développement  (Denslow et al., 1999; Matozzo et al., 2008) (Chapitre I : partie 2.3.1.3.1). 

Chez la population F2.BaP, une perturbation de la régulation de la voie du cholestérol est 

constatée (Partie 2.1.1.6.3). Ainsi, peu de ressources ont pu être allouées pour la 

reproduction en ce qui concerne ces femelles. L’effet inverse est constaté pour les femelles 

F2.TCS chez lesquelles la sur-transcription de gènes impliqués dans la synthèse du 

cholestérol (Partie 2.1.2.4.3) corroborerait l’augmentation de l’énergie allouée pour la 

production de descendants ainsi que pour leur survie (Figure 5.39). 

 

Figure 5.39 : Allocation des ressources pour les populations F2.BaP et F2.TCS.
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Figure 5.40 : Effets transgénérationnels du benzo[a]pyrène, du triclosan et du mélange benzo[a]pyrène/triclosan sur la 

reproduction des individus F2 X. tropicalis. 
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1. Rappel des objectifs de la thèse 

Le but de cette thèse est de comprendre les effets directs, multi- et trans-générationnels 

induits par l’exposition de xénopes (Xenopus tropicalis) à des perturbateurs endocriniens à 

faible concentration. Pour cela, l’impact des perturbateurs endocriniens a été étudié à 

différentes échelles d’organisation, de la transcriptomique à la fitness des individus en 

passant par leur statut métabolique. Afin d’appréhender les effets transmis des 

perturbateurs endocriniens, ces fonctions ont également été étudiées sur la génération F1 

indirectement exposée et sur la génération F2 non exposée. Les perturbateurs endocriniens 

choisis pour cette thèse sont le benzo[a]pyrène, molécule d’origine naturelle et anthropique, 

et le triclosan, molécule de synthèse d’origine exclusivement anthropique.  

 

2. Effets directs, multi- et trans-générationnels des 

perturbateurs endocriniens sur Xenopus tropicalis 

2.1 Développement des individus 

La molécule benzo[a]pyrène semble fortement impacter le développement des individus 

(Tableau 6.1). Tout d’abord, un retard de l’âge à la métamorphose est observé quelle que 

soit la génération considérée (Chapitre III : partie 2.1 et Chapitre IV : partie 2.2.1.2). Sadinski 

et al., (1995) ont également montré un retard de l’âge à la métamorphose d’individus 

Xenopus laevis directement exposés à des concentrations benzo[a]pyrène oscillant entre 7,8 

et 125 µg/L. Pour les individus F1 métamorphiques, ce retard de l’âge à la métamorphose 

s’accompagne également d’une diminution de la taille et de la masse (Chapitre III : partie 

2.1). Concernant la maturité sexuelle, l’exposition au benzo[a]pyrène entraine un retard de 

maturité des mâles F0 (Regnault, 2016) tandis que pour la génération F1 ce sont les femelles 

qui sont affectées (Chapitre III : partie 2.1). De plus, une diminution de la masse est observée 

chez les femelles F1 adultes issues d’une exposition au benzo[a]pyrène (Chapitre III : partie 

2.2.2.2). Pour les individus F2, le retard de maturité sexuelle est observé pour les deux sexes 

(Chapitre IV : partie 2.2.1.3) ce qui démontre des effets plus prononcés sur ce stade de 
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développement que chez les populations F0 et F1. De façon logique, l’âge à la 

métamorphose influence l’âge à la maturité sexuelle comme cela a été démontré pour 

l’espèce Pseudacris triseriata par Smith (1987) et confirmé dans notre étude pour l’un des 

deux sexes ou les deux sexes en fonction de la génération considérée (Tableau 6.1).  

Les effets du triclosan sur le développement des xénopes semblent moins accentués que 

ceux du benzo[a]pyrène (Tableau 6.1). Toutefois, des effets négatifs sur le stade 

métamorphique apparaissent pour les générations F0 et F1. Le retard de l’âge à la 

métamorphose n’est observé que pour la génération F0 directement exposée (Chapitre III : 

partie 2.1). Ce résultat semble en contradiction avec la littérature qui a montré une 

diminution de la durée larvaire chez Pelophylax nigromaculatus pour des expositions entre 

0,87 et 87 µg/L (Chen et al., 2018). En ce qui concerne la génération F1 et malgré leur faible 

nombre dans notre étude (n= 10), les individus montrent une diminution de leur masse au 

stade métamorphique (Chapitre III : partie 2.1), ce qui concorde avec les effets directs du 

triclosan observés sur les têtards Bufo gargarizans et Lithobates catesbeianus (Veldhoen et 

al., 2006; Chai et al., 2016). Bien que l’âge à la maturité sexuelle soit retardé chez les mâles 

de la génération F0 (Regnault, 2016), nous n’avons aucune indication sur les possibles effets 

du triclosan au stade adulte pour la génération F1 et ce à cause du manque d’individus (un 

mâle et une femelle). Le goulot d’étranglement1 ainsi observé au niveau de la génération F1 

semble avoir sélectionné les individus les plus aptes à se développer et à se reproduire. En 

effet, à la génération F2, une augmentation de la taille et de la masse des individus 

métamorphiques est observée (Chapitre IV : partie 2.2.2.2) ce qui suggère un plus fort 

investissement dans la reproduction des individus F1. Cette augmentation de masse se 

maintient à l’âge adulte pour les mâles (Chapitre IV : partie 2.2.2.4). 

Les effets du mélange benzo[a]pyrène/triclosan sont plutôt inattendus au regard des effets 

observés pour les expositions aux deux perturbateurs endocriniens seuls (Tableau 6.1). Tout 

d’abord, aucun effet sur le développement n’est montré chez les individus F0 exposés au 

mélange contrairement aux expositions seules (Regnault (2016); Chapitre III : partie 3.1). Les 

plus forts impacts sont constatés chez la population F1 pour laquelle un retard de l’âge à la 

métamorphose et à la maturité sexuelle des femelles est observé (Chapitre III : partie 3.1). À 

                                                           
1 Un goulot d’étranglement est un épisode de diminution importante de la taille d’une population suivi par une 
expansion démographique de celle-ci entrainant une perte de diversité génétique. 
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l’inverse, la maturité des mâles F1 est plus précoce que celle des témoins (Chapitre III : partie 

3.2.2.2). De plus, une diminution de la masse corporelle des individus F1 est remarquée au 

stade métamorphique ainsi qu’au stade adulte chez les femelles matures pour lesquelles 

une diminution de la taille est également décelée (Chapitre III : partie 3.1). Une mortalité 

significative est observée à la fois chez la génération F1 (Chapitre III : partie 3.1) et chez la 

génération F2 (Chapitre IV : partie 2.2.3.1). La mortalité accumulée sur les générations F1 et 

F2 a conduit à des individus F2 qui présentent moins d’effets sur le développement que la 

génération F1. Les femelles adultes matures F2 montrent une diminution de leur taille 

(Chapitre IV : partie 2.2.3.4), effet connu pour engendrer des problèmes de reproduction 

dans les populations naturelles (Hayes et al., 2010b).  

 

 

Tableau 6.1 : Effets directs (F0), multigénérationnels (F1) et transgénérationnels (F2) du 

benzo[a]pyrène, du triclosan et du mélange benzo[a]pyrène/triclosan sur le 

développement d’individus X. tropicalis. À chaque génération, les effets sont comparés aux 

témoins. Le symbole « flèche » indique une augmentation ou une diminution du paramètre 

cité tandis que le symbole « = » signifie une valeur similaire. L’absence de symbole atteste 

que le paramètre n’a pas été analysé. La zone grisée indique la non-analyse du paramètre 

sur les individus F1.TCS à cause du faible nombre d’individus. 
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2.2 Reproduction des individus 

Les effets du benzo[a]pyrène sur la reproduction s’aggravent au fur et à mesure des 

générations (Tableau 6.2). La génération F0 exposée montre un pourcentage d’éclosion des 

œufs plus faible que les témoins mais aucun impact sur le comportement reproducteur n’est 

relevé (Regnault, 2016). Les effets transmis du benzo[a]pyrène sur la génération F1 

indirectement exposée impactent le comportement (diminution des femelles ayant pondu) 

(Chapitre III : partie 2.2.2.5), le pourcentage de couples ayant formé un amplexus (Chapitre 

III : partie 2.1) et le succès reproducteur (diminution du nombre d’œufs éclos) (Chapitre III : 

partie 2.1). Ainsi, une aggravation des impacts sur la reproduction est observée chez la 

génération F1 comparée à la génération F0 exposée. Les effets sur la génération F2 sont 

critiques avec une diminution du nombre d’œufs pondus, fécondés et éclos conduisant à 

l’effondrement de la population « benzo[a]pyrène » suite à l’absence de descendance F3 

viable (Chapitre V : partie 2.2.1). 

La population F0 est la génération la plus fortement impactée par l’exposition au triclosan au 

niveau de la fonction reproductrice (Tableau 6.2) (Regnault, 2016; Regnault, Usal et al., 

2018). Dans notre étude, le comportement reproducteur est perturbé à cause du rejet des 

mâles par les femelles provoquant une diminution du pourcentage d’amplexus réussis. Cet 

effet s’est accompagné d’une altération du succès reproducteur par la diminution d’œufs 

pondus, fécondés et éclos (Regnault, 2016), altération également observée chez une autre 

espèce d’amphibiens, Pelophylax perezi (Martins et al., 2017). Dans notre étude, l’ensemble 

de ces effets a entrainé un faible nombre de descendants F1 réduisant cette population à un 

seul couple viable à l’âge adulte. Il est impossible de conclure quant aux effets transmis sur 

la population F1 au vu du faible nombre d’individus. Bien que la reproduction de la 

génération F1 se soit bien déroulée, nous avons observé un nombre d’œufs éclos plus faible 

pour ce couple (Chapitre III : partie 2.1). Ces résultats sont en accord avec une étude 

précédente qui a également montré chez Oryzias latipes une diminution de l’éclosion des 

embryons d’individus F1 issus de parents exposés à 20 µg/L de triclosan (Ishibashi et al., 

2004). Dans notre étude, la génération F2 montre un meilleur comportement (diminution du 

temps de formation des amplexus) et succès (augmentation du nombre d’œufs fécondés et 

éclos) reproducteur que les individus F2 témoins (Chapitre V : partie 2.2.2). Cet effet pourrait 

être dû à une sélection drastique des individus F1 les plus aptes à survivre et à se reproduire.  
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La génération F0 exposée au mélange benzo[a]pyrène/triclosan montre un pourcentage 

d’éclosion des œufs plus faible  (Regnault, 2016) (Tableau 6.2). Les générations F1 et F2 

montrent également des perturbations importantes de la fonction reproductrice. En effet, le 

nombre de femelles F1 ayant pondu à 2h30 post-stimulation était plus faible que les témoins 

(Chapitre III : partie 3.2.2.4). De plus, le pourcentage d’amplexus formés au bout de 3h après 

stimulation est apparu également plus faible tout comme le nombre d’œufs éclos ce qui 

témoigne d’une perturbation du succès reproducteur (Chapitre III : partie 3.1). Pour la 

génération F2, le comportement et le succès reproducteur sont également altérés par une 

diminution du nombre d’œufs pondus associée à l’allongement du temps moyen nécessaire 

à la ponte pour toutes les femelles (Chapitre V : partie 2.2.3). Par ailleurs, les effets sur la 

reproduction des individus F1 sont les mêmes pour le mélange que ceux observés avec 

chacun des perturbateurs endocriniens séparément tandis que pour la génération F2 issue 

de grands-parents exposés au mélange, les effets des deux perturbateurs endocriniens 

semblent être annulés plutôt que cumulatifs ou synergiques. 

 

 

Tableau 6.2 : Effets directs (F0), multigénérationnels (F1) et transgénérationnels (F2) du 

benzo[a]pyrène, du triclosan et du mélange benzo[a]pyrène/triclosan sur la reproduction 

d’individus X. tropicalis. À chaque génération, les effets sont comparés aux témoins. Le 

symbole « flèche » indique une augmentation ou une diminution du paramètre cité tandis 

que le symbole « = » signifie une valeur similaire. L’absence de symbole atteste que le 

paramètre n’a pas été analysé.  

BaP TCS Mix

F0 F1 F2 F0 F1 F2 F0 F1 F2

Temps jusqu'à la ponte = = ↗

" ayant pondu = ↘ ↘ = ↘ = = ↘ =

Amplexus réussi = ↘ ↘ ↘ ↘ = = ↘ =

Temps jusqu'à formation d'un 
amplexus

= ↘ =

Ovocytes pondus = = ↘ ↘ = = = = ↘

Œufs fécondés = = ↘ ↘ = ↗ = = =

Œufs éclos = ↘ ↘ ↘ ↘ ↗ = ↘ =

Fécondité des œufs = = ↘ = = ↗ = = =

Éclosion des œufs fécondés ↘ = ↘ ↘ = ↗ ↘ = =

C
o

m
p

o
rt

e
m

e
n

t
Su

cc
è

s



Chapitre VI : Synthèse générale 

314 

 

2.3 Métabolisme énergétique des femelles 

Les effets transmis du benzo[a]pyrène sur le métabolisme énergétique des femelles F1 et F2 

semblent plus prononcés que les effets directs observés chez les femelles F0 (Tableau 6.3). 

Les trois générations développent un phénotype commun associant inflammation et 

désorganisation du tissu hépatique qui s’apparente à la pathologie hépatique NASH chez 

l’humain (Figure 1.18). Des différences de transcription de gènes impliqués dans la 

régulation de ces voies corroborent ces impacts histologiques et sont observées chez les 

trois générations (Chapitre III : partie 2.1, Chapitre IV : partie 2.1.1.3.3 et Chapitre V : partie 

2.1.1.6.3). Néanmoins, cette pathologie semble plus évoluée chez les femelles F2 issues de la 

population F0 directement exposée au benzo[a]pyrène pour lesquelles l’absence de stéatose 

hépatique pourrait témoigner d’une NASH avancée (Caldwell et al., 1999; Nagaya et al., 

2008) (Chapitre V : partie 2.1.1.6.2). Ces désordres métaboliques sont corroborés par l’étude 

transcriptomique qui a mis en évidence des perturbations des voies du métabolisme 

lipidique chez les trois générations (Chapitre III : partie 2.1, Chapitre IV : partie 2.1.1.3.3 et 

Chapitre V : partie 2.1.1.6.3). Ces dernières montrent également des effets qui s’apparentent 

à ceux du diabète mais dont le type pourrait différer selon la génération considérée. Chez la 

population F0, les effets s’associent plus particulièrement au pré-diabète de type 2 défini par 

une intolérance au glucose, une augmentation de la sécrétion d’insuline pancréatique et une 

glycémie basale à jeun non perturbée  (Drouin et al., 1999) (Chapitre III : partie 2.1). Les 

femelles de la population F1 présentent des effets observés chez des individus diabétiques 

de type 1 ou 2 avancé tandis que les femelles de la population F2 montrent des effets 

associés au diabète de type 1 (Drouin et al., 1999; Bergman et al., 2002). En effet, les 

femelles F1 montrent une diminution de la concentration en insuline plasmatique (Chapitre 

IV : partie 2.1.1.1) mais pas de changement dans la glycémie basale à jeun (Chapitre IV : 

partie 2.1.1.1). Les femelles F2 possèdent une glycémie basale à jeun plus élevée (Chapitre 

V : partie 2.1.1.1), une intolérance au glucose (Chapitre V : partie 2.1.1.2) et une 

concentration en insuline plasmatique après injection de glucose plus faible que les femelles 

témoins (Chapitre V : partie 2.1.1.4). Ce phénotype, s’accompagnant d’une sensibilité 

normale à l’insuline (Chapitre V : partie 2.1.1.3), exclut un phénotype diabétique de type 2.  

Les désordres métaboliques observés chez les femelles F0 exposées au triclosan sont 

différents de ceux transmis à la génération F2 (Tableau 6.3). Les femelles F0 exposées au 

triclosan ont développé un phénotype de type NAFLD (Chapitre III : partie 2.1 et Figure 1.18) 

et un pré-diabète de type 2 défini par une intolérance au glucose et une sécrétion d’insuline 

pancréatique augmentée (Chapitre III : partie 2.1). Les effets associés à ces pathologies sont 

« gommés » au fur et à mesure des générations en lien avec le goulot d’étranglement 
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observé à la génération F1. Malgré une sélection drastique des individus, les femelles F2 

présentent encore des désordres métaboliques : une augmentation de la concentration en 

lipides plasmatiques (Chapitre V : partie 2.1.2.1), la présence d’ilots inflammatoires 

hépatiques (Chapitre V : partie 2.1.2.4.1) et une perturbation de la transcription de gènes 

hépatiques impliqués dans la régulation du métabolisme lipidique et glucidique et du 

système immunitaire (Chapitre V : partie 2.1.2.4.3).  

Pour l’exposition au mélange, les désordres métaboliques associés au diabète sont présents 

à chaque génération, et ce malgré la sélection des individus causée par une mortalité 

significative chez les populations F1 et F2 (Tableau 6.3). Les trois générations montrent une 

pathologie hépatique de type NASH (Figure 1.18) corroborée par une transcription 

différentielle de gènes impliqués dans l’organisation tissulaire, dans l’inflammation ainsi que 

dans les métabolismes glucidique et lipidique (Chapitre III : partie 3.1, Chapitre IV : partie 

2.1.2.3.3 et Chapitre V : partie 2.1.3.4.3). Comme observé pour l’évolution des effets liés à 

l’exposition au benzo[a]pyrène, la pathologie pourrait être à un stade plus avancé chez les 

générations F1 et F2 car les femelles ne présentent plus de stéatose hépatique (Chapitre IV : 

partie 2.1.2.3.2 et Chapitre V : partie 2.1.3.4.2). Le phénotype de pré-diabète de type 2 est 

constaté chez les femelles F0 exposées au mélange et caractérisé par une intolérance au 

glucose, une sécrétion d’insuline pancréatique augmentée et une glycémie basale à jeun 

stable (Drouin et al., 1999) (Chapitre III : partie 3.1). Chez la génération F1, les femelles 

montrent encore une glycémie basale similaire à celle des femelles témoins mais la 

concentration en insuline plasmatique est plus faible ce qui témoigne d’effets s’apparentant 

à la pathologie de diabète de type 1 ou 2 avancé (Drouin et al., 1999; Bergman et al., 2002) 

(Chapitre IV : partie 2.1.2.1). Les femelles F2 ont une glycémie basale significativement plus 

élevée ainsi que des taux de triglycérides et de cholestérol plasmatiques augmentés 

(Chapitre V : partie 2.1.3.1). Ces effets pourraient faire penser à une aggravation des effets 

au cours des générations mais les femelles ne sont pas intolérantes au glucose ce qui exclut 

le phénotype « diabétique ». Deux hypothèses, agissant potentiellement de concert, 

pourraient expliquer ces effets. La première serait que les désordres métaboliques sont 

engendrés par la dégradation du foie comme expliqué au cours du chapitre V. La seconde 

hypothèse serait que la mortalité significative observée chez les populations F1 et F2 ait 

sélectionné certains individus. Ainsi, les effets observés chez la génération F0 pourraient être 

transmis seulement à certains individus ce qui expliquerait une perte de significativité pour 

certains effets au niveau de la génération F2 comme l’intolérance au glucose (due à la forte 

variabilité des données obtenues) (Chapitre V : partie 2.1.3.2).  
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Tableau 6.3 : Effets directs (F0), multigénérationnels (F1) et transgénérationnels (F2) du 

benzo[a]pyrène, du triclosan et du mélange benzo[a]pyrène/triclosan sur le métabolisme 

des femelles X. tropicalis. À chaque génération, les effets sont comparés aux témoins. Le 

symbole « flèche » indique une augmentation ou une diminution du paramètre cité, le 

symbole « = » signifie une valeur similaire et le symbole «-» montre un effet sur le 

paramètre cité. L’absence de symbole atteste que le paramètre n’a pas été analysé. La zone 

grisée montre que l’analyse du métabolisme n’a pu être réalisée sur les individus F1.TCS à 

cause du faible nombre de femelles. Le sigle « TG » indique les triglycérides, le sigle « Chol » 

indique le cholestérol et le sigle « ALAT » indique l’alanine aminotransférase. L’astérisque 

signale des gènes impliqués dans l’assimilation du glucose tandis que l’hashtag signale un 

gène impliqué dans la respiration mitochondriale. 

BaP TCS Mix

F0 F1 F2 F0 F1 F2 F0 F1 F2

Rapport hépato-somatique ↗ = ↗ ↗ = ↗ = =

Transcriptome - - - - - - - -

Quantité des lipides ↗ ↗ = ↗ = ↗ = =

Quantité des polysaccharides = = ↘ = = ↗ = =

Organisation du tissu ↘ ↘ ↘ ↘ = ↘ ↘ ↘

Inflammation ↗ ↗ ↗ = ↗ ↗ ↗ ↗

Quantité des polysaccharides ↘ = ↘ = = = ↘ =

Quantité des protéines = ↗ =

Transcription du gène SLC2A4 * = = = ↘ =

Transcription du gène RAB4B * = = = = ↘

Rapport adipeux-somatique = ↗ = = =

Transcription du gène PGC-1α *# ↗ = =

Glycémie basale = = ↗ = = = = ↗

Tolérance au glucose ↘ ↘ ↘ = ↘ =

Sensibilité à l'insuline ↗

Concentration de l'insuline à jeun ↘ = = ↘ =

Concentration de l'insuline post-
injection de glucose

↘

Concentration des TG = = = ↗ ↗ = = ↗

Concentration du Chol = = = = ↗ = = ↗

Activité ALAT ↗ ↗ ↗

Sécrétion de l'insuline ↗ ↗ ↗

Rapport gonado-somatique = ↘ ↗ = =
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3. Conséquences des perturbateurs endocriniens sur le déclin 

des amphibiens 

Les contaminants environnementaux et en particulier les perturbateurs endocriniens sont 

une des causes avérées d’impacts sur la biodiversité. Notre étude met en évidence les effets 

multiples de tels contaminants sur les traits d’histoire de vie ou sur la physiologie des 

xénopes directement exposés et sur leurs descendances (F1 et F2). Ainsi, les perturbateurs 

endocriniens pourraient jouer un rôle majeur dans le déclin mondial des populations 

d’amphibiens.  

Les impacts que nous avons observés sur le développement (retard de croissance) et la 

reproduction (comportement et succès reproducteur) d’individus directement et 

indirectement exposés aux perturbateurs endocriniens (benzo[a]pyrène, triclosan, mélange) 

pourraient diminuer le recrutement dans les populations (Hayes et al., 2010a) (Figures 1.3 et 

6.1). L’augmentation du temps jusqu’à la métamorphose complète, constatée chez les 

populations F0.BaP, F0.TCS, F1.BaP, F1.Mix et F2.BaP, implique que des individus de terrain 

pourraient être plus longtemps vulnérables à la prédation. De plus, beaucoup d’espèces 

d’amphibiens pondent dans des eaux temporaires. Pour éviter une mortalité des larves à 

cause de la dessiccation de ces habitats éphémères, il est primordial que les individus se 

métamorphosent rapidement (Denver et al., 1998). Lorsque qu’un habitat aquatique 

temporaire s’assèche, la concentration des polluants augmente ce qui pourrait renforcer les 

impacts sur la physiologie et/ou la viabilité des larves avant métamorphose. L’effet des 

perturbateurs endocriniens sur la taille et la masse observé chez les populations F1.BaP, 

F1.TCS, F1.Mix et F2.Mix pourrait également engendrer une vulnérabilité aux prédateurs in 

natura (De Vito et al., 1999). De plus, à cause de la diminution de la taille de la mâchoire des 

amphibiens et l’impossibilité à ingérer des proies habituellement consommées, leur capacité 

à se nourrir pourrait être compromise (Hayes et al., 2006). La perturbation de la croissance 

des amphibiens diminue également les chances de survie durant l’hibernation (Berven and 

Gill, 1983; Smith, 1987). Une relation positive existe entre le temps nécessaire à la 

métamorphose et la taille à ce même stade étant donné que la période larvaire est une 

période de croissance. Autrement dit, un individu qui prend plus de temps pour se 

métamorphoser deviendra plus grand. Néanmoins, les individus exposés ou issus 
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d’exposition au benzo[a]pyrène, au triclosan et au mélange ne montrent pas une 

augmentation de leur taille et/ou de leur masse malgré une augmentation de leur phase 

larvaire. Des perturbations du développement des membres et des organes reproducteurs 

ainsi qu’un retard de croissance (taille) pourraient limiter le potentiel de reproduction 

(Wilbur and Collins, 1973; Berven and Gill, 1983; Smith, 1987; Hayes et al., 2010b). En effet, 

la taille détermine l’âge à la maturité sexuelle ainsi que le nombre maximum et la taille des 

œufs que les femelles sont capables de produire (Shine, 1979, 1989; Mays et al., 2006). 

Ainsi, une augmentation de l’âge à la maturité sexuelle et une diminution du nombre 

d’individus matures et du nombre d’œufs pondus, comme constatées avec les perturbateurs 

endocriniens benzo[a]pyrène et triclosan, pourraient engendrer des perturbations du succès 

reproducteur et contribuer à un effondrement de la population à long terme (Figures 1.3 et 

6.1). De plus, une perturbation du comportement reproducteur associée à une diminution 

du pourcentage d’amplexus réussis (populations F1.BaP, F1.TCS, F1.Mix et F2.BaP) et de 

femelles ayant pondu (populations F0.TCS, F1.BaP, F1.TCS, F1.Mix et F2.BaP), pourraient 

également diminuer le recrutement pour des espèces de terrain (Figures 1.3 et 6.1).  

Bien que les amphibiens présentent une régulation de leur métabolisme moins fine que 

certains mammifères et qu’ils tolèrent de grandes variations de leur glycémie, les désordres 

métaboliques peuvent affecter leur développement, leur reproduction et leur survie (Figure 

6.1). Pendant l’hibernation, les amphibiens utilisent leurs réserves glycogéniques qui sont 

essentielles pour maintenir un métabolisme basal nécessaire aux fonctions vitales (Byrne 

and White, 1975). Une atteinte hépatique, comme celle observée chez les femelles xénopes 

à toutes les générations, pourrait perturber ce métabolisme et ainsi nuire aux chances de 

survie des individus sauvages en cours d’hibernation (Chapitre I : partie 2.3.1.3.1). Le foie 

régule également la synthèse du cholestérol, à partir duquel sont synthétisées les hormones 

stéroïdiennes, et la partie lipidique de la vitellogénine qui est le précurseur des réserves 

énergétiques utilisées par les embryons en cours de développement (Di Croce et al., 1997; 

Denslow et al., 1999) (Chapitre I : partie 2.3.1.3.1). Ainsi, la dérégulation de cette voie 

pourrait également expliquer les effets observés sur le développement et la reproduction 

des xénopes. Par exemple, la voie du cholestérol est particulièrement impactée chez les 

femelles de la population F2.BaP pour laquelle aucune descendance F3 n’a été viable 

(Chapitre V : parties 2.1.1.6.3 et 2.2.1).  En revanche, la voie du cholestérol est enrichie chez 



Chapitre VI : Synthèse générale 

319 

 

les femelles de la population F2.TCS qui ont montré un comportement et un succès 

reproducteur efficaces (Chapitre V : parties 2.1.2.4.3 et 2.2.2). Comme énoncé dans la partie 

3.2 du chapitre V, une notion de trade-off est mise en avant pour les populations issues 

d’exposition aux deux perturbateurs endocriniens seuls. La notion de trade-off se réfère à 

une corrélation négative entre certains aspects de performance ou de fitness (Futuyma and 

Moreno, 1988; Whitlock, 1996; Roff and Fairbairn, 2007), autrement dit des ressources sont 

allouées soit dans la croissance/survie soit dans la future reproduction (Stearns, 1992; 

Nilsson and Svensson, 1996; Roff, 2002). Au vu des importants désordres métaboliques, la 

population « benzo[a]pyrène » aurait allouée de l’énergie dans la croissance/survie plutôt 

que dans la reproduction, expliquant ainsi les perturbations de la reproduction à un an de 

maturité et l’effondrement de cette population (Lardner and Loman, 2003) (Chapitre V : 

partie 2.2.1 et Figures 5.39 et 6.1). Les ressources allouées pour la croissance sont 

particulièrement importantes chez les vertébrés ectothermes comme les amphibiens, étant 

donné que ces derniers continuent leur croissance même après avoir atteint leur maturité 

sexuelle et que la taille et la masse sont associées à un meilleur succès reproducteur (Reiss, 

1989; Heino and Kaitala, 1999). Ainsi, la stratégie de la population « benzo[a]pyrène » serait 

d’allouer de l’énergie dans la croissance pour envisager une meilleure reproduction à plus 

long terme. La population F2.TCS montre peu d’effets sur leur métabolisme et a donc pu 

allouer de l’énergie pour la reproduction bien qu’en fonction des espèces, la reproduction 

peut avoir un important coût énergétique (Crump and Kaplan, 1979; Berven, 1988; Lemckert 

and Shine, 1993; Lips, 2001; Lüddecke, 2002). 
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Figure 6.1 : Perturbations du 

métabolisme, du développement 

et de la reproduction observées 

chez les générations F0, F1 et F2 

directement et indirectement 

exposées au benzo[a]pyrène, au 

triclosan et au mélange pouvant 

aboutir au déclin des populations 

d’amphibiens. Photographies (a) et 

(b) issues de Hayes et al. (2006), (c) 

issue du site dailygeekshow.com, 

(d) issue du site bestioles.ca, (e) 

issue du site Aquaportail.com. 
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4. Perspectives de la thèse 

Les effets multi- et trans-générationnels du benzo[a]pyrène, du triclosan et du mélange 

pourraient trouver leurs origines dans différents mécanismes tels que les désordres des 

réserves énergétiques et/ou l’épigénétique. Il est probable que les deux mécanismes soient 

impliqués dans les effets observés chez les générations F0, F1 et F2. Une manipulation 

complémentaire a également été réalisée pour étudier l’impact de ces perturbateurs 

endocriniens sur le microbiote intestinal et ainsi comprendre le lien entre cet organe et les 

désordres métaboliques observés.  

 

4.1 Vers une validation des phénotypes de désordres métaboliques 

Les femelles de la génération F0 ont montré des effets typiques de la pathologie de diabète 

de type 2 chez l’homme (Regnault, Usal et al., 2018; Usal et al., 2019). Les femelles F1 issues 

de parents F0 exposés au benzo[a]pyrène et au mélange ont montré des effets associés au 

diabète de type 1 ou 2 avancé tandis que les femelles F2 issues de grands-parents F0 

exposés au benzo[a]pyrène ont montré des effets associés au diabète de type 1. Ces 

résultats corroborent la littérature dans laquelle de tels désordres métaboliques peuvent 

être transmis aux générations futures (Aerts and Van Assche, 2006; Ng et al., 2010; 

Steculorum and Bouret, 2011; Hanafi et al., 2016). Par exemple, des géniteurs mâles (rats) 

présentant des désordres métaboliques (obésité, intolérance au glucose) ont produit des 

descendants femelles développant également des dérèglements du métabolisme. En effet, 

ces descendants femelles ont montré une sécrétion d’insuline pancréatique altérée, une 

expression différentielle de gènes d’ilots pancréatiques impliqués dans le signalement wnt 

ou dans la voie de l’apoptose ainsi qu’une intolérance au glucose (Ng et al., 2010). Une 

perturbation du fonctionnement des cellules β pancréatiques est caractéristique d’un 

désordre métabolique de type diabète. Ces altérations peuvent être de différents types : une 

diminution de la masse des cellules β, un développement altéré du pancréas ou un défaut de 

maturation des cellules β (Hill, 2011). Ces dysfonctionnements peuvent conduire à de 

l’apoptose des cellules β et au développement d’infiltrats inflammatoires (Fonseca et al., 
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2011). Pour valider les hypothèses émises ici, il serait intéressant de comparer la sécrétion 

d’insuline pancréatique (Figure 6.2A) et l’organisation tissulaire générale du pancréas (Figure 

6.2B) (altération des jonctions serrées, présence d’infiltras inflammatoires) entre les 

différents groupes. Cette expérimentation est en cours d’analyse au sein du laboratoire.  

 

 

 

 

 

 

Figure 6.2 : Histologie du pancréas d’un témoin xénope de la génération F2. (A) 

Immunomarquage de l’insuline pancréatique. (B) Coloration giemsa. Grossissement x4. Les 

flèches noires indiquent des ilots de Langerhans avec de l’insuline marquée et les flèches 

blanches en pointillé montrent des ilots de Langerhans. (Photographies : S. Veyrenc) 

 

Les effets multi- et trans-générationnels ne sont peut-être pas exclusivement dus au 

phénotype maternel. En effet, des effets transgénérationnels paternels sur le métabolisme 

ont également été décrits chez des descendants de rats femelles (Ng et al., 2010). Ainsi, dans 

notre cas d’étude, le phénotype des mâles F0, F1 et F2 (quantification des polysaccharides et 

lipides hépatiques, étude du transcriptome et du fonctionnement hépatique, 

fonctionnement du pancréas, dosage des réserves énergétiques musculaires et des 

concentrations en lipides et insuline plasmatique) pourra être déterminé puisque les 

individus mâles de chaque génération ont été conservés dans les conditions optimales pour 

répondre à ces questions. 

 

A B 
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4.2 Vers une compréhension des perturbations du système 

reproducteur 

Les hormones gonadotrophines FSH et LH pourraient être dosées dans le plasma des 

femelles et des mâles des différentes générations. Ces hormones initient les changements 

structuraux et fonctionnels des gonades permettant ainsi la maturation des ovocytes et la 

spermatogénèse chez les amphibiens (Browne, 2007). Chez les mâles, la production de 

l’hormone FSH induit la synthèse de testostérone tandis que chez les femelles, elle induit la 

production d’œstrogène qui, en retour, active la synthèse de vitellogénine et conduit à la 

maturation des ovocytes (Chapitre I : partie 2.3.1.2.1). Une diminution de la concentration 

plasmatique de cette hormone pourrait expliquer le retard de maturité et l’altération du 

comportement et/ou du succès reproducteur observés chez certains de nos animaux. Par 

exemple, un dérèglement dans ce processus pourrait amener à un comportement de ponte 

perturbé, ce qui a été observé chez les femelles F2 issues d’une exposition des grands-

parents (F0) au mélange (Chapitre V : partie 2.2.3). Par ailleurs, une étude histologique des 

gonades femelles peut également être réalisée à la fois pour comptabiliser le nombre 

d’ovocytes en stade pré-vitellogénique, en stade vitellogénique et les ovocytes atrétiques 

(en cours de mortalité) et pour déterminer si des tissus mâles sont présents au sein des 

ovaires, ce qui démontrerait une perturbation endocrine. Pour les mâles, une étude de la 

qualité du sperme pourrait être menée en comptabilisant le nombre de spermatozoïdes, en 

déterminant la taille des testicules et la présence de structures ovariennes afin de 

comprendre la contribution paternelle dans la perturbation du succès reproducteur. Pour 

rappel, chez les amphibiens, l’œstrogène principal est le 17β-œstradiol et les androgènes 

sont la testostérone et l’androstanolone (métabolite actif de la testostérone) (Figure 1.14). 

La conversion de la testostérone en 17β-œstradiol est catalysée par l’aromatase (cyp19a1) 

et la conversion de la testostérone en androstanolone est catalysée par la 3-oxo-5-alpha-

steroid-4-dehydrogenase (srd5a1 et srd5a2) (Kanehisa et al., 2012). La transcription des 

gènes codant les enzymes cyp19a1, srd5a1 et srd5a2 peut être étudiée au niveau des 

gonades femelles et mâles pour comprendre s’il existe un lien entre la perturbation de la 

synthèse des hormones stéroïdiennes et le retard de maturité ou la perturbation du 

comportement reproducteur des xénopes issus des différentes générations et expositions. 

Cependant, lors d’une étude précédente caractérisée par une exposition à court-terme de 

xénopes mâles aux différents perturbateurs endocriniens étudiés, aucune différence dans la 

transcription des gènes codant pour cyp19 et srd5a n’avait été observée (Regnault et al., 

2016). 
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4.3 Hypothèses sur la transmission des effets des perturbateurs 

endocriniens 

4.3.1 Implication des perturbations des réserves ovocytaires  

Les perturbations métaboliques observées chez les femelles pourraient modifier les réserves 

ovocytaires perturbant ainsi le métabolisme et le développement de leurs descendants 

(Dziminski and Roberts, 2006). Ces réserves, principalement les lipides (cholestérol, 

triglycérides, acides gras et phospholipides), vont être dosées en métabolomique par 

Résonnance Magnétique Nucléaire avec la plateforme MetaToul-AXIOM (Toxalim, INRA de 

Toulouse). Un lien entre des effets sur le statut métabolique maternel d’une part et des 

désordres métaboliques ainsi que du stress oxydatif observés au sein d’ovocytes d’autre part 

a déjà été décrit (Colton et al., 2003; Ratchford et al., 2007; Igosheva et al., 2010; Wu et al., 

2010). En effet, ces études ont montré une augmentation de la quantité en glycogène, une 

diminution de la quantité d’ATP et une augmentation de la production de ROS au sein 

d’ovocytes de souris diabétiques (Colton et al., 2003; Ratchford et al., 2007) ainsi qu’une 

augmentation de la production de lipides et de ROS au sein d’ovocytes de souris obèses 

(Igosheva et al., 2010; Wu et al., 2010). Les désordres métaboliques observés chez les 

ovocytes pourraient se retrouver à l’âge adulte.  

 

4.3.2 Implication des mécanismes épigénétiques 

La transmission génétique basée sur le transfert vertical de l’ADN n’est pas le seul 

mécanisme impliqué dans l’hérédité. Le deuxième mécanisme pouvant expliquer les effets 

transgénérationnels observés chez les xénopes est relié à l’épigénétique qui étudie les 

changements dans l’expression des gènes n’impliquant pas de modification de la séquence 

d’ADN. Les voies épigénétiques ne sont pas à négliger puisqu’elles sont plus sensibles aux 

changements induits par l’environnement que le mécanisme génétique. Les changements 

épigénétiques se traduisent par des fixations de transposons (ARN non codants) aux 

molécules d’ADN, des modifications des histones (acétylation, méthylation, …) et des 

méthylations de l’ADN caractérisées par la méthylation des cytosines au sein des sites CpG. 
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Une méthylation de ces sites module l’expression des gènes (Head et al., 2012). Sachant que 

les mécanismes épigénétiques sont héritables et sensibles aux modifications 

environnementales (comme une exposition à des polluants), une exposition d’individus à ces 

changements peut avoir des conséquences sur des générations n’ayant pas été en contact 

avec ceux-ci. Les molécules que nous avons étudié, le benzo[a]pyrène et le triclosan, 

peuvent avoir des effets sur la méthylation de l’ADN (Corrales et al., 2014b; Zeng et al., 

2016). Ainsi, une des perspectives de cette thèse serait d’étudier la méthylation de l’ADN des 

gonades et du foie chez la population F0 exposée et la transmission de ces marques aux 

descendants F1 et F2. Une méthode possible pour étudier la méthylation de l’ADN consiste à 

immunoprécipiter l’ADN méthylé afin de le purifier en vue de son séquençage (méthode 

MeDIP-Seq pour Methylated DNA immunoprecipitation sequencing). Cette perturbation de la 

méthylation de l’ADN pourrait expliquer les désordres métaboliques transmis aux femelles 

des générations F1 et F2. En effet, des effets transgénérationnels d’obésité ont été constatés 

chez des descendants de rats exposés au bisphénol A et expliqués par la transmission d’ADN 

déméthylé via les spermatozoïdes (Manikkam et al., 2013). Eslam et al. (2018) ont 

également montré que la pathologie hépatique NAFLD pourrait induire des modifications de 

méthylation de l’ADN favorisant la transmission de perturbations du métabolisme 

mitochondrial et d’une pathologie de type résistance à l’insuline. Dans notre étude, nous ne 

pouvons savoir quels sont les effets transmis par la mère et ceux transmis par le père. Par 

conséquent, un projet a été déposé à l’Agence Nationale de la Recherche pour comprendre 

les effets sur le métabolisme transmis par chacun des sexes. Pour cela, une génération F0 de 

xénopes sera exposée pendant 12 mois du stade gastrula au stade adulte mature à un 

mélange de perturbateurs endocriniens. Par la suite, différentes modalités de reproduction 

des individus F0 seront réalisées pour comprendre la contribution de chaque sexe dans le 

développement de désordres métaboliques (Figure 6.3). Les effets sur le métabolisme seront 

étudiés sur la génération F0 exposée et sur les générations F1 et F2 non exposées.  
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Exposition à un mélange de PE

F0 (génération exposée) 

Témoins non exposés

Mâle exposé
Femelle exposée

Mâle exposé
Femelle non exposée

Mâle non exposé
Femelle exposée

Mâle non exposé
Femelle non exposée

Modalité de 

reproduction F0
F1 (génération non exposée) F2 (génération non exposée) 

Figure 6.3 : Effets maternels vs effets paternels des perturbateurs endocriniens. 

(Photographies : C. Regnault) 

 

4.4 Projet annexe : implication du microbiote intestinal dans les 

perturbations métaboliques 

Chez l’humain, le microbiote intestinal est indispensable à la fermentation des sucres et à 

l’absorption des nutriments (Qin et al., 2010), à la réponse immunitaire (Kamada et al., 2012) 

et à la régulation des désordres métaboliques (Cho et al., 2012). Les acides gras à courte 

chaine sont les principaux métabolites produits par le microbiote durant la fermentation des 

aliments et leur niveau dépend de la composition taxonomique du microbiote. Les acides 

gras tels que le propionate, butyrate et l’acétate passent la barrière intestinale pour être 

assimilés par le foie. Un déséquilibre de leur quantité contribuerait à des désordres 

métaboliques et inflammatoires (Puertollano et al., 2014). Ainsi, la composition bactérienne 

de l’intestin module le gain de poids, l’altération du métabolisme résultant de l’obésité 

(Harris et al., 2012) et l’immunité (Kim et al., 2012b). La composition précise du microbiote 

qui induirait ces désordres métaboliques est encore controversée. Certains scientifiques ont 

mis en avant le phylum Firmicutes, tandis que d’autres mettent en cause l’augmentation de 

la présence du phylum Bacteroidetes ou encore la perturbation du ratio 

Firmicutes/Bacteroidetes (Ley et al., 2006; Schwiertz et al., 2010; Koren et al., 2012). 

Les principaux phylums trouvés chez l’homme (Muñoz-Garach et al., 2016) sont également 

retrouvés dans l’intestin des amphibiens comme le montre la figure 6.4 (Zhang et al., 2016b).  
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Figure 6.4 : Structure du microbiote intestinal de Bufo raddei représentant l’abondance 

relative des phylums. Analyse issue de la publication de Zhang et al. (2016b). 

 

 

Dans notre étude, les désordres métaboliques observés chez les femelles issues des 

différentes générations et des différentes expositions pourraient être associés à des 

modifications de la composition bactérienne intestinale. Quelques résultats préliminaires 

issus de cette étude en collaboration avec Aurélie Bonin du Laboratoire d’Ecologie Alpine 

sont présentés dans cette partie.  

La composition taxonomique bactérienne intestinale des femelles F0 témoins semble 

différente de la composition des femelles F0 exposées aux perturbateurs endocriniens 

(Figure 6.5A). Concernant la génération F1, les groupes n’apparaissent plus distincts à cause 

de la présence d’une femelle F1 témoin vers les groupes des femelles issues des expositions 

au benzo[a]pyrène et au mélange (Figure 6.5B). 
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Figure 6.5 : Représentation de l’analyse en coordonnées principales de la composition 

taxonomique du microbiote intestinal des femelles exposées et issues de l’exposition au 

benzo[a]pyrène, triclosan et mélange benzo[a]pyrène/triclosan. (A) Génération F0 (n 

Témoin/BaP/TCS/Mélange = 4). (B) Génération F1 (n Témoin = 5, BaP/Mélange = 6). Les lignes permettent de 

relier les points du même traitement pour mettre en évidence un centre du groupe et les 

ellipses représentent un intervalle de confiance de 95% autour de ces centres.  

 

Aucune différence de l’indice de Shannon, témoignant de la diversité des bactéries 

intestinales, n’est observée entre les femelles F0 exposées aux trois perturbateurs 

endocriniens et les femelles F0 témoins (Figure 6.6A). Cependant, une diminution 

significative de l’indice de Shannon est observée  chez les femelles F1 issues d’exposition au 

benzo[a]pyrène alors qu’aucune différence de l’indice de Shannon n’est constatée entre les 

femelles F1 témoins et F1 mélange (Figure 6.6B). Une diminution de cet indice a déjà été 

B 

A 
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observée chez des mâles adultes Bufo raddei exposés à des métaux (Zhang et al., 2016b). De 

plus, chez des souris obèses avec un syndrome métabolique de type diabète, une diminution 

de la diversité bactérienne intestinale a également été décrite (Turnbaugh et al., 2008). 

 

 

Figure 6.6 : Indice de Shannon du microbiote intestinal de xénopes. (A) Femelles F0 

témoins et exposées au benzo[a]pyrène, triclosan et mélange benzo[a]pyrène/triclosan. (B) 

Femelles F1 issues de la génération témoin et exposées au benzo[a]pyrène, triclosan et 

mélange benzo[a]pyrène/triclosan. Les moyennes sont représentées par les barres 

horizontales et les barres verticales mènent jusqu'aux valeurs minimales et maximales. (n F0 

Témoin/BaP/TCS/Mélange = 4 ; n F1 Témoin = 5, BaP/Mélange = 6) 

 

Au vu de ces résultats, il semblerait que la composition du microbiote soit légèrement 

impactée par l’exposition aux perturbateurs endocriniens. Cependant, la variabilité inter-

individuelle amène à une diminution de la puissance statistique et pourrait « gommer » les 

effets des perturbateurs endocriniens sur le microbiote intestinal. Les grands écart-types 

observés s’expliquent probablement par un trop faible nombre de réplicas pour ce genre 

d’étude. Ainsi, il serait intéressant d’augmenter le nombre de réplicas pour pouvoir conclure 

sur les effets des perturbateurs endocriniens sur le microbiote. En perspective, le microbiote 

intestinal pourrait être analysé chez les femelles F2 en utilisant un nombre de réplicas 

supérieur ou égal à au moins dix individus.  
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