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AVANT- PROPOS 

Je présente ici mon projet de maîtrise qui a vu le jour en septembre 2007 grâce aux 

premiers résultats obtenus dans le cadre du « Projet Amphibien ». Ce projet, mis sur 

pied en 2003 par un groupe de chercheurs du Toxen (UQAM), vise à évaluer le 

potentiel toxique des contaminants agricoles lessivés dans les rivières avoisinantes, 

en utilisant le ouaouaron de la rivière Yamaska comme espèce sentinelle. Au fil des 

ans, les analyses ont permis de constater que les niveaux de vitamine A sanguin et 

hépatique des individus sont grandement altérés selon l'intensité de l'activité 

agricole. L'objectif de mon projet était donc de cibler le catabolisme hépatique d'un 

rétinoïde possi blement tératogène chez les ouaouarons par rapport à un gradient de 

contamination agricole et d'explorer un métabol isme simi laire chez une 1ignée 

cellulaire (PI9). 

Ce mémoire est constitué en trois chapitres, dont le premier est consacré à la revue de 

littérature des mécanismes impliqués dans le métabolisme de l'acide rétinoïque ainsi 

que l'utilisation des rétinoïdes comme biomarqueurs. Les deux autres chapitres 

présentent les résultats obtenus dans le cadre de mes analyses en laboratoire. Le 

chapitre" est rédigé sous la forme d'un article scientifique dont je suis l'auteure 

principale, présentement en processus de traduction et qui sera bientôt soumis à la 

revue «Toxicology in vitro». J'ai pris part à l'échantillonnage sur le terrain en 2007 et 

en 2008, au niveau de la capture des grenouilles, de leur manipulation ainsi que du 

prélèvement de tissus pour analyses. J'ai aussi travaillé à la mise au point d'une 

méthode HPLC pour doser les métabolites de l'acide rétinoïque. J'ai finalement 

effectué l'ensemble des expérimentations en laboratoire et les analyses statistiques. 

Monique Boily, ma directrice de recherche, est co-auteure pour cet article. 
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Le troisième chapitre fait état d'expérimentations ne faisant pas partie de la 

publication, mais qui présentent un intérêt en ce qui a trait à la culture cellulaire et à 

l'étude des processus moléculaires entourant le métabolisme de l'acide rétinoïque. 

Dans le cadre d'un stage précédant le début de ma maîtrise, j'ai aussi pris part à la 

publication d'un article scientifique, présenté en annexe, pour lequel je suis co­

auteure. 

La réal isation de mon projet a été encouragée par des bourses d'étude (2008-2010) 

provenant d'une subvention' À la découverte' du CRSNG, octroyée à ma directrice 

de recherche, ainsi que par une bourse d'excellence de l'UQAM (2009), Fonds à 

l'accessibilité et à la réussite des études - FARE). 

Je tiens à remercier Monique Boily, ma directrice de recherche pour son expertise, sa 

générosité et surtout sa patience. Je tiens aussi à remercier ma codirectrice Joanne 

Paquin pour ses conseils, ses idées et ses réflexions. Ce projet de maîtrise n'aurait pas 

pu être ce qu'il est sans le support et la bonne humeur de Philip Spear. Je dois 

décerner un merci tout spécial à Marjolaine Bisson qui m'a épaulée durant la mise au 
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RÉsurvIÉ. 

Au courant du demi-siècle dernier, le déclin des espèces et des populations 
d'amphibiens est devenu un problème bien réel. Aujourd'hui, la science propose de 
nombreux facteurs tant environnementaux qu'anthropiques pour expliquer ce 
phénomène. Parmi ceux-ci, la contamination des milieux aquatiques par les pesticides 
et fertilisants agricoles semble corréler tout particulièrement. D'ailleurs, plusieurs cas 
de malformations aux membres ont été répertoriés chez des grenouilles vivant en 
zones agricoles. Ce phénomène pourrait compromettre, entre autres, le succès 
reproductif des populations et par conséquent la survie des espèces dans Je milieu. Le 
type d'anomalie rapporté rappelle fortement celui provoqué lors d'un débalancement 
dans l'homéostasie de l'acide rétinoïque (AR). 

Les rétinoïdes sont des molécules endogènes responsables d'un grand nombre de 
processus physiologiques d'importance, et parmi ces molécules, l'AR joue un rôle 
crucial au moment de la morphogenèse. Ses effets sont assurés par sa liaison à des 
récepteurs nucléaires spécifiques. La synthèse et le catabolisme de J'AR sont 
finement régulés étant donné la forte activité nucléaire de la molécule. Un léger 
déséquilibre dans le métabolisme de J'AR peut donner lieu à de graves conséquences 
sur le développement embryonnaire d'un organisme. Certains pesticides sont connus 
pour interférer dans le métabolisme et les voies de signalisation de l'AR. 

L'hypothèse de départ du projet postule que le mélange de pesticides et de fertilisants 
auquel les amphibiens sont exposés dans les plans d'eau avoisinant les terres 
agricoles provoque une perturbation du métabolisme des rétinoïdes en altérant le 
travai 1d'enzymes-clefs. C'est ainsi que des concentrations anormales d'AR seraient à 
la base des effets tératogènes observés sur le terrain. 

Pour vérifier cette hypothèse, des essais enzymatiques ont été effectués pour juger 
l'efficacité enzymatique des cytochromes P450 à cataboliser l'AR en un métabolite 
secondaire majeur, l'acide tout-trans-4-oxo-rétinoïque (tt-4-oxo-AR), sur des 
animaux provenant d'habitats contaminés selon un gradient d'activité agricole. Le 
choix du modèle amphibien s'est arrêté sur le ouaouaron (Rana catesbeiana). En 
effet, la présente étude s'inscrit dans le « Projet Amphibien », une grande étude 
toxicologique portant sur la santé du ouaouaron vivant en milieu agricole, dans le 
bassin versant de la rivière Yamaska, au Québec. La caractérisation partielle de 
l'activité catabol ique des microsomes hépatiques de ouaouaron sur l'AR a perm is, 
pour la première fois, la mise en évidence d'un substrat préférentiel, la détermination 
de valeurs de Km et V max et la démonstration de l'implication des enzymes du 
CYP450 dans cette réaction. 
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De façon générale, l'activité d'oxydation chez les mâles était plus importante que 
chez les femelles, malgré un poids du foie et des concentrations en protéines 
microsomaJes plus faibles et ce, pour les deux années d'échantillonnage. Les résultats 
suggèrent aussi une stimu lation du catabol isme hépatique de l'AR par les microsomes 
hépatiques des ouaouarons provenant des sites les plus contaminés. Aussi, ayant une 
taille significativement plus faible, les grenouilles des sites fortement contaminés 
semblaient connaître certains problèmes de croissance. L'étude comparative de 
l'efficacité d'oxydation de l'AR chez le ouaouaron de la rivière Yamaska aura donc 
permis de cerner davantage l'un des mécanismes impliqués dans la tératogénie 
associée à un débalancement dans les concentrations effectives d'AR. 

Dans la seconde partie du projet, le catabolisme de l'AR a été tenté sur un modèle 
cellulaire choisi, les cellules P 19. Cette exploration avait pour objectif de reproduire 
et maximiser un protocole d'oxydation de l'AR sur des cellules répondant à cette 
molécule, de façon à l'utiliser ultérieurement pour étudier les bases moléculaires 
derrière le métabolisme de l'AR. La culture des cellules P19, l'extraction de 
microsomes à partir de ces cellules et l'activité catabolique de l'AR en essais 
enzymatiques ont été investigués selon un protocole déjà établi. Les premières 
expériences n'ayant pas fonctionné, un prétraitement des cultures à l'AR a été 
expérimenté. Le taux de mortalité dans les cultures suite à cette pré-exposition s'est 
vu augmenter. De plus, bien que quantifiable, les concentrations de produits formés 
(tt-4-oco-AR) étaient très faibles et les résultats rarement reproductibles. Suite à ces 
constatations, une mise au point de la méthode d'extraction des microsomes dans le 
but d'augmenter le rendement des protéines microsomales à pal1ir des cellules a été 
suggérée pour de futures tentatives. Aussi, des essais sur les homogénats cellulaires 
seraient à prévoir pour tenter de maximiser la réponse enzymatique. Malgré tout, 
l'utilisation des cellules PI9 pour l'étude des mécanismes sous-jacents à l'émergence 
des malformations associées à l'AR observées chez les amphibiens en milieu agricole 
s'avère une avenue prometteuse. 

Mots clefs: Acide rétino"ique, CYP450, acide 4-oxo-rétinoïque, mlCrosomes 
hépatiques, Rana catesbeiana, contaminants agricoles, cellules P19. 



INTRüDUCTTlüN. 

Depuis la fin des années 70, on constate une grave diminution dans l'abondance des 

espèces et des populations d'amphibiens, un phénomène à l'échelle planétaire 

(Beebee et Griffiths, 2005; McCaIlum, 2007; Nystrom et al., 2007; Stuart et al., 

2004). La rapidité avec laquelle certaines populations se sont effondrées, l'étendue de 

ces vagues de disparition et leur synchronisme dans plusieurs régions du globe ont 

obligé les scientifiques à s'interroger sur l'origine de ce grave déclin. Les études se 

succèdent et les chercheurs s'entendent pour dire que ce phénomène est 

muJtifactorieJ: changements climatiques (McMenamin et al., 2008; Pounds et al., 

2007), disponibilité et qualité des habitats (Becker el al., 2007; Davidson el al., 2001) 

et maladies infectieuses diverses (Daszak, et al., 2003; Raffel et al., 2008). Toutefois, 

la contamination environnementale par les pesticides d'origine agricole semble 

corréler tout particulièrement (Albert et al., 2007; Davidson, et al., 2001; Loveridge 

et al., 2007; Relyea, 2005, 2009; Relyea et Diecks, 2008; Sparling el al., 2001). 

Au Québec, comme presque partout ailleurs, le secteur agroalimentaire occupe une 

grande part de l'économie de marché. Entre les années 1990 et 2008 la valeur des 

terres agricoles transigées au Québec a été multipliée par plus de 4, passant de 1620 

$/ha à 7 081 $ $/ha (Valeur des terres agricoles dans les régions du Québec, 2005 et 

2009)1. Alors que le territoire labouré diminuait considérablement, les superficies 

consacrées aux grandes cultures (maïs et soja) ont augmenté au détriment d'autres 

utilisations des terres agricoles, couvrant 26,4% du territoire cultivé au Québec. 

1 http://www.fadq.qc.ca/ 
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Près de 56 % des superficies en maïs se trouvent dans la région de la Montérégie, 

principalement dans les bassins versants des rivières Yamaska et Richelieu (Simard, 

2002; 2004)2. Bien que lucrative, la culture du maïs nécessite d'énormes quantités de 

fertilisants et pesticides. En 2006, plus de 3,5 millions de kg d'ingrédients actifs ont 

été vendus au Québec, dont plus de la moitié exclusivement pour les monocultures 

(Gorse et Dion, 2009). Les pratiques agricoles rendant les sols vulnérables à 

l'érosion, les pesticides et les engrais ruissellent facilement dans les cours d'eau 

avoisinants, rendant précaire la qualité des milieux aquatiques (Simard, 2004)2. Les 

fertilisants azotés, l'atrazine et le glyphosate sont parmi les contaminants agricoles les 

plus abondants dans les cours d'eau avoisinant les zones de culture intensive (Giroux 

et al., 2006). 

Depuis déjà quelques années, des effets néfastes sur la santé de la faune aquatique 

vivant en zone agricole sont répertoriés. Plusieurs études ont été menées sur la 

toxicité chez les poissons, mais l'intérêt est d'autant plus grand concernant les 

amphibiens. En effet, leur cycle de vie majoritairement aquatique, la grande 

perméabilité de leur peau ainsi que leur position dans la chaîne alimentaire favorisent 

la bioaccumulation et donc l'exposition continue aux contaminants 

environnementaux (Loveridge et al., 2007). Parmi les effets toxiques des pesticides 

démontrés chez différentes espèces de grenouilles, se dénombrent, entre autres, 

l'augmentation du taux de mortalité (Relyea, 2005, 2009; Relyea et Diecks, 2008), la 

diminution de l'activité cholinergique (Sparling el al., 2001), de l'immunité innée 

(Davidson et al., 2001) et du compte phagocytaire (Brodkin et al., 2007), la réduction 

du développement des gonades chez le têtards (Hayes et al., 2003) ainsi que la 

perturbation de l'homéostasie de la vitamine A (Bérubé et al., 2005). 

2 http://www.mddep.gollv.qc.caJeali/bassjnversant/global-2004/index.htm 
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Parallèlement à ces effets physiologiques, plusieurs cas de malformations ont été 

observés chez des grenouilles vivant à proximité de zones agricoles. L'événement le 

plus impol1ant est sans doute celui du 8 août 1995 au Minnesota où des élèves d'une 

école élémentaire ont retrouvé plusieurs grenouilles malformées lors d'une sortie 

scolaire (Vandenlangenberg et al., 2003). Au Québec, des grenouilles difformes ont 

été observées dans les eaux contaminées de la vallée du St-Laurent (Ouellet et al., 

1997). Les types d'anomalies les plus fréquemment rencontrés comprennent une 

réduction ou une absence d'un segment de membre (ectromélie, phocomélie), 

l'absence d'un ou plusieurs membres (amélie) ou, à l'opposé, des parties de membre 

ou des membres en surnombre (polymélie, polyphalangie, polydactylie) et finalement 

des membres complets mais anormalement développés (Meteyer et al., 2000). Les 

conséquences de telles anomalies pour un organisme sont fatales: mobilité réduite 

avec répercussions sur la quête de la nourriture, susceptibilité à la prédation et 

diminution du succès reproductif. 

Les recherches concernant les causes des effets tératogènes en milieu agricole ont 

évidemment pris de j'ampleur au cours des dernières décennies. De nombreuses 

études ont ainsi permis de montrer que l'apparition d'effets tératogènes serait due, 

entre autres, à une perturbation du métabolisme des rétinoïdes. Les rétinoïdes sont des 

micronutriments dérivés de la Vitamine A (rétinol: ROH) essentiels à un grand 

nombre de processus physiologiques de première importance. Parmi ces molécules, 

l'AR joue un rôle crucial dans le développement embryonnaire. Lors de 

l'organogenèse, par exemple, l'AR fixe des récepteurs nucléaires spécifiques et, 

agissant comme facteur de transcription, influence le patron spatial de la formation 

des membres. Les concentrations d'AR sont finement régulées étant donné la forte 

activité nucléaire de celui-ci et un léger débalancement peut conduire à de graves 

effets tératogènes (Hoffmann et Eichele, 1994; Morriss-Kay et Sokolova, 1996). 
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C'est en partie grâce à l'action d'enzymes de la famille des cytochromes P450 

(CYP450) que les concentrations d'AR actives sont contrôlées. Suite à son action au 

niveau de l'ADN, l'AR est catabolisé en produits solubles par les P450 qui peuvent 

ensuite être facilement éliminés. Certaines substances dont le TTNPB, l'acide 

méthoprène et certains pesticides organochlorés sont reconnus pour interférer dans le 

métabolisme des rétinoïdes.Ainsi peut-on croire que des contaminants puissent nuire 

au travail de ces enzymes-clefs, changeant les concentrations cellulaires d'AR et 

favorisant le développement anormal d'un organisme exposé. Le système des 

rétinoïdes est donc un biomarqueur adéquat pour identifier des substances comme 

étant potentiellement toxiques ou tératogènes et pour mieux saisir les mécanismes 

cellulaires impliqués. 

Le projet Amphibien mis de l'avant en 2003 par des chercheurs du TOXEN de 

l'UQÀM vise à étudier les effets des contaminants d'origine agricole sur les 

populations de ouaouarons vivant dans le bassin versant de la rivière Yamaska. Cette 

rivière est l'affluent Je plus pollué du fleuve St-Laurent et constitue donc un site de 

choix pour évaluer les effets de la pollution des milieux aquatiques sur l'homéostasie 

des rétinoïdes. La situation du ouaouaron n'est pas précaire au Québec et c'est 

pourquoi il a été sélectionné comme espèce sentinelle. Les premières études ont 

permis de constater une diminution significative dans les réserves de rétinoïdes 

hépatiques ainsi que dans les concentrations plasmatiques en ROH chez les individus 

provenant des sites fortement contaminés (Bérubé el al., 2005; Boily el al., 2005). 

L'objectif premier du présent projet de maîtrise était de comparer le profil 

catabolique de l'AR chez des ouaouarons provenant de sites exposés à un gradient de 

contamination agricole (faible, moyenne, forte). Pour juger de l'efficacité de l'activité 

des CYP450, un protocole d'essai enzymatique a préalablement été mis au point pour 

le modèle choisi. 
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Une fois les paramètres de base établis, les essais ont pu être effectués sur J'ensemble 

des individus et les résultats comparés entre les sexes et les sites d'échantillonnage. 

Cette étude aura donc permis de vérifier certaines hypothèses en ce qui a trait au 

système des rétinoïdes chez la grenouille. 

Ce projet de grande envergure permet de juger de l'effet de la contamination des 

milieux aquatiques sur le système des rétinoïdes. Toutefois, les mécanismes 

cellulaires sous-jacents aux malformations des membres, restent à peu près inconnus. 

C'est dans cette optique qu'une seconde partie du projet visait à explorer le 

métabolisme de l'AR à partir d'un modèle cellulaire répondant à la signalisation des 

rétinoïdes, pour éventuellement procéder à des expositions en laboratoire et ainsi 

cibler les étapes critiques potentiellement altérées par des contamÎnants. Comme il 

n'existe pas de lignée cellulaire in vitro dérivée des amphibiens, la lignée cellulaire 

P19 issue d'un carcinome embryonnaire de souris a été sélectionnée. Ce modèle 

apparaît tout à fait adéquat puisque les cellules expriment de façon naturelle et stable 

les enzymes et récepteurs d'intérêt. En réduisant au maximum les biais associés aux 

études in vivo, ce modèle d'étude pourrait fournir plusieurs réponses en ce qui a trait 

aux mécanismes régissant l'apparition des malformations observées chez des 

grenouilles vivant en milieux agricoles. 



CHAPITRE 1
 

ÉTAT DES CONNAISSANCES.
 

1.1. AMPHIBIEN À L'ÉTUDE: LE OUAOUARON. 

Le ouaouaron aussi appelé Grenouille-taureau, est le plus gros spécimen anoure de 

l'Amérique du Nord. C'est une espèce originaire de la côte Est des États-Unis, de la 

frontière mexicaine à la région des Grands Lacs et au sud du Canada. Elle a été 

introduite avec succès dans de nombreuses parties du monde, entre autre l'Europe 

(Lever, 2003). Au Canada, le ouaouaron se retrouve en Nouvelle-Écosse et dans le 

sud du Nouveau-Brunswick, du Québec et de l'Ontario. Au Québec, il est 

pal1iculièrement commun en Outaouais et dans la vallée du Saint-Laurent. Le 

ouaouaron est une espèce aquatique qui peut habiter la plupart des points d'eau 

permanents: lacs, baies, rivières, étangs et marais, (Desroches et Rodrigue, 2004). 

Rana catesbeiana est une espèce très vorace. Les insectes et autres invertébrés 

constituent une part impol1ante de sa diète. Il s'alimente fréquemment de grenouilles 

de plus petite tai Ile, y compris des membres de sa propre espèce, des têtards, des 

petits poissons et des écrevisses. Exceptionnellement, il peut aussi se nourrir de souris 

ou de couleuvres. 

La reproduction du ouaouaron s'étend sur une grande période, de juin à août. Les 

mâles sont très territoriaux (territoire défendu: 2,5 à 3m) et les femelles sélectionnent 

leur partenaire en fonction du chant et de la qualité du territoire qu'il défend. Le mâle 

fertilise les œufs à mesure qu'ils sont pondus par la femelle ce qui forme une pellicule 

à la surface de l'eau. L'éclosion des œufs survient 3 à 6 jours après la ponte. Les 

têtards restent à l'état larvaire pendant 2 à 3 ans avant de se métamorphoser. 
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Au Québec, l'artificialisation des berges et des lacs et Je développement de la 

villégiature font du tort aux populations locales de ouaouarons. La récolte 

commerciale pourrait aussi menacer l'espèce. En effet, l'espèce est recherchée pour la 

valeur gastronomique de ses cuisses. Seulement dans la province, on estime qu'entre 

13000 et 25000 individus sont capturés chaque année pour la consommation 

humaine ou pour être vendus aux institutions d'enseignement comme spécimen de 

laboratoire (Desroches et Rodrigue, 2004). 

1.2 LA VITAMINE A ET LES RÉTINüÏDES. 

Le système entourant les molécules dérivées de la vitamine A n'est bien connu et 

documenté que pour la classe des mammifères. Dans la présente recherche, la 

littérature et le design expérimental relatifs aux rétinoïdes sont donc basés sur les 

concepts et théories connus pour cette classe animale. 

1.2.1 Structure et propriétés des rétinoïdes. 

Les rétinoïdes constituent une famille de molécules lipophiles dont la structure 

s'apparente fortement à celle du ROH, globalement connu sous le nom de vitamine 

A.lls consistent en un cycle cyclohexène triméthylé sur une chaîne tétraéne dont 

l'extrémité est attachée à un groupement fonctionnel polaire carbone-oxygène 

(Figure 1.1). Leur nature instable en fait des molécules très sujettes à l'isomérisation 

et à la dégradation sous l'inlluence de la lumière. Parmi les isomères possibles, les 

formes tout-trans, 9-cis et 13-cis sont les plus courantes. L'oxygène de l'air ainsi que 

la chaleur provoquent rapidement l'oxydation des rétinoïdes, menant à leur 

inactivation (Barua et Furr, 1998). 
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Figure 1.1. Structure moléculaire de divers rétinoïdes. Adapté de Napoli, 1999. 

1.2.2 Importance physiologique de la vitamine A. 

Dans l'organisme, la vitamine subit plusieurs transformations enzymatiques, chaque 

étape produisant une nouvelle molécule de la famille des rétinoïdes. Les rétinoïdes 

endogènes sont retrouvés sous différentes formes. Plusieurs molécules rétinoïques 

représentent les formes de synthèse (ROH et rétinaldéhyde), d'entreposage (esters de 

rétinol) et finalement d'élimination (métabolites polaires). L'ensemble des effets 

propres aux rétinoïdes est toutefois engendré par la liaison d'un rétinoïde « actif », 

l'AR, à son récepteur nucléaire spécifique (Boily et al., 2004). 

La grande famille des rétinoïdes couvre un large spectre d'implications 

physiologiques. L'un des phénomènes les plus étudiés concernant les rétinoïdes est 

sans doute l'implication essentielle du rétinaldéhyde dans la régénération des 

pigments visuels (Rushton et Henry, 1968). Plus récemment, l'AR a été reconnu 

comme un inducteur de la sécrétion de certaines cytokines inflammatoires 

(Dzhagalov et al., 2007), provoquant une augmentation de la prolifération et de 

l'activité des cellules T (Ertesvag et al., 2002). C'est par contre en tant que 

modulateur de la croissance et du développement embryonnaire que l'AR est le plus 

sollicité. La molécule active influence des événements aussi fondamentaux que la 

différenciation, la prolifération, l'apoptose et la régionalisation cellulaire au moment 

de l'organogénèse chez l'embryon (Campo-Paysaa et al., 2008; Duester, 2008; 

Napoli, 1996). 
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Pour J'ensemble des vertébrés, la segmentation, ou l'arrangement périodique des 

vertèbres qui formeront la colonne vertébrale, est un événement embryonnaire arbitré 

par l'AR. Selon le gradient de sa concentration et par l'entremise de récepteurs 

nucléaires spécifiques, l'AR guide le positionnement des somites à partir du 

mésoderme. Malgré les grandes différences morphologiques entre les diverses classes 

de vertébrés, le métabolisme des rétinoïdes et plus particulièrement les molécules qui 

le rendent possible, ont été très bien conservés durant l'évolution. Par conséquent, 

l'implication de l'AR dans le phénomène de segmentation chez le poisson (Vermot et 

Pourquié, 2005), l'amphibien (Moreno et a!., 2008; Moreno et Kintner, 2004), 

l'oiseau (Diez Del Corral et al., 2003; Kawakami et a!., 2005) et le mammifère 

(Vermot et a!., 2005) est fortement comparable. 

Bien qu'elle soit nécessaire dès la vie embryonnaire, un excès ou une carence en 

vitamine A peut provoquer de graves conséquences. En situation de carence en ROH, 

l'ensemble des organes et tissus est sujet à l'hypovitaminose, rendant leur 

développement précaire. Lors d'un grave manque, l'absence de ROH peut aller 

jusqu'à provoquer la mort de l'embryon. De plus, un excès ou une carence en AR 

peut engendrer des malformations, une fragilité osseuse ou encore une inhibition de la 

croissance (Boily et al., 2004; Mazurais et al., 2009; Zi le, 2001). 

1.2.3 Métabolisme des rétinoïdes. 

1.2.3.1 Absorption et entreposage du ROH 

Parce que les vertébrés ne peuvent la synthétiser de nova, l'apport en vitamine A se 

fait exclusivement par le biais de la diète. Les sources possibles de rétinoïdes incluent 

les aliments d'origine animale, comme le foie et le jaune d'œuf, dans lesquels la 

vitamine A, sous sa forme estérifiée, est disponible (esters de rétinol: ER). Les fruits 

et légumes verts et jaunes, quant à eux, contiennent des provitamines comme le ~­

carotène, précurseur rétinoïque (Tzimas et Nau, 2001). Le ~-carotène est absorbé tel 

quel par les entérocytes à partir de la lumière de l'intestin. 
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Une fois dans la muqueuse intestinale, il est converti dans un premier temps en 

rétinaldéhyde par la ~-carotène-15,15'-dioxygénase, et par la suite en ROH grâce à la 

rétinaldéhyde réductase. Lorsqu'absorbée sous forme d'esters, la vitamine A est 

d'abord transformée en ROH au niveau dela lumière intestinale par des enzymes 

pancréatiques, avant d'être absorbée par diffusion facilitée par les entérocytes 

(Figure 1.2). 

Lorsque l'organisme est en situation de suffisance, le ROH en surplus est estérifié en 

palmitate de rétinol (PR) par des enzymes hépatiques (LRAT- lécithine: rétinol 

acyltransférase et ARAT-acyl CoA-rétinol acyltransférase). Le PR résultant est 

jumelé à· des triglycérides et des apoprotéines qui s'agglomèrent sous forme de 

chylomicrons (Figure 1.2). Ces derniers sont drainés par le système lymphatique 

jusqu'au foie où, par endocytose, le PR est libéré et transféré aux cellules étoilées. 

C'est à cet endroit que la vitamine A est majoritairement entreposée, sous forme de 

PR (Figure 1.3). Au moment d'une demande ciblée par le foie lui-même ou les tissus 

non hépatiques, les ER sont hydrolysés (HER: hydrolase des esters de rétinol) et le 

ROH formé circule dans le sang jusqu'au tissu requérant grâce à une protéine de 

transport plasmatique (RBP: retinol binding protein) (Boily el al., 2003; Napoli, 

1996,1999; Wolf, 2001). 
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Figure 1.2. Absorption de la vitamine A au niveau de l'intestin. ARAT: Acyl­
CoA: rétinol acyltransférase, LRAT: Lécithine: rétinol acyltransférase, HER: 
Hydrolase des esters de rétinol, ROH: Rétinol déshydrogénase, RALR: 
Rétinaldéhyde réductase. Inspiré de Napoli (1996, 1999) et Wolf (2001). 
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Figure 1.3. Entreposage et libération hépatique des rétinoïdes. RBP: Protéine de 
transport du rétinol. HER: Hydrolase des esters de rétinol, ARAT: Acyl-CoA: rétinol 
acyltransférase, LRA T: Lécithine: rétinol acyltransférase. Inspiré de Napoli (1996, 
1999) et Wolf(2001). 

1.2.3.2 Métabolisme cellulaire de l'AR 

Une fois arrivé au tissu en besoin, le complexe ROH-RBP est reconnu et fixé par un 

récepteur membranaire spécifique (STRAT6), qui diminue J'affinité du ROH envers 

la RBP et lui permet de s'y dissocier et de pénétrer, seul, à l'intérieur de la cellule 

(Figure 1.4). Une fois intégré à la cellule, le ROH se lie à une nouvelle protéine 

(CRBP: cellular retinol binding protein) (Ouester, 2008). Le complexe formé sert par 

la suite de substrat à deux types d'enzymes: les alcool- et rétinol-déshydrogénases. 

L'alcool déshydrogénase (AOH) est une enzyme cytosolique dépendante du NAD(H) 

tandis que la rétinol déshydrogénase (ROH) se retrouve dans la fraction microsomale 

et utilise le NAOP(H) comme cofacteur. 
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Le produit de l'oxydation réversible exécutée par ces enzymes, le rétinaldéhyde 

toujours lié à CRBP, devient à son tour la cible d'une seconde oxydation, cette fois 

essentiellement irréversible. 

Cette étape est catalysée par les différents isomères de la rétinaldéhyde 

déshydrogénase (RALDH) qui se rencontrent majoritairement dans le cytosol et 

requièrent le NAD(H) comme cofacteur enzymatique. L'activité des RALDHs sur le 

complexe rétinaldéhyde-CRBP donne lieu à la formation de l'AR, qui lie à son tour 

une protéine intracellulaire (CRABP: cellular retinoic acid binding protein). Cette 

protéine agit à titre de navette, transférant l'AR du cytoplasme vers le noyau et 

contrôle ainsi les quantités d'AR disponibles pour la liaison aux récepteurs 

nucléaires. Il existe deux isoformes de CRABP: la CRABP-I, qui conserve AR hors 

du noyau et la CRABP-IJ qui guide AR vers le génome pour y activer les récepteurs 

RAR (Napoli, J993, J996; Ottonello et al., 1993; Sessler et Noy, 2005). 
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Figure 1.4: Métabolisme intracellulaire de l'AR. ADHs: Alcool déshydrogénases, 
CRABP: Protéine de transport cellulaire de l'AR, RALDHs: Rétinaldéhyde 
déshydrogénases, RDHs: Rétinol déshydrogénases, CYP450: Cytochrome P450, 
RBP: Protéine de transport du rétinol. Inspiré de Duester (2008) et Nezzar et al., 
2007. 

1.2.3.3 Action de l'AR sur la transcription génique. 

Les actions biologiques des rétinoïdes dépendent des récepteurs X des rétinoïdes 

(RXRs) et des récepteurs à l'AR (RARs), qui représentent des facteurs de 

transcription activés par la liaison du ligand (Figure 1.5). 
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Les deux familles de récepteurs nucléaires sont divisées en trois différents types (a, ~ 

et y), issus du codage de gènes distincts. Chacun d'eux (RAR a,~,y et RXR a,~,y) se 

rencontre sous plusieurs isoformes, résultat d'un épissage alternatif ou de l'utilisation 

préférentielle de promoteurs. Chaque isoforme est exprimée de façon constitutive et 

lie l'ADN en J'absence de son ligand. Ils suivent également des patrons précis 

d'expression, qui dépendent du temps et de l'espace, au cours du développement 

embryonnaire et de la vie adulte d'un organisme. La régulation transcriptionneJle des 

gènes cibles des rétinoïdes repose, en plus de la fixation du ligand tout-trans à RAR, 

sur la reconnaissance entre les deux récepteurs et l'àssemblage coopératif des 

hétérodimères RAR-RXR au niveau des régions promotrices, les éléments de réponse 

à l'AR (RARE) (Nezzar et al., 2007). L'induction de la transcription dépendante de 

cet élément de réponse dépend aussi de l'habilité de l'hétérodimère à recruter les co­

activateurs, qui forment des complexes protéiques fournissant plusieurs activités 

enzymatiques (acétylases et kinases) (Lefebvre, 2001). 

Transcription 

RXRa,~,y/RARa, 

Figure 1.5: Activité nucléaire de l'AR. Le récepteur RAR (a,~,y) agit en 
hétérodimère avec le récepteur RXR (a,~,y) comme facteur de transcription sur 
l'élément de réponse à l'AR (RARE) lors de la liaison de l'AR. Adapté de Napoli 
(1999). 

1.2.3.4 Inactivation de l'AR en produits solubles. 

Une fois son action transcriptionnelle effectuée, l'AR est séquestré par la protéine 

CRABP. Le complexe est dirigé vers le réticulum endoplasmique où il sera reconnu 

et métabolisé en produits plus solubles par des enzymes dépendantes du NADP(H) de 

la famille des cytochromes P450 (Figure 1.4). 
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Les molécules non liées à la CRABP seront plutôt reconnues par l'UDP-glucuronyl 

transférase qui catalyse, avec J'aide de la coenzyme UDPGA (Acide 5'-diphospho­

glucuronique uridine), la synthèse du retinoyl-~-glucuronide, produit davantage 

polaire. L'UOP-glucuronyl transférase ne reconnaît pas le CRABP-AR comme 

substrat, signifiant que ce type de catabolisme s'applique majoritairement dans les 

cellules n'exprimant pas la protéine de transport cellulaire (hépatocytes, cellules de la 

muqueuse intestinale). Puisque la plupart des tissus exprime la CRABP, les processus 

d'oxydation effectués par les CYP450 sont les plus courants (Napoli, J999). Les 

membres de la famille CYP26 (P450RAI) sont ceux dont J'activité catabolique est la 

plus importante en ce qui a trait à l'AR. Les produits de l'action directe de ces 

enzymes sont l'acide tout-trans-4-hydroxy-rétinoïque et l'acide toul-trans-4-oxo­

rétinoïque. Enfin, l'isoforme 4-oxo-AR est aussi susceptible à l'isomérisation 

naturelle en 13-cis-4-oxo-AR. En plus faibles quantités, d'autres produits polaires tels 

les acides tout-trans-18-hydroxy, tout-trans-14-hydroxy et 5,6-époxy rétinoïques sont 

aussi formés (Boily et al., 2004; Napoli, 1999; Nezzar et al., 2007). Les produits 

solubles résultant du catabol isme enzymatique de l'A R peuvent être éliminés ou 

réutilisés, selon le besoin. 

L'impact de la fixation de l'AR à son récepteur nucléaire est large. En plus de 

stimu 1er la transcription des protéines associées aux effets des rétinoïdes, le système 

rétinoïque est fortement régulé par ses propres composantes. À sa liaison, AR 

favorise, au besoin, la transcription de l'ensemble des protéines nécessaires au bon 

déroulement du métabolisme de la vitamine A soit, les enzymes de synthèse (LRAT, 

ARAT, HER, ROH, AOH, RALOH), les protéines de transport (CRABP, CRBP), les 

enzymes cataboliques (CYPs) ainsi que les récepteurs nucléaires (RXR, RAR). Par 

exemple, une forte concentration en AR au niveau du noyau stimule la transcription 

des enzymes d'estérification et d'entreposage de façon à rétablir les concentrations 

cellulaires d'AR. 
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L'AR, par sa concentration, régule donc lui-même son propre métabolisme depuis la 

conversion des formes estérifiées en formes circuJantes du ROH jusqu'à 

l'inactivation de}' AR en métabolites polaires (Napoli, 1999). 

1.2.4 Interactions moléculaires dans le catabolisme de l'AR. 

Par son implication incontournable dans le développement embryonnaire, le 

métabolisme de l'AR a souvent été ciblé lors d'études toxicologiques pour tenter 

d'expliquer certaines anomalies du développement. Ces recherches ont permis 

d'identifier certaines molécules ayant le pouvoir d'interférer dans le métabolisme 

normal de l'AR. 

1.2.4.1 Stimulation du métabolisme. 

1.2.4.1.1 Le TTNPB, un analogue du tt-AR. 

Les premières évidences sur le potentiel de l'AR à engendrer la multiplication ou 

l'absence de membres sont survenues lors d'études sur un modèle aviaire (Hoffmann 

et Eichele, 1994). Suite à ces découvertes, plusieurs chercheurs ont souhaité rapporter 

ces effets sur différents modèles biologiques et par divers isomères de l'AR. C'est 

ainsi qu'une étude a été mise sur pied pour Xenopus laevis, et l'efficacité du tt-AR, du 

PR et de l'acide (E)-4-[2-(S,6,7 ,8-tétrahydro-S,S,8,8-tétraméthyl-2-naphthylenyl)-1­

propenyl] benzoique (TTNPB), un analogue fonctionnel de l'AR et un activateur 

synthétique spécifique des RAR, à provoquer des anomalies au niveau des membres a 

été démontrée. Le TTNPB est une molécule stable, contrairement à l'AR et peut 

engendrer des malformations suite à une très courte exposition (Gardiner et al., 

2003). Chez la souris, des bourgeons de membres en développement ont été exposés 

au TTNPB, ce qui a permis de découvrir que la molécule se lie à la protéine CRABP, 

qu'elle résiste à l'oxydation et qu'elle prolonge l'activation des récepteurs RAR 

(Pignatello et al., 1997). Il est également un fort activateur de l'isoforme CYP26, 

responsable du catabolisme de l'AR en métabolites polaires (Lemaire et al., 200S). 
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1.2.4.1.2 L'acide méthoprène, un analogue de l'acide 9-cis rétinoïque. 

L'acide méthoprène est un dérivé métabolique du méthoprène, un insecticide agricole 

analogue de l'hormone juvénile. Cette molécule est un régulateur de croissance qui 

interfère dans le processus de maturation par lequel les insectes passent du stade des 

œufs au stade adulte. Il a été démontré que le pesticide fixe avec une affinité 

spécifique certaines isoformes des récepteurs RXR, hétérodimères obligatoires de 

RAR, sur une lignée cellulaire de mammifère, ce qui pourrait stimuler la transcription 

génique par RARE. Toutefois, ni le méthoprène ni l'acide méthoprène, testés à 

différentes concentrations n'ont provoqué d'anomal ies morphologiques chez la 

grenouille léopard (Harmon et al., 1995). 

1.2.4.1.3 Les pesticides organochlorés. 

L'étude de Lemaire et al. (2005) a montré que cel1ains pesticides organochlorés 

activent spécifiquement les récepteurs RAR humains. Puisque les pesticides 

organochJorés ont des effets tératogènes bien connus chez les animaux (Gupta et al., 

1978; Ottolenghi el al., 1974), ces résultats supp011ent l'hypothèse que les 

malformations des membres observées en milieu agricole peuvent être dues à des 

substances interférant dans les phénomènes moléculaires du métabolisme et dans la 

signalisation de /' AR. Plus spécifiquement, il semble que le chlordane, la dieldrine, 

l'aldrine, l'endrine et l'endosulfane activent les récepteurs RAR de types a et y. 

Considérant la persistance des pesticides organochlorés dans j'environnement, ces 

résultats tentent à appuyer l'hypothèse que l'augmentation du taux de malformations 

des membres puisse être due à une exposition prolongée aux pesticides organochlorés 

(Lemaire el al., 2005). 
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1.2.4.2 Inhibition du métabolisme. 

1.2.4.2.1 Les fongicides « azoles ». 

Certaines molécules sont connues pour inhiber le CYP450 responsable de la 4­

hydroxylation de l'AR. Ces substances font souvent partie de la grande famille des 

« azoles », des fongicides industriels, pharmaceutiques et agricoles, entre autres. Le 

kétoconazole et le c\otrimazole, inhibant la majorité des CYP450 de façon non 

spécifique, sont donc aussi actifs sur l'isoforme CYP26 responsable du catabolisme 

de l'AR. Les fongicides triazoles, une sous-famille, représentent aussi de bons 

inhibiteurs, d'autant plus que leur action est très sélective à CYP26, comparativement 

aux précédents (Menegola et al., 2006). Ces substances peuvent nuire à l'activité 

catabolique au niveau de la cellule. Certaines substances ont, d'un autre côté, un 

pouvoir inhibant sur la synthèse même des enzymes sur lesquelles repose l'oxydation 

de l'AR. C'est le cas du p,p'-DDE, un des métabolites les plus persistants du DDT 

qui diminue de façon dose-dépendante l'expression génique des CYP26 chez la 

grenouille rousse (Leiva-Presa et al., 2006). 

1.3 MISE AU POINT D'UN BIOMARQUEUR D'EXPOSITION. 

Suivant l'objectif de la mise sur pied d'un biomarqueur d'exposition à la 

contamination agricole, le projet Ouaouaron qui s'échelonne depuis 2003 dans le 

bassin versant de la rivière Yamaska, a déjà montré des effets néfastes sur 

l'homéostasie des rétinoïdes. La rivière Yamaska est la plus polluée de la province du 

Québec et les extraits d'eau de surface, analysés pour plus de 53 pesticides, révèlent 

principalement de l'atrazine et du métolachlore à des concentrations de l'ordre du 

flg/L (Annexe 2). L'échantillonnage des ouaouarons a été fait dans des sites exposés à 

différentes intensités d'activité agricole. Dès la première année, les profils hépatique 

et plasmatique des rétinoïdes ont révélé des résultats différents entre les sites (Bérubé 

et al., 2005; Boily et al., 2005; Boily et al., 2009). 
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Des concentrations significatives de ROH et de 13-cis-4-oxo-AR, un métabolite 

secondaire du catabolisme de l'AR, ont été retrouvées dans le plasma des ouaouarons 

et les taux de 13-cis-4-oxo-AR ont été significativement différents entre les sites. Au 

nIveau de l'entreposage hépatique, les concentrations en ROH étaient 

significativement plus basses chez les individus provenant d'un site contaminé 

comparativement à un site de référence. D'après ces premiers résultats sUI" le dosage 

simple des rétinoïdes, l'activité métabolique hépatique semble être affectée par des 

conditions locales, telles que l'exposition à l'ensemble des contaminants et 

fertilisants agricoles retrouvés dans les milieux aquatiques. La tendance des 

métabolites sanguins à être en plus grandes quantités dans les sites fortement 

contaminés pousse aussi à croire que le catabolisme de l'AR est stimulé par la 

présence des pesticides. De façon à cerner davantage le(s) processus altéré(s) donnant 

lieu à ces résultats, le présent projet suggère un second biomarqueur, cette fois de 

type métabolique. Selon l'hypothèse de l'implication de l'AR dans les malformations 

observées sur le terrain, les débalancements rétinoïques pourraient être dus à une 

stimulation de l'activité P450. Malgré la présence simultanée de contaminants 

inducteurs et inhibiteurs, le bilan des effets engendrés par la « soupe» de pesticides à 

laquelle les organismes sont exposés serait une augmentation de l'activité P450 et 

donc une élimination plus rapide de J'AR cellulaire. 

En analysant le potentiel d'oxydation de ces enzymes dans le foie des ouaouarons, il 

serait possible de déterminer s'il y a bel et bien un déséquilibre dans le catabolisme 

enzymatique expliquant les profils de rétinoïdes obtenus depuis 2003. Par la suite, 

l'essai mis au point pourra servir de biomarqueur d'exposition considérablement 

fiable pour le modèle amphi bien choisi. 
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1.4 EXPLORATION DU MÉTABOLISME DE L'AR SUR UN MODÈLE CELLULAIRE 

1.4.1 Mise en contexte 

L'étude des conséquences physiologiques d'une exposition aux pesticides et 

fertilisants agricoles chez le ouaouaron permet d'avoir une idée générale de l'état de 

santé des organismes vivant en milieu agricole. Toutefois, plusieurs paramètres sont 

hors contrôle lors d'une étude sur le terrain. Dans l'optique de mieux isoler les 

phénomènes rétinoïques susceptibles d'être altérés par les contaminants agricoles et 

d'éventuellement obtenir des réponses plus précises aux différentes hypothèses, la 

deuxième partie de ce projet de maîtrise visait à explorer le métabolisme de l'AR sur 

un modèle cellulaire, en laboratoire. Une fois le métabolisme bien établi, il sera 

possible de faire des expositions in vitro à divers contaminants et mélanges de ceux-ci 

et enfin procéder à l'ensemble des analyses nécessaires, sans restriction quant à la 

quantité de matériel biologique. Puisqu'il n'existe à ce jour aucune lignée cellulaire 

issue des amphibiens, la lignée cellulaire P19 de carcinome embryonnaire de souris a 

été sélectionnée comme matériel biologique pour cette partie du projet. Ce choix est 

tout à fait justifié puisque les cellules PI 9 expriment et répondent de façon naturelle 

aux différentes molécules, enzymes et récepteurs nucléaires rétinoïques d'intérêt. 

1.4.2 Généralités 

Les cellules de carcinome embryonnaire (EC) représentent un système très similaire à 

celui des cellules souches embryonnaires (ES). Ce sont des cellules souches issues de 

tumeurs malignes, les tératocarcinomes (Loubet et Fiszman, 1998). Les cellules P19 

isolées par McBurney et son équipe en 1982 (Jones-Villeneuve et al., 1982) dérivent 

d'un tératocarcinome produit par la greffe d'un embryon de souris de 3 jours dans des 

testicules de rat adulte. Ces cellules sont indifférenciées et en présence de sérum, elles 

peuvent croître continuellement et conserver leur statut pluripotent. De la même 

façon que les cellules de type ES, elles peuvent donner naissance à plusieurs types de 

cellules (Martin, 1975). 
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Les molécules les plus efficaces dans l'indu~tion de la différenciation des P19, à des 

concentrations non cytotoxiques, sont l'AR et le diméthylsulfoxide (DMSO) 

(McBurney et al., 1982). Une concentration de 0,5% DMSO induit la différenciation 

cardiaque (Paquin et al., 2002) alors .que l'AR induit la différenciation neuronale 

(Jones-Villeneuve et al., 1982). 

Au niveau nucléaire, l'AR initie une cascade d'événements débutant par la liaison de 

la molécule active à son récepteur nucléaire, comme précédemment expliqué (Figure 

,5) à la seule différence que les cellules PI9 expriment deux des trois isoformes de 

récepteurs à AR, soit RARa et RARy. Six jours après l'induction à des concentrations 

d'AR variant de 0,3 à 1,0 !lM, les neurones représentent le premier et le plus 

abondant type cellulaire formé. Dans une propol1ion moindre, des cellules gliales et 

des cellules semblables aux fibroblastes peuvent aussi se former (Jones-Villeneuve et 

al., 1982). Les cellules EC PI9 constituent donc un outil intéressant pour l'étude in 

vitro du développement embryonnaire. 

1.4.3 Catabolisme de l'AR 

Le métabolisme de l'AR par les cellules P19 et par les microsomes de ces cellules a 

été partiellement établi par (Sonneveld et al., 1999). En moins de 4 à 6 heures, 

l'oxydation du tt-AR est déjà bien amorcée et le taux d'oxydation peut être suractivé 

suite à un prétraitement à l'AR. Le catabolisme de l'AR donne lieu à cinq métabolites 

différents, notamment J'acide 4-hydroxy-rétinoïque qui est le métabolite majeur 

formé ainsi que l'acide 18-hydroxy-rétinoïque et l'acide 4-oxo-rétinoïque, deux 

métabolites secondaires. Les cellules F9 de type EC représentent un autre modèle 

cellulaire capable de métaboliser aisément l'AR et ce métabolisme a déjà été bien 

établi par (Williams et Napoli, 1985). Le catabolisme de l'AR par ces cellules 

s'apparente assez bien à celui décrit précédemment. Le métabolisme oxydatifde l'AR 

par les cellules de type EC semble être bien conservé. 
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1.5 OBJECTIFS ET HYPOTHÈSES 

Beaucoup d'études rapportent des effets délétères de contaminants d'origine agricole 

sur le développement et la morphogénèse des amphibiens. Cependant, on n'a encore 

que peu d'informations sur le mécanisme de toxicité de ces contaminants. 

L'implication d'un débalancement de l'homéostasie de la vitamine A dans les 

anomalies du développement chez les amphibiens vivant en milieu agricole est un fait 

bien établi. Les malformations des membres observées sur le terrain semblent être 

provoquées plus particulièrement par un débalancement dans les concentrations 

cellulaires d'AR disponibles pour l'action génique, provoquant une organogenèse 

anormale. Dans cet ordre d'idée, une altération de l'activité des enzymes du 

métabolisme de [' AR serait une hypothèse plausible au phénomène de malformations 

des membres. 

Les enzymes du cytochrome P450, qui régulent les concentrations cellulaires d'AR 

en inactivant les molécules d'AR déjà utilisées au niveau du noyau, sont une cible de 

choix pour les contaminants agricoles. En effet, les enzymes de la famille des 

CYP450 sont des protéines dites « détoxifiantes », mobilisées et impliquées au 

premier plan dans les processus d'inactivation des contaminants de tout type. L'étude 

comparative de l'oxydation de l'AR par les CYP450 chez des amphibiens provenant 

d'habitats exposés à un gradient de contamination agricole pourrait donc fournir des 

informations pertinentes quant aux effets néfastes des pesticides et fertilisants sur le 

métabolisme de l'AR, et donc sur le développement anormal des organismes. 

Toutefois, le métabolisme des rétinoïdes étant relativement complexe, les cibles 

d'altérations métaboliques par les contaminants sont nombreuses. C'est pour cette 

raison qu'un deuxième volet s'est inscrit à ce projet. Grâce à l'utilisation d'un modèle 

cellulaire répondant de façon naturelle à la signalisation de l'AR et ses récepteurs 

nucléaires spécifiques, ['étude des voies d'altérations possibles serait grandement 

facilitée. 
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En réduisant au maximum les biais relatifs aux études sur le terrain, l'exposition in 

vitro pourrait ultérieurement générer des conclusions solides, de façon rapide et 

simple. Dans cette optique, les objectifs et hypothèses de la présente étude sont les 

suivants: 

1- Faire une comparaison du profil catabolique de l'AR chez le ouaouaron à celui 

publié pour d'autres vertébrés. Puisque très bien conservé chez les vertébrés, le 

métabolisme de l'AR chez le ouaouaron devrait être similaire à celui des poissons, 

des oiseaux et des mammifères. Faire une comparaison du profil du catabolisme de 

l'AR chez le ouaouaron mâle à celui chez la femelle. L'échantillonnage des 

spécimens ayant lieu lors de la période de reproduction des ouaouarons Uuin et 

juillet), le métabolisme général chez la femelle devrait être majoré par rapport à celui 

du mâle, une grande quantité d'énergie étant requise pour la fabrication des œufs. 

II - Faire une comparaison du profil catabolique de l'AR chez le ouaouaron selon le 

grad ient de l'intensité de l'activité agricole entourant les 6 sites d'échanti llonnage. 

Certains pesticides, comme l'acide méthoprène et les organochlorés, sont bien connus 

pour induire la transcription et l'activité des CYP450. Toutefois, ces contaminants ne 

se retrouvent qu'en très faible concentration dans les sites d'échantillonnage étudiés. 

L'analyse in vitro de la capacité d'oxydation de l'AR permèttra de comparer les taux 

de métabolites formés selon Je gradient d'exposition des animaux. S'il s'avère que les 

niveaux de métabolites formés soient plus élevés chez les ouaouarons provenant des 

sites les plus contaminés, cela suggérera que le « mélange» de contaminants a bel et 

bien un effet inducteur sur l'activité globale des CYP450. 

III - Reproduire et optimiser un protocole d'oxydation de l'AR sur uri modèle 

cellulaire: les cellules de carcinome embryonnaire de souris PJ9. L'oxydation de 

l'AR par les cellules PI9 a déjà été étudiée dans le cadre de recherches antérieures 

(Solari et al., 2010; Sonneveld et al., 1999). Le suivi de l'oxydation de l'AR dans les 

cellules P19 permettrait de vérifier si une perturbation de ce métabolisme peut se 

produire tôt dans le développement embryonnaire. 
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2.1. RÉSUMÉ 

Depuis les 30 dernières années, le déclin des populations et espèces d'amphibiens est 
un problème bien rée!. La contamination par les pesticides et fertilisants agricoles 
semble être l'une des causes principales à ce déclin, d'autant plus qu'une 
augmentation de l'émergence des cas de grenouilles difformes a été rapportée. Les 
anomalies répertoriées rappellent fortement celles induites par un débaJancement des 
concentrations effectives d'acide rétinoïque (AR). L'AR est le métabolite actif de la 
vitamine A (rétinol: ROH), un micronutriment endogène impliqué dans le 
positionnement de l'axe antéropostérieur lors de la formation des membres durant 
l'embryogénèse. L'influence de l'AR sur l'organogénèse dépend de sa concentration 
cellulaire disponible pour son action sur la transcription génique. Une enzyme du 
cytochrome P450 (CYP26) régule ces concentrations en inactivant l'AR en 
métabolites polaires. Selon J'hypothèse que la contamination agricole puisse altérer 
l'efficacité de cette enzyme, l'activité catabolique sur l'AR par des microsomes 
hépatiques de ouaouarons mâles et femelles exposés à un gradient d'activité agricole 
a été investiguée. La caractérisation partielle de J'activité enzymatique a permis de 
révéler un substrat préférentiel, J'acide l3-cis-rétinoïque, ainsi que des valeurs de 
paramètres cinétiques (Km = 85JlM; Vmax = 4, 14nmole/mg prot./h). La comparaison de 
la réponse enzymatique entre les sexes a dévoilé une activité plus importante chez les 
mâles. Pour les deux sexes, l'oxydation de l'AR tendait à être plus élevée dans les 
sites les plus contaminés. De plus, des mesures morphométriques (longueur museau­
cloaque) ont été comparées et pourraient suggérer des problèmes de croissance chez 
les ouaouarons provenant des sites fortement contaminés. Dans l'ensemble, les 
résultats obtenus dans cette étude supp0l1ent l'hypothèse d'une altération dans 
J'efficacité catabolique des CYP450 sur l'AR, un phénomène pouvant donner lieu aux 
malformations observées en milieu agricole. 

Mots-clés: Acide rétinoïque, acide 4-oxo-rétinoïque, cytochrome P450, Rana 
catesbeiana, microsomes hépatiques, contaminants agricoles. 
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2.2. INTRODUCTION 

Depuis une trentaine d'années on constate une diminution importante de l'abondance 

des espèces et des populations d'amphibiens à travers le monde. Parallèlement à ce 

déclin, on observe, dans les habitats aquatiques des zones agricoles intensives, une 

augmentation du nombre de grenoullles présentant des malformations (Ouellet et a!., 

1997). Ces anomalies, qui varient de l'absence à la multiplication de certaines 

structures, touchent parti cu 1ièrement les membres postérieurs des amphibiens 

(Johnson et al., 2002; Lannoo et a!., 2003; Meteyer et a!., 2000; Schoff et a!., 2003). 

Plusieurs causes probables à ces malformations ont été découvertes, comme les 

radiations UV, les infections parasitaires ainsi que l'exposition à des substances 

toxiques (Ankley et a!., 2004). Les anomalies observées en milieu agricole rappellent 

fortement celles produites en laboratoire où des chercheurs ont fait varier la 

concentration d'acide rétinoïque (AR) chez des embryons d'oiseaux et de grenouilles 

(Hoffmann et Eichele, 1994; Satre et Kochhar, 1989; Sulik et Dehart, 1988). Comme 

certains contaminants de types 'azole' et organochloré, entre autres, sont déjà connus 

pour interférer dans le métabolisme de l'AR (Boyer et a!., 2000; Gilbert et a!., 1995; 

Lemaire et a!., 2005; Menegola et al., 2006), force est de croire que la contamination 

agricole pourrait causer ce même genre de complications. 

L'AR est le métabolite actif du ROH, un micronutriment endogène essentiel à la 

croissance et au développement des vertébrés. L'organogénèse est influencée par 

l'action d'enzymes métaboliques contrôlant la formation de l'AR à partir du ROH. Le 

métabolisme de l'AR se fait en deux étapes durant lesquelles le ROH est d'abord 

oxydé en rétinaldéhyde, qui est à son tour oxydé en AR (Duester, 2008). L'AR est 

une petite molécule morphogène qui, par son rôle de facteur de transcription génique, 

orchestre le patron de segmentation lors de la formation des membres chez les 

vertébrés (Eichele, 1989; Yashiro et a!., 2004; Zhao et a!., 2009). 
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Les effets de l'AR sont. produits grâce à sa liaison à deux types de récepteurs 

nucléaires qui lient l'ADN en tant qu'hétérodimères: les récepteurs de l'AR (RAR) et 

les récepteurs des rétinoïdes X (RXR). L'AR actif fixe le partenaire RAR de 

l'hétérodimère et, selon une concentration précise, stimule la transcription de gènes 

spécifiques, influençant la morphogenèse. La concentration de l'AR au niveau de la 

cellule nécessite donc une régulation très fine pour éviter un débalancement pouvant 

donner lieu, par exemple, à des malformations au niveau des membres (Mazurais el 

a!., 2009). Chez l'ensemble des vertébrés (Hollemann el a!., 1998; Ray el a!., 1997; 

White et al., 1996), cette responsabil ité a été attribué, en grande partie, à une 

isoforme de la famille des cytochromes P450 (CYP26), qui inactive l'AR en acide 4­

hydroxy-rétinoique (4-0H-AR), métabolite majeur de l'AR et en acide 4-oxo­

rétinoïque (4-oxo-AR) (White et a!., 2007). La polarité augmentée de ces molécules 

par rapport à l'AR leur permet de regagner la circulation sanguine et d'être 

ultérieurement éliminées. Le métabolite 4-oxo-AR a été reconnu pour manifester une 

forte affinité envers les récepteurs RAR modulant ainsi la spécification positionnelle 

chez l'embryon amphi bien (Pijnappel et a!., (993). 

Le dosage des rétinoïdes a été largement utilisé comme biomarqueur de 

contamination environnementale, autant chez les poissons (Arcand-Hoy et Metcalfe, 

1999), les amphibiens (Bérubé et a!., 2005; Leiva-Presa et a!., 2006), les oiseaux 

(Champoux et a!., 2006; Kuzyk et a!., 2003), que chez les mammifères (Murk et a!., 

1998). Toutefois, les mécanismes cellulaires sous-jacents aux déséquilibres 

rétinoïdiens, ainsi que le rôle de certains contaminants sur ces mécanismes, restent 

encore mal conn us. 
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L'objectif principal du présent projet est de vérifier le potentiel pe11urbateur d'un 

milieu contaminé par les pesticides et fertilisants sur le catabolisme de l'AR mesuré 

dans les microsomes hépatiques de ouaouaron. De récentes études sur le ouaouaron 

ont révélé des débalancements non négl igeables dans les niveaux de réti noïdes 

plasmatiques et hépatiques, phénomène lié à l'intensité de l'activité agricole 

avoisinante. De plus, des concentrations significatives de 13-cis-4-oxo-AR, un 

isomère du métabol ite 4-oxo-AR, ont été dosées dans le plasma des grenoui Iles, des 

concentrations augmentant dans le même sens que l'exposition aux contaminants 

agricoles (Bérubé et al., 2005; Boily et al., 2005). Récemment, Boily et al., (2009) 

ont montré que dans les sites les plus contaminés, l'efficacité des enzymes LRAT et 

HER des grenouilles, impliquées dans l'entreposage et la mobilisation des rétinoïdes 

hépatiques, était fortement altérée. Étant donné ces résu Itats, notre hypothèse générale 

suggère que les contaminahts agricoles altèrent l'activité P450 et, par conséquent, 

l'oxydation de l'AR en métabolites, influençant alors les concentrations (à la hausse 

ou à la baisse) d'AR disponibles pour la liaison aux récepteurs nucléaires, une 

situation potentiellement tératogène. Étudiée pour la première fois chez Rana 

catesbeiana, l'oxydation de l'AR par les microsomes hépatiques a été partiellement 

caractérisée et l'efficacité de deux isomères de l'AR testée. La présente étude 

permettra, entre autres, de comparer le catabolisme de l'AR chez un modèle 

amphibien à celui mieux connu chez les mammifères (Rayet al., 1997; Solari et al., 

2010). 
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2.3. MATÉRIEL ET MÉTHODES 

2.3.1 Produits chimiques. 

Les étalons d'AR tout-trans (tt-AR) et 13-cis (l3-cis-AR), l'hydroxytoluène butylé 

(BHT), Je nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH), l'albumine de 

sérum bovin (BSA) et les inhibiteurs clotrimazoJe et kétoconazoJe ont été achetés 

chez Sigma-Aldrich Chemicals (St-Louis, MO, USA). Tous les solvants utilisés 

étaient de qualité HPLC et ont été obtenus chez Fisher Scientific (Montréal, Québec, 

Canada). Le MS222 (tricaïne méthanesulphonate) a été acheté chez lCN 

Biochemicals (Irvine, CA, USA). 

2.3.2 Sites d'échantillonnage. 

Durant les étés 2007 et 2008, les ouaouarons ont été échanti Iionnés dans 6 sous­

bassins distincts à l'intérieur du bassin versant de la rivière Yamaska, Québec, 

Canada. Ces sites ont été sélectionnés selon la surface de leur territoire occupé par la 

culture à grandes interlignes (maïs et soya), comme décrit dans Spear et al., (2009). 

Deux sites sont associés à une faible activité agricole (0- J9% de la surface cu Itivab le 

utilisée): Deborah Stairs (OS) et Lac Boivin (LB). Les rivières Pot-au-Beurre (PB) et 

Yamaska, dans la municipalité de Farnham (FA) et le réservoir Choinière, faisant 

pat1ie du Parc national d'Oka (CH) sont classés comme étant modérément contaminés 

(20-59% du territoire cultivable utilisé). Le site représentant une forte contamination 

agricole est celui de Rivière Noire (RN), où 60% des terres sont en' culture et où la 

production porcine est importante. 
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2.3.3 Capture des animaux. 

Les ouaouarons ont été capturés selon la méthode précédemment décrite (Boily et al., 

2005; Spear et al., 2009) en accord avec le permis émis par l'Université du Québec à 

Montréal et le ministère des Ressources naturelles et de la faune (iVlRN F), 

Gouvernement du Québec. Les animaux ont été anesthésiés dans une solution de 

MS222 (0,1%) tamponnée avec 0,2% de NaHC03 et euthanasiés par luxation 

cervicale. La longueur museau-cloaque (LMC) et le poids ont été notés pour chaque 

animal. Le foie a été rapidement retiré, pesé, congelé dans l'azote liquide et conservé 

à -80°C jusqu'aux analyses. 

2.3.4 Extraction des microsomes. 

Toutes les étapes de l'extraction des microsomes ont été effectuées sous lumière 

jaune entre 0 et 4°C selon un protocole modifié de Boily et al., (2003). Le tissu 

hépatique (0,5g) a été homogénéisé dans 2ml de tampon Tris-KCI (0,15M KCL, 

50mM Tris-Hel, pH 7,4). L'homogénat a subit une ultracentrifugation à 10000 x g 

pendant 20 min et le surnageant résultant a été centrifugé à 100000 x g durant 1h. Le 

culot a été rincé et resuspendu dans 200fll de tampon (0,25M sucrose, 0, 15M KCI, 

50mM Tris-Hel, pH 7,0) pour les essais enzymatiques. Une fois préparés, les 

microsomes de foie ont été entreposés à -80°C, immédiatement après avoir été 

surgelés dans ['azote liquide. La concentration protéique a été déterminée selon la 

méthode de Bradford et al., (1976) en utilisant l'albumine de sérum bovin comme 

standard. 

2.3.5 Caractérisation partielle de l'activité enzymatique. 

La détermination des paramètres de base pour les essais enzymatiques a été effectuée 

sur un « pool» de microsomes en solution provenant de chacun des spécimens, tous 

sites et années confondus. La concentration protéique, le temps d'incubation, les 

concentrations effectives de substrats et d'inhibiteurs ont été étudiés dans le but 

d'optimiser la réponse enzymatique. 
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La présence du cofacteur enzymatique a été jugée nécessaire puisque qu'une réponse 

enzymatique significativement plus élevée a été observée à une concentration aussi 

faible que 0,8mM NADPH comparée à un milieu de réaction sans ce cofacteur 

(t=25,13; p<O,OOOI) (résultats non montrés). La température d'incubation 

sélectionnée était 27°C, un choix basé sur la température optimale pour cette espèce. 

Les valeurs des para.mètres Km et Vmax ont été optimisées en régression non linéaire 

par l'approche des moindres carrés à ['aide du Macro complément Solver du 

programme Excel 2007 (Microsoft, Washington, États-Unis). 

2.3.6 Essais enzymatiques et dosage des produits de la réaction. 

Toutes les manipulations ont été effectuées sous lumière jaune de façon à prévenir 

l'isomérisation des rétinoïdes. Les essais enzymatiques ont été faits selon la méthode 

de Doyon et al., (1999), légèrement modifiée. Des essais sans substrat ont été faits, 

mais aucun métabolite n'a été produit de façon endogène. Une solution-mère de tf­

AR ou de \3-Gis-AR à 3,OmM a été diluée dans du méthanol 100% et conservée à ­

20°C. L'intégrité des solutions a été régulièrement testée en mesurant l'absorbance au 

spectromètre et par injection au HPLC. Un aliquot de la solution-mère (20l-l1) a été 

ajouté à chacun des tubes de réaction en verre (borosilicate 12 ml avec bouchon 

vissable) contenant le mélange réactionnel (50mM Tris-HeJ, 0, J SM KCI, 1,5mM 

BSA, 5mM MgCb, pH 7,4). Les microsomes ont été décongelés sur glace durant 

environ 20min et 45l-l1 (::::: 225 l-lg de protéines) de la suspension microsomale ont été 

ajoutés à chaque tube. Les tubes ont été mélangés 5sec et préincubés, sans agitation, à 

27°C durant 3min. La réaction a été initiée par l'ajout du cofacteur NADPH en 

solution (0,8mM) dans un volume d'incubàtion total de 575fll. La réaction s'est 

effectuée à 27°C, sous agitation constante, durant 40min et stoppée en plongeant les 

tubes dans la glace et en ajoutant Iml d'acétate d'éthyle-BHT (0,01%) froid. Les 

tubes ont été mélangés 30sec, centrifugés durant Sm in (1000 x g) et 700l-l1 de la phase 

organique supérieure ont été transférés dans une deuxième série de tubes. 



33 

L'extraction a été répétée et 900/l1 de la phase organique ont été ajoutés aux 700/l1 de 

la première extraction. Les fractions jumelées ont été complètement évaporées à sec 

au moyen d'un évaporateur rotatif (Vacufuge® plus, Eppendorf AG, Hambourg, 

Allemagne) durant ISmin à 4S°C. Les tubes ont ensuite été scellés sous azote et 
, 

conservés à -20°C jusqu'à l'injection par HPLC (3h maximum). Dix minutes avant le 

dosage au HPLC, 200 /lI de méthanol ont été ajoutés aux tubes, ensuite équilibrés à la 

température de la pièce avant les injections. 

Un volume de 40/l1 a ensuite été injecté dans un système HPLC à phase inversée de 

marque Waters, équipé d'un programme Millenium 32, d'une pompe modèle SI 0, 

d'un détecteur modèle 486 ajusté à 3S0nm et d'un injecteur 772Si, Rheodyne. Les 

rétinoïdes ont été séparés sur une colonne analytique Inertsil C-18 (Ultrasphere 4.6 x 

lS0mm, S/lm) selon un gradient d'élution entre le solvant A (SO% acétonitrile, SO% 

eau contenant 0,02M d'acétate d'ammonium et O,S% d'acide acétique) et le solvant 

B (90% acétonitrile, 10% eau contenant 0,1 M d'acétate d'ammonium et 0,4% d'acide 

acétique). La vitesse de circulation des solvants était de 1,Sml/min et suivait le patron 

suivant: 100% solvant A initial suivi d'un gradient linéaire pour passer à 100% B 

d'une durée de 12min. Après 3 min avec le solvant B, un gradient linéaire de 3min a 

été utilisé pour revenir à 100% A, maintenu pour 2min. Dans ces conditions, le 

temps de rétention du tt-4-oxo-AR était de 6,Smin, celui du 13-cis-4-oxo-AR était de 

6,7min et celui du tt-AR de 18,Smin. Cette méthode assure l'élution du substrat 13­

cis-AR (17,4min) en excès à chaque injection, prévenant son accumulation dans la 

colonne analytique. Les pics des substrats ont été identifiés et quantifiés à l'aide 

d'étalons achetés, tandis que les pics de métabolites polaires l'ont été à l'aide de 

métabolites synthétisés par radiation UV sur le tt-AR dans une solution d'heptane 

iodée selon la méthode de McKenzie et al., (1979), suivie d'une purification sur 

colonne C-18. 
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2.3.7 Essais des inhibiteurs. 
Pour déterminer le rôle de l'activité CYP450 dans les essaIs enzymatiques, des 

incubations ont été faites en présence de clotrimazole et de kétoconazole, deux 

inhibiteurs non spécifiques de l'activité P450. Les inhibiteurs ont été dissouts dans le 

diméthylsulfoxide (DMSO) à des concentrations variant entre 0 et 1OO/lM et de façon 

à ce que les concentrations totales de DMSO dans les tubes n'excèdent jamais 3%. 

Un volume de 45/l1 de suspension microsomale a ensuite été ajouté aux tubes. Les 

tubes ont été mélangés et préincubés pendant 10min à 27°C sous agitation constante. 

L'incubation, l'extraction etle dosage par HPLC ont été effectués comme décrit dans 

la section précédente. 

2.3.8 Analyses statistiques. 
Les valeurs moyennes de la LMC, de la concentration de protéines microsomales, du 

poids du foie et de l'activité catabolique ont été testées pour déceler des différences 

entre mâles et femelles avec un test « t» de Student, assumant des variances inégales. 

Les valeurs moyennes de la LMC, du poids du foie et de l'activité enzymatique ont 

été comparées entre les sites par des analyses de variance à un critère de classification 

(ANOVA). Lorsque le modèle était significatif, un test de comparaisons multiples 

(Tukey) a été réalisé. Des corrélations de Spearman ont été réalisées pour les années 

et les sexes entre les paramètres suivants: LMC, poids du foie, concentration des 

protéines microsomales et activité catabolique. Au besoin, les données ont été 

transformées en loglo pour permettre la normalité des résidus et l'homoscédasticité 

des résidus absolus. Seules les grenouilles sexuellement matures ont été sélectionnées 

pour les analyses statistiques. La maturité des ouaouarons a été évaluée lors de la 

dissection et consistait en des organes reproducteurs bien développés, présence 

d'œufs pour les femelles et de « corps gras» pour les mâles. Certains sites n'ayant 

pas suffisamment de femelles matures, comme PB, OS et CH pour l'une .ou l'autre 

des années, ont été systématiquement enlevés des comparaisons entre sites. Les 

analyses statistiques ont été faites au moyen de deux programmes: SPSS® 11.0 et 

lMP 7.0 (SAS). 
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2.4 RÉSULTATS 

2.4.1 Caractérisation partielle de l'activité enzymatique. 

L'activité d'oxydation associée aux microsomes hépatiques du ouaouaron a été testée 

pour deux isomères de l'AR: tt-AR et 13-cis-AR. La valeur moyenne de l'activité 

enzymatique associée au substrat 13-cis-AR était significativement plus élevée que 

celle obtenue avec l'isomère tt-AR (1=11,47; p<O,OOI) (Figure 2.IA). Suite à ces 

résultats, l'isomère 13-cis-AR a été considéré comme étant le substrat le plus efficace 

et a donc été sélectionné pour la suite des analyses. Une concentration quantifiable du 

ttA-oxo-AR était produite avec aussi peu que 15fll de suspension microsomale, 

correspondant à environ 75flg de protéines (Figure 2.1 B). Le taux de réaction était 

stable à partir de 300flg de protéines, suggérant que toutes les molécules de substrat 

(pour 0,1 mM de 13-cis-AR) ont été prises en charge par les enzymes. Donnant un 

bon rendement enzymatique et ayant un coefficient de variation faible, le volume de 

45fll de suspension microsomale (:::::; 225 flg de protéines microsomales) a été 

sélectionné pour les essais enzymatiques. Le catabolisme du 13-cis-AR en fonction 

du temps d'incubation est montré dans la Figure 2.1 C. La relation étant linéaire sur 

90min et une durée de 40min a été choisie pour la suite des analyses. Avec 

l'augmentation de la concentration du substrat, la formation du métabol ite tf-4-oxo­

AR suit une courbe Michaelis-Menten typique. La transformation des données en un 

graphique Lineweaver-Burk permet la mise en évidence du Km apparent (85flM) et de 

la Vmax (4, 14nmole/mg prot./h ) (Figure 2.1 D). Deux inhibiteurs généraux des P450, 

le clotrimazole et le kétoconazole, ont été testés sur l'activité enzymatique. À des 

concentrations de 0,5 flM, 1,0 flM et 10flM, le kétoconazole a inhibé la formation du 

métabolite de façon plus efficace (Figure 2.lE). Toutefois, lorsque les concentrations 

ont atteint 100flM, 92% de l'activité était inhibée par le clotrimazole, 

comparativement à seulement 77% en présence du kétoconazole. 
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2.4.2 Activité enzymatique chez le ouaouaron de la rivière Yamaska. 

La production du métabolite 13-cis-4-oxo-AR a été dosée et comparée, toutefois, 

puisque les résultats ne montraient aucune différence entre les sexes et les sites et que 

le produit majeur de l'oxydation de l'AR était le U-4-oxo-AR, seuls les résultats 

concernant ce métabolite sont discutés ici. 

L'efficacité catabolique des microsomes de foie sur l'AR a d'abord été comparée 

entre les sexes. La Figure 2.2 montre une différence significative entre l'activité chez 

les mâles et celle chez les femelles en 2008 (t=3,39; p<O,OI), mais seulement une 

tendance en 2007 (t= 1,50; p<O, 1). La réponse enzymatique chez les femelles n'était 

pas statistiquement différente entre les deux années (t=0,73; p<O,77), contrairement à 

celle des mâles (t=2,86; p<O,O 1). Les données pour les mâles ont ensuite été testées 

pour des différences entre les sites d'échantillonnage. En 2007, les mâles provenant 

du site PB montrent un métabolisme significativement plus faible qu'à tous les autres 

sites (FS,37 =3,41; p<0,05) (Figure 2.3A). Pour l'échanti llonnage de 2008, aucune 

différence significative n'a été notée entre les sites. Toutefois la production de tt-4­

oxo-AR montre une tendance à l'augmentation selon le gradient de contamination 

agricole (FS,44=2,06; p<O, 1) (Figure 2.3A). L'analyse statistique des données pour les 

femelles s'est avérée problématique due au fait que la méthode d'échantillonnage 

favorisait la capture des mâles sur celle des femelles. Les sites ayant moins de quatre 

femelles considérées matures n'ont pas été inclus dans les analyses statistiques (voir 

Matériel et Méthode pour plus de détails). Les données des deux années 

d'échantillonnage pour les femelles ont été combinées pour tester un «effet du site» 

sur l'activité enzymatique. La Figure 2.38 montre une tendance à l'augmentation de 

la réponse enzymatique en parallèle avec la contamination agricole (F3,33=2,57; 

p<O,I), similaire à celle observée pour les mâles en 2008. Parce que la réaction 

s'effectue sur la fraction microsomale des cellules hépatiques, la concentration des 

protéines hépatiques est susceptible d'influencer le métabolisme de l'AR. 
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Lorsque comparée entre les sexes, la concentration de protéines microsomales a 

montré une différence significative, favorisant les femelles, autant en 2007 (t= 1,99; 

p<O,OS) qu'en 2008 (t=2,27; p<O,OS) (Figure 2.4). La comparaison de ces données 

entre les sites d'échantillonnage n'a montré aucune différence significative pour les 

mâles (2007: FS,3s=1,27; p=0,30, 2008: Fs,46=1,S3; p=0,20) ou les femelles (2007: 

F3,17= 0,66; p=0,S9, 2008: F3,14=1 ,07; p=0,39). D'autres paramètres, comme la LMC 

et le poids du foie ont aussi été testés. 

En ce qui concerne la LMC, aucune différence n'a été trouvée entre mâles et femelles 

en 2007 (t=0,77; p=O,73) ou en 2008 (t=0,32; p=0,48). Lorsque les données des deux 

sexes ont été combinées, les analyses de variance ont révélé qu'au site PB, en 2007, 

la taille des individus était plus grande que partout ailleurs (FS•62=4,6; p<O,O 1) 

(Tableau 2.1). En 2008, la situation était légèrement différente. Les valeurs de la LMC 

au site CH était significativement plus faible qu'aux sites LB, DS, PB et FA 

(FS,6G=3,6S; p<O,O 1). De plus, le site RN montrait une moyenne statistiquement plus 

faible que celle de LB. Pour le poids du foie des ouaouarons, les données ont d'abord 

été comparées entre les sexes. Le poids du foie chez les femelles était 

significativement plus élevé que celui des mâles en 2007 (t= 1,73; p<O,OS), résultat 

renforcé en 2008 (t=S,74; p<O,OOO 1) (Figure 2.SA). Aucune différence n'a été notée 

entre les années en ce qui concerne les femelles (/=1,24; p=0,89), contrairement aux 

données pour les mâles où les valeurs étaient statistiquement plus faibles en 2008 

(t=4,03; p<O,OOO 1). Les différences entre sites ont démontré qu'en 2007, pour les 

mâles, le poids du foie était plus élevé à PB qu'à DS, FA, CH et RN (Fs,3s; 6,62; 

p<O,OO 1) (Figue 2.SB) alors qu'en 2008, aucune différence significative n'a été 

observée (FsJs; 1,91; p=O, 11). Étant statistiquement semblables pour les deux années, 

les données pour les femelles ont été combinées pour tester une différence entre sites, 

mais aucun résultat significatif n'a été obtenu (F4,3s=I,49;p=0,23). 
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Une influence possible de paramètres comme la concentration en protéines 

microsomaJes, le poids du foie, et la LMC sur l'activité d'oxydation mesurée a été 

vérifiée. Nous avons choisi de tester la LMC plutôt que le poids total des ouaouarons 

en ce qui a trait aux corrélations statistiques. Ce choix est dû au fait que le poids total 

de l'animal est parfois biaisé par la présence d'œufs chez les femelles et pour les deux 

sexes, par le contenu stomacal Uusqu'à 40 g pour certains ouaouarons). Pour les deux 

années ainsi que pour les deux sexes, le poids du foie était positivement rel ié à la 

LMC: 2007, mâles (r=0,610, p<O,OOI), femelles (r=0,922, p<O,OOI); 2008, mâles 

(1'=0,664, p<O,OOl), femelles (r=0,772, p<O,OOl). En 2007, l'activité d'oxydation 

chez les mâles et les femelles était corrélée de façon négative avec la concentration en 

protéines microsomales (mâles r = -0,430; p<0,05, femelles r = -0,505; p<0,05), un 

résultat qui ne se retrouve pas en 2008. Enfin, la LMC, chez les femelles seulement, 

était négativement liée à l'activité catabolique et ce, pour les deux années 

d'échantillonnage: 2007 (r=-0,457; p<0,05), 2008 (r=-0,636; p<0,005). 
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2.5 DISCUSSION 

2.5.1 Caractérisation partielle de l'activité enzymatique. 

Le catabolisme de l'AR a été étudié chez plusieurs autres vertébrés, entre autres, chez 

les poissons (Doyon et al., 1999; Boyer et al., 2000) et chez les mammifères (Rayet 

al., 1997; McSoriey et Daly, 2000) mais l'oxydation de l'AR n'avait jamais été 

étudiée chez le ouaouaron auparavant. 

Ce qui distingue notre expérimentation des autres études, est une nette préférence de 

la forme 13-cis-AR sur celle du tt-AR comme substrat d'oxydation. Bien que les deux 

types de métabol ites, tout-trans et 13-cis, aient été dosés dans notre étude il1 vitro, des 

variations entre sexes et sites d'échantillonnage n'ont été trouvés que pour le 

métabolite tt-4-oxo-AR. Ce résultat est quelque peu surprenant compte tenu que le 

métabolite 13-cis-4-oxo-AR semble être la forme majeure dans le plasma de 

ouaouarons (Bérubé et al., 2005; Boily et al., 2009). Dans les études bien 

documentées portant sur le rôle essentiel de l'AR durant le développement 

embryonnaire des vertébrés, et plus particulièrement des mammifères (Duester, 

2008), l'isomère 13-cis-AR semble pourtant être un joueur secondaire. Les effets 

pléiotropiques associés aux rétinoïdes dépendent de la 1iaison de l'isomère tt-AR aux 

récepteurs nucléaires, car l'affinité de la forme 13-cis-AR pour les récepteurs RAR 

est très faible (Idres et al., 2002). Plusieurs étapes précèdent toutefois la formation du 

tt-AR pour l'activité transcriptionnelle. Une isomérisation tardive des formes « 13­

cis» en formes « tout-tral1s » au moment de l'entrée de l'AR au niveau du noyau est 

donc plausible. Selon Armstrong et al. (2005), cette isomérisation pourrait être une 

«stratégie» limitant la sollicitation nucléaire de l'AR et participant à une sorte de 

régulation. 
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La réaction enzymatique des microsomes hépatiques sur l'AR s'est trouvée nettement 

inhibée en présence des deux inhibiteurs, clotrimazole et kétoconazole. Étant donné 

que ces antifongiques synthétiques de type « azole» sont connus pour leur inhibition 

non spécifique des CYP450, force nous est de constater que l'activité que nous avons 

mesurée, dépend donc, du moins en partie, des enzymes du CYP45û. Certaines études 

(Papis et al, 2006; Menegola et al., 2006). ont spécifiquement démontré, chez 

l'embryon de Xenopus laevis, une inhibition du CYP26 par des fongicides du même 

type (triadiméfon, triadiménol et fluconazole, entre autres), conduisant à des effets 

tératogènes (Groppelli et al., 2005). Ne pouvant être inactivées de façon efficace, les 

molécules d'AR actif resteraient disponibles pour stimuler la transcription gén ique, 

une situation potentiellement tératogène. Enfin, les connaissances concernant le 

système des rétinoïdes endogènes du ouaouaron sont limitées et ne permettent pas de 

signaler les ressemblances entre les résultats obtenus avec une procédure in vitro et la 

situation des ouaouarons en milieu naturel. 

2.5.2 Activité enzymatique chez le ouaouaron de la rivière Yamaska 

Différences entre les sexes 

Plusieurs paramètres analysés montrent une différence statistique significative entre 

les mâles et les femelles. Le poids du foie et la concentration des protéines 

microsomales sont des facteurs qui semblent, selon le sexe ou l'année, influencer le 

catabolisme de l'AR. Les moyennes représentant le poids du foie et la concentration 

protéique dans les microsomes hépatiques chez les femelles étaient plus élevées que 

celle des mâles. Malgré ces résultats, l'activité d'oxydation des microsomes était 

significativement plus grande chez les mâles. 
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L'échantillonnage des grenouilles a lieu durant les mois de juin et juillet, période la 

plus active en ce qui a trait à la reproduction chez le ouaouaron, confirmée par la 

présence d'œufs matures dans l'abdomep des femelles. La physiologie des femelles 

durant l'ovogénèse obéit à des types et des concentrations d'hormones différents de 

celle des mâles (McCreery et Licht, 1983; Daniels et Licht, 1980) et la synthèse 

protéique globale est stimulée (Schultz et Wassarman, 1977; Hyman et Wormington, 

1988; Tannahill et Melton, 1989), augmentant le poids total de l'animal. L'induction 

générale de protéines métaboliques chez les femelles durant l'ovogénèse pourrait 

donc expliquer une concentration protéique microsomale et un poids du foie plus 

élevés. Toutefois l'énergie investie par le métabolisme général des femelles favorise 

possiblement la maturation des œufs sur le métabolisme des rétinoïdes. De plus, 

comme une étude sur Xenopus laevis l'a démontré (Blumberg et al.. 1992), les œufs 

de grenouilles expriment certains isomères des récepteurs RAR. Une partie de l'AR 

endogène pourrait donc être sollicitée dans le processus de maturation des œufs. Il 

pourrait donc être pertinent, dans une prochaine étude, de doser les niveaux d'AR 

dans les œufs de ouaouarons. Bien que la synthèse des protéines totales soit 

augmentée, la production spécifique de CYP n'en est probablement pas favorisée, ce 

qui peut expliquer la réponse catabolique sur l'AR plus faible chez les femelles 

comparativement aux mâles. Une capture de ouaouarons (mâles et femelles) en 

dehors de la période de reproduction pourrait nous aider à valider cette hypothèse, de 

même que la mesure de l'ARNm des CYP450, plus spécifiquement du CYP26, de 

façon à quantifier la propol1ion de l'induction influençant réellement l'activité 

catabo 1iq ue. 
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Différences entre les sites d'échantillonnage 

Les moyennes des mesures .de la LMC n'étaient pas significativement différentes 

entre les sexes ni entre les sites, c'est donc pourquoi les données ont été combinées 

pour vérifier un effet du site d'échantillonnage. En 2008, les valeurs moyennes de la 

LMC étaient significativement plus faibles dans les sites contaminés, 

comparativement à l'un des sites témoins. Cette observation rejoint les résultats d'une 

étude récemment publiée sur les mêmes populations de ouaouarons, mais pour des 

années d'échantillonnage antérieures (Spear et al., 2009) et suggère un déficit de 

croissan~e chez les animaux exposés à une forte contamination agricole. Les analyses 

de corrélations ont démontré une relation négative entre la LMC et l'activité 

d'oxydation chez les femelles pour les deux années d'échantillonnage. Encore une 

fois, le stade de maturité des grenoui Iles pourrait expl iquer ce phénomène. En effet, 

en supposant que les femelles de plus petites tailles étaient immatures pour la plupart, 

postulat vérifié par la présence d'œufs ou d'organes reproducteurs bien développés, il 

n'est pas surprenant d'observer un métabolisme accentué de \' AR chez ces animaux 

en développement. De plus, comme mentionné plus haut, l'utilisation probable de 

l'AR pour la conception des œufs pourrait expliquer une moindre importance de 

j'activité catabolique chez les femelles matures. 

Lorsque comparées entre les sites, les moyennes de l'oxydation de \' AR pour [es 

mâles et les femelles tendaient à augmenter avec la contamination agricole, sauf en ce 

qui concerne les mâles en 2007. Comme démontré grâce aux inhibiteurs testés, la 

réaction catabolique sur l'AR dépend de l'action des cytochromes P450 sur la 

molécule active. 
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Plusieurs pesticides et contam inants, entre autres le méthoxych lore, le 2,3,7,8­

tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD), les dibenzofuranes, le chlordane et 

l'endosulfane sont déjà connus pour induire la synthèse de différents types de 

CYP4S0, et ce, pour plusieurs espèces en laboratoire (Hervé el al. 2010; Casa bar et 

al., 2006; Lemaire el al., 2004; Li et Kupfer, 1998). Les résultats obtenus dans' notre 

étude semblent aller dans le même sens; l'efficacité d'oxydation ayant tendance à être 

plus élevée dans le site le plus contaminé, effet trouvé chez les mâles et les femelles. 

On peut donc soupçonner que les ouaouarons de notre étude, associés aux sites les 

plus contaminés, voient leur catabolisme de l'AR augmenter par le biais d'une 

induction de cytochromes P4S0. De plus, étant capable d'activer les récepteurs 

nucléaires RAR, le métabolite 4-oxo-AR contribue au déséquilibre lié à la 

signalisation cellulaire (Pijnappel el al., 1993; Ramp et al., 1994). Comme mentionné 

plus haut, la présence de pesticides de type « azole» pourrait avoir un effet 

d'inhibition sur le catabolisme de l'AR. Le bilan des ventes de pesticides au Québec 

en 2006 des ventes de plus de SO 000 kg d'ingrédients actifs en 2006, ce qui place les 

fongicides au 2e rang des ventes (20,7%) (Gorse et Dion, 2009). Le fongicide azolé le 

plus utilisé au Québec est le propiconazole (Giroux, 2010). La présence de différents 

pesticides « azole» et la combinaison de leur action inhibitrice avec l'action 

inductrice des autres types de pesticides pourraient donc donner lieu à des effets 

potentiellement néfastes sur le développement embryonnaire des organismes dans 

l'environnement. 

La faible oxydation de l'AR chez les mâles en 2007 au site PB, malgré un poids du 

foie significativement plus élevé à ce site, pourrait être expliqué par de plus fortes 

concentrations en fertilisants (nitrates, nitrites et phosphore) que dans les autres sites 

(Spear el al., 2009). La présence des fertilisants, comme les oxydes nitriques, suffit à 

induire la synthèse des CYP dans le foie pour inactiver les substances toxiques et 

ainsi expliquer l'augmentation du poids du foie. Toutefois, l'action de ces CYP 

pourrait aussi être inhibée par ces mêmes substances. 
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En effet, il semble que les formes oxydées des nitrites et nitrates possèdent une 

grande affinité pour l'hème ferrique présente au cœur des enzymes du CYP450. En 

s'y liant, les oxydes nitriques provoqueraient l'inhibition de l'activité de ces enzymes 

(Henry et al., 1991; Khatsenko et Kikkawa, 1997). 

Notre étude montre que l'oxydation de l'AR semble moins efficace chez les femelles 

que chez les mâles, probablement dû au fait que l'échantillonnage a eu lieu durant la 

période de reproduction et que le métabolisme général des femelles est fortement 

sollicité pour la maturation des œufs. Dans l'ensemble, la croissance des animaux 

semble être altérée dans les sites les plus contaminés, ce qui rejoint les résultats 

antérieurs concernant les mêmes populations de grenouilles. Aussi, autant chez les 

mâles que chez les femelles, l'activité catabolique tend à augmenter avec l'exposition 

aux contaminants agricoles, situation qui, à plus ou moins long terme, pourrait nuire à 

la santé des ouaouarons du secteur de la Yamaska. 
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Tableau 2.1. Longueur museau-cloaque (cm) mesurée sur les ouaouarons 
échantillonnés dans Je bassin de la rivière Yamaska en 2007 et 2008. 

Sites 2007 2008 

LB 12,68±O,S9b 13,63±O,n3 

DS 12,09± l ,S3b 12,79± 1,033b 

PB 14,17±I,n3 13,OO± 1,OO3b 

FA 12,90± l, 17b 13,17±1,343b 

CH 12,66±O,9Sb 11,69 ±O,S2c 

RN Il,91±1,24b 12,SO± 1,97cb 

Les moyennes ont été comparées au moyen d'une analyse de variance à un critère de 
classification (ANOVA) suivi d'un test de comparaison multiple (Tukey), p<O,OS. 
Pour une même année, les sites possédant des lettres différentes sont considérés 
statistiquement différents. 
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A nmole 4-oxo-AR (mg prol.!h) B nmole 4-oxo-AR (milieu d'incubation/hl 
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Figure 2.1. Mesure de l'activité d'oxydation de l'AR dans les microsomes hépatiques 
de ouaouarons échantillonnés dans la rivière Yamaska. A) Effet de deux substrats sur 
l'activité enzymatique. B) Concentration de protéines. C) Temps d'incubation. 
Paramètres cinétiques: 0) Effet de la concentration du 13-cis-AR sur l'activité; E) 
Transformation Lineweaver-Burk. F) Effet de deux inhibiteurs sur l'activité 
enzymatique. 
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Figure 2.2. Catabolisme de l'AR testé à partir de microsomes hépatiques des 
ouaouarons mâles et femelles, échantillonnés dans le bassin de la rivière Yamaska en 
2007 et 2008; comparaison entre sexes. Chaque histogramme représente la moyenne 
et J'écart-type du nombre d'individus indiqué. Les moyennes ont été comparées avec 
un test t de Student, assumant une variance inégale. Les astérisques représentent la 
comparaison entre mâles et femelles, alors que les losanges noirs sont pour la 

comparaison entre les années 2007 et 2008...** =p< 0,01 ; ••=p<O,O 1. 
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Figure 2.3. Catabolisme de l'AR testé à partir de microsomes hépatiques des 
ouaouarons mâles et femelles, échantillonnés dans le bassin de la rivière Yamaska en 
2007 et 2008; comparaison entre sites. Chaque histogramme représente la moyenne et 
l'écart type de 5 à Il individus. Les moyennes ont été comparées au moyen d'une 
analyse de variance à un critère de classification (ANOVA), suivi d'un test de 
comparaisons multiples (Tukey). Les sites qui partagent les mêmes lettres ne sont pas 
statistiquement différents. B) Femelles. Chaque histogramme représente la moyenne 
et l'écart type du nombre d'individus indiqué. Les moyennes ont été comparées avec 
un test t de Student, assumant une variance inégale. Les sites DB et PB ont été exclus 
des analyses statistiques, faute d'un nombre insuffisant de femelles matures (voir 
Matériel et méthodes). 
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Figure 2.4. Protéines mesurées dans les microsomes hépatiques des ouaouarons 
échantillonnés dans Je bassin de la rivière Yamaska en 2007 et 2008. Chaque 
histogramme représente la moyenne et l'écart type du nombre d'individus indiqué. 
Les moyennes ont été comparées au moyen d'un test «1» de Student, à variances 
inégales. Les astérisques représentent la comparaison entre mâles et femelles. * = p 

<0,05. 
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Figure 2.5. Poids du foie des ouaouarons mâles et femelles échantillonnés dans le 
bassin de la rivière Yamaska en 2007 et 2008. A) Chaque histogramme représente la 
moyenne et l'écart type du nombre d'individus indiqué. Les moyennes ont été 
comparées au moyen d'un test «1» de Student, à variances inégales. Les astérisques 
représentent la comparaison entre mâles et femelles. * =p<O,OS, *** =p<O,OO 1; ... 

= p<O,OOI. B) Poids du foie des mâles en 2007 et 2008. Chaque histogramme 
représente la moyenne et l'écart type de S à II individus. Les moyennes ont été 
comparées par un test de variance à un critère de classification (A NOVA), suivi d'un 
test de comparaisons multiples (Tukey), p<O,OS. 



CHAPITRE III 

EXPLORATION DU CATABOLISME DE L'AR SUR LE MODÈLE
 

CELLULAIRE P19.
 

3.1 MISE EN CONTEXTE. 

Bien que des recherches in vivo sur la perturbation des rétinoïdes endogènes chez les 

ouaouarons de la rivière Yamaska aient été entreprises, on n'a, en somme, que très 

peu d'informations sur les mécanismes cellulaires impl iqués dans les malformations 

des membres. Un des aspects du projet visait d'ailleurs à mettre au point un bioessai 

cellulaire permettant de juger du potentiel tératogène de différents contaminants 

d'origine agricole et de leurs mécanismes cellulaires potentiels. Dans cette optique, le 

présent travai 1se veut une étude exploratoire du catabol isme de l'AR sur un modèle 

cellulaire. Comme 'il n'existe pas de lignée cellulaire embryonnaire issue des 

amphibiens, la lignée cellulaire P19 de carcinome embryonnaire de souris a été 

sélectionnée comme matériel biologique pour cette étude. Ce modèle apparaît tout à 

fait pertinent étant donné que ces cellules répondent de façon naturelle et 

reproductible à l'AR. 

Le métabolisme de l'AR dans les cellules P19 (homogénat et microsomes) a été 

pal1iellement établi (Sonneveld et al., 1999). En moins de 4 à 6 heures, le 

métabolisme de l'AR est déjà bien entamé et ce taux de métabolisation peut être 

fortement suractivé suite à un prétraitement avec le substrat AR. Cinq métabolites 

sont formés, le 4-hydroxy-AR, en majorité, ainsi que le 18-hydroxy-AR et le 4-oxo­

AR. Une récente étude a aussi mis en évidence la réaction d'oxydation de l'AR dans 

les cellules PI 9 lors du processus de différenciation neuronale (Solari et al., 2010). 
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Les cellules F9 de type EC (Embryonal Carcinoma) représentent un autre modèle 

cellulaire capable de métaboliser aisément J'AR et ce métaboJisme a déjà été établi 

(Williams et Napoli, 1985). Le métabolisme oxydatif de l'AR par les cellules de type 

EC semble être bien conservé au cours de l'évolution des groupes taxonomiques. 

La présente étude vise donc à reproduire et optimiser la réaction d'oxydation de l'AR 

sur le modèle cellulaire P19, dans l'objectif d'en faire ultérieurement un bioessai qui 

servira à juger du potentiel tératogène de différents types de contaminants. Ainsi, 

l'étude des mécanismes cellulaires sous-jacents aux malformations associées à une 

perturbation des concentrations cellulaires d'AR deviendra plus aisée à étudier. 

3.2 MATÉRIEL ET MÉTHODES. 

3.2.1 Culture cellulaire. 

Les cellules PI9 sont maintenues en culture monocouche dans un milieu MCPI9 fait 

de Milieu Essentiel Minimum de Eagle, avec modification alpha (a-MEM, 

lnvitrogen, Burlington, Ontario, Canada), supplémenté de sérum bovin fœtal (FBS 

10%: PAA Laboratories Inc., Toronto, Ontario, Canada) et d'antibiotiques 

(pénicilline/streptomycine 0,5%: Invitrogen). Les cellules sont incubées à 37°C sous 

une atmosphère à 5% de CO2 (adapté de McBurney et al., 1982). Les cultures 

contluentes sont dissociées suite à une incubation en présence d'une solution tampon 

de phosphate (PBS) contenant 0,025% (p/v) de trypsine (Sigma-Aldrich) et 1mM de 

EDTA. À tous les 48h, les cellules sont remises en culture dans un milieu complet à 

raison de Ixl 06 cellules/I OmL de milieu. 
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3.2.2 Prétraitement avec tt-AR.
 

Le prétraitement à l'AR a été effectué selon le protocole de Sonneveld et al., (1998),
 

avec quelques ajustements. Huit heures avant la récolte des cultures confluentes,
 

10llL d'une solution-mère de tf-AR (1 mM dans MCP 19) sont ajoutés au pétri. Les
 

cultures confluentes sont décollées au moyen d'une pipette avec du PBS, collectées
 

par centrifugation et congelées sans milieu à -80°C jusqu'à leur utilisation.
 

3.2.3 Microsomes cellulaires.
 

Pour obtenir la fraction microsomale cellulaire, les culots cellulaires provenant de 10
 

pétris confluents sont préalablement décongelés sur glace, puis combinés. Les
 

cellules sont resuspendues dans environ 0,5 mL de tampon potassium phosphate
 

1OmM (pH 7.4) contenant 0,25 M de sucrose et 1 mM de EDTA. La suspension passe
 

ensuite au bain ultra-sons à cinq reprises pendant 8 secondes. Un tampon potassium
 

phosphate est ajouté (2,5mL) et le mélange est soumis à une première centrifugation:
 

15 minutes à 12000 x g. Le surnageant subit une seconde ultracentrifugation: 60
 

minutes à 100 000 x g etle culot résultant, contenant la fraction microsomale, est
 

resuspendu dans 600llL de 50mM de tampon potassium phosphate (pH 7.4) contenant
 

20% (v/v) de glycérol et ImM de EDTA avant d'être plongé dans l'azote liquide puis
 

transféré dans un congélateur à -80°C jusqu'à leur utilisation. Toutes les étapes
 

d'extraction des microsomes sont effectuées à 4°C. Le dosage protéique a été realisé
 

selon la méthode de Bradford, (1976).
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3.2.4 Essais enzymatiques et extraction des métabolites. 

Les essais enzymatiques sont effectués selon le protocole légèrement adapté de Han 

et Choi (1996). Les microsomes cellulaires prétraités avec 1~M de tt-AR sont 

décongelés sur glace avant le début des analyses. 

La réaction enzymatique est initiée avec l'ajout de 1OO~L de la suspensIOn 

microsomale (environ 300~g de protéine enzymatique selon le dosage protéique) au 

milieu réactionnel préalablement incubé à 37°C: 0,1 M Tris-HCI (pH 7.4), 20mM 

tampon sodium phosphate (pH 7.0), 5mM MgCb, 0, 15M KCI, 10% glycérol, 1,5111M 

NADPH et environ SOnM tt-AR, dans un volume total de 600~L. Le mélange 

réactionnel est incubé pendant 60 minutes à 37°C avec un brassage continu. La 

réaction est arrêtée sur glace par l'ajout du mélange d'extraction, 600~L 

dichlorol11éthane: méthanol (2: 1). Suite à un vortex de 30 secondes, les solutions sont 

centrifugées à 7000 x g pendant 5 minutes. La phase organique infërieure est 

transférée dans un tube et évaporée durant 5 minutes, 45°C à l'évaporateur rotatif. Les 

rétinoïdes sont conservés sous azote gazeux à -20°C jusqu'à leur dosage. Toutes les 

étapes sont effectuées sous lumière jaune pour éviter l'isomérisation des rétinoïdes. 

3.2.5 Dosage des rétinoïdes. 

Le dosage du métabolite tt-4-oxo-AR est effectué en chromatographie liquide en 

phase inverse. Les rétinoïdes sont resuspendus dans 1OO~L d'acétonitrile et amenés à 

température pièce et SO~I ont été injectés dans le système HPLC. La méthode de 

séparation et de quantification des rétinoïdes est la même que celle utilisée pour le 

l'oxydation de l'AR dans les l11icrosomes hépatiques de ouaouarons (Chapitre 11). 

Toutes les étapes du dosage des rétinoïdes sont effectuées sous lumière jaune. 
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3.3 CONCLUSIONS RELATIVES AUX EXPÉRIMENTATIONS. 

Bien que la réaction d'oxydation de l'AR par les cellules P19 ait été pat1iellement 

caractérisée dans les études de Sonneveld et al., (1999), un tel catabolisme n'a pu être 

reproduit dans notre laboratoire avec succès. En effet, les métabolites produits suite 

aux essais enzymatiques étaient en très faibles quantités et la reproductibilité des 

résultats presque nulle. En lieu et place des résultats non concluants des analyses, la 

discussion qui suit traitera des avenues empruntées pour tenter, en vain, l'obtention 

d'une réaction stable donnant lieu à la formation d'une quantité raisonnable et 

quantifiable de tt-4-oxo-AR, ainsi que des suggestions pour de futures tentatives. 

Le protocole utilisé pour,le catabolisme de l'AR chez les cellules PI9 est celui publié 

par Sonneveld et al., (1998) pour des cellules T-47D de cancer du sein, légèrement 

modifié de celui de Han et Choi, (1996), méthode appliquée par la suite avec succès 

pour des cellules PI9 par le même laboratoire (Sonneveld et al., 1999). Des essais ont 

d'abord été tentés sans induction des CYP450 par prétraitement au substrat AR, mais 

aucun métabolite n'a pu être dosé. Lorsque les cultures étaient pré-exposées à 1flM 

de tt-AR sur une période de 8hrs, une très faible réponse enzymatique a pu être 

quantifiée au HPLC. Toutefois, la reproductibilité des résultats étant pratiquement 

nulle, le protocole a dû être entièrement revu. 

La culture cellulaire. 

Les conditions entourant la culture cellulaire des cellules PI9 sont bien établies 

depuis déjà plusieurs années (McBurney el al., 1982) et ont été récemment uti 1isées 

avec succès par Solari et al., (2010). De façon générale, le passage des cellules 

donnait lieu à un tapis cellulaire confluant (85-100%) après 48hrs d'incubation. Pour 

éviter l'apparition de mutations dans le génome cellulaire, de nouvelles cultures 

fraîches étaient utilisées à chaque 30 jours. En ce qui concerne le protocole de culture 

cellulaire, aucun changement n'a été apporté aux conditions proposées puisqu'aucun 

problème n'a été noté à ce niveau. 
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Microsomes cellulaires. 

La méthode utilisée pour l'extraction des microsomes, à partir des culots de cellules, 

est celle proposée par Sonneveld et al., (1998; 1999) qui propose la sonication pour 

détruire les membranes cellulaires. La quantité de cellules nécessaire à l'obtention 

d'une suspension microsomale à une concentration protéique raisonnable pour les 

essais enzymatiques était très grande. Cela suggère que la méthode de préparation des 

microsomes donne un rendement insuffisant. Un broyeur de type « Potter » a donc été 

testé pour comparer le rendement protéique des méthodes. Il s'est toutefois avéré que 

le protocole de base était plus efficace que le second malgré de très faibles résultats. 

Prétraitement de 8hrs à 1j.1M de tt-AR. 

Comme suggéré par le protocole de base pour stimuler le catabolisme, les cultures 

cellulaires ont ensuite été préincubées en présence du substrat de façon à induire la 

production des protéines enzymatiques CYP450. Lors des expérimentations faites par 

Sonneveld et al., (1998; 1999), des périodes de prétraitement variant de 1 à 24 hrs 

précédant la récolte des cellules ont été testées. Les analyses en « Northern blot» ont 

permit de montrer que l'expression des ARNm des CYP450 était induite après 2hrs et 

significativement plus forte après 4hrs, induction stable jusqu'à 24hrs de 

prétraitement. Pour s'assurer une im portante induction enzymatique, dans l' optiq ue 

d'obtenir des quantités raisonnables de métabolites lors des essais, une pré-incubation 

de 8hrs a été sélectionnée. Après plusieurs tentatives, une diminution dans la 

confluence (60-80%) des cultures après 48hrs a été remarquée. La présence de tt-AR 

dans le milieu de culture semblait perturber la croissance et la multiplication des 

cellules. Les culots cellulaires ont tout de même été recueillis pour les analyses 

enzymatiques. 
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Essais enzymatiques et dosage au HPLe. 

Le protocole pour les essais enzymatiques a été suivi à la lettre dans un premIer 

temps. N'obtenant que des résultats douteux, les concentrations de protéines 

microsomales et de substrat ainsi que le temps d'incubation ont investigués. Selon les 

même études que citées précédemment, une réponse enzymatique quantifiable était 

obtenue en présence de 1OO/lg et 200/lg de protéine microsomale incubées durant 30 

à 45min en présence du substrat en excès (10nM tt-AR). Des concentrations de 

microsomes variant de 100/lg à 600/lg de protéines, des concentrations de tt-AR 

variant de 1nM à 100nM ainsi que des temps d'incubation entre 15 et 60min ont été 

testées sans succès dans notre laboratoire. La pureté du substrat a été régulièrement 

vérifiée. Des doutes sont donc apparus en ce qui concerne la méthode d'extraction 

des rétinoïdes sur le mélange réactionnel. La méthode proposée utilisait le 

dichlorométhane: méthanol (2: 1) qui générait un bon rendement. Différentes 

méthodes d'extraction ont été tentées et comparées. L'extraction au dichlorométhane: 

méthanol (2: 1) s'est avérée la plus efficace pour le métabolite at-4-oxo-AR (essais 

avec: acétate d'éthyle + 1% acide acétique, acétate d'éthyle: hexane + 0,068% acide 

acétique (1: 1), chloroforme: méthanol (2: 1), choloforme: acétonitrile (2: 1». Enfin, 

la méthode d'élution des rétinoïdes au HPLC, bien que différente de celle proposé par 

Sonnveld et al., (1998; J999), a été validée dans plusieurs publications antérieures et 

n'a donc pas été modifiée (Boyer et al., 2000; Doyon et al., 1999; Gilbert et al., 1995; 

Leo et al., 1984). Malgré tout, les quantités de métabolites dosées au HPLC étaient 

toujours très faibles. 

Perspectives à vérifier pour de filtures tentatives. 

L'optimisation d'un bioessai cellulaire pour l'étude du catabolisme de l'AR étant un 

projet parallèle à celui de l'oxydation de J'AR chez le ouaouaron de la rivière 

Yamaska, les efforts dans ce sens ont dus être ralentis. Toutefois, après une longue 

période de réflexion et de lecture, certaines options se sont révélées. Dans l'optique 

du laboratoire à retenter l'expérience, quelques avenues devraient être explorées. 
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Dans un premier temps, puisque le prétraitement des cultures cellulaires à lllM d'AR 

semblait affecter la prolifération normale des cellules, il y aurait peut-être lieu de 

tester différents temps d'exposition. Dans le protocole d'origine on notait une 

induction significative du catabolisme de l'AR après seulement 4hrs de prétraitement. 

En diminuant le temps d'exposition des cellules à la molécule active qu'est l'AR, 

peut-être obtiendra-t-on une confluence à 48hrs plus près de ce qu'on obtenait sans 

prétraitement. Malgré le faible pourcentage de confluence des cellules prétraitées, les 

culots cellulaires ont tout de même été récoltés et utilisés pour les analyses 

enzymatiques. La perturbation de la prolifération des cultures prétraitées pourrait 

aussi avoir eu un impact sur le métabolisme général et la viabilité des cellules. Un 

certain pourcentage de mortalité chez les cellules récoltées pourrait aussi expliquer le 

faible catabolisme de l'AR durant les essais. La source la plus plausible d'erreur est 

sans doute la méthode d'extraction des microsomes. Une quantité énorme de culot 

cellulaire donnait un rendement de protéines microsomales très faible. Pourtant, dans 

le protocole de départ, rien ne laissait suggérer une telle demande en matériel 

cellulaire. La mise au point de la fabrication des microsomes devrait être envisagée. 

Dans cette optique, l'utilisation d'un instrument comme le broyeur de type Polytron 

pour briser les cellules donnerait probablement de meilleurs résultats. Dans un autre 

ordre d'idée, il serait intéressant de tester le rendement que donneraient des essais 

enzymatiques faits directement sur l'homogénat cellulaire, évitant des étapes 

potentiellement perturbantes comme l'ultracentrifugation de 60min. Enfin, il serait de 

mise de vérifier l'efficacité du tampon de congélation des suspensions microsomales 

à conserver l'intégrité des protéines enzymatiques à court, moyen et long terme, ou, si 

possible, de procéder aux essais enzymatiques sur des microsomes fraîchement 

préparés. L'utilisation du modèle cellulaire P19 pour l'étude du métabolisme des 

l'AR reste malgré tout une avenue très intéressante à explorer. Une fois la méthode 

bien établie, ce bioessai pourrait devenir un moyen rapide, simple et efficace pour 

mieux cerner les mécanismes entourant le potentiel tératogène associée à l'AR. 
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CONCLUSION. 

A ce Jour, le déclin mondial des populations d'amphibiens est devenu une 

préoccupation importante pour la communauté scientifique. Le futur incertain de 

certaines espèces a amené plusieurs chercheurs à investiguer les causes probables de 

ce déclin. L'augmentation de l'incidence des cas de grenouilles difformes en milieu 

agricole a orienté les recherches vers de probables effets tératogènes des pesticides et 

fertilisants utilisés en agriculture. 

Les travaux présentés dans ce document ont été entrepris pour explorer les 

mécanismes sous-jacents à l'apparition de malformations chez les amphibiens. Les 

recherches présentées, que ce soit concernant l'effet des pesticides et fertilisants 

agricoles sur l'efficacité d'oxydation de l'AR en métabolites polaires ou l'exploration 

de cette même réaction enzymatique sur un modèle cellulaire, représentent une 

contribution considérable en ce qui a trait à l'étiologie des malformations associée au 

métabolisme de J'AR. De plus, de nouvelles connaissances sur le métabolisme des 

rétinoïdes chez le ouaouaron ont pu être apportées. 

Les résultats présentés dans la première série d'expérimentations (Chapitre fI) avaient 

pour objectif de cerner un mécanisme par lequel un débalancement dans les 

concentrations d'AR actif peut engendrer des malformations chez les amphibiens 

vivant en milieu agricole. Selon l'hypothèse que l'activité des enzymes responsables 

de l'inactivation de l'AR en métabolites polaires soit affectée par la présence de 

pesticides et fertilisants agricoles, l'efficacité du catabolisme de l'AR par les 

microsomes hépatiques de ouaouaron a été comparée selon un gradient d'exposition 

des grenouilles à la contamination agricole. Le travail effectué a d'abord permis de 

mettre au point un protocole pour doser les différents métabolites formés suite à 

l'oxydation de l'AR. 
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Une caractérisation partielle a permis, pour la première fois, de mettre en évidence 

des valeurs de Km et Vmax ainsi que l'existence d'un substrat préférentiel, le 13-cis­

AR, relatifs à l'activité enzymatique. De plus, deux inhibiteurs non spécifiques des 

CYP450 ont été testés avec succès, démontrant l'implication de ces enzymes dans le 

catabolisme de l'AR. Lors de l'étude comparative, des résultats concernant les 

femelles sont parus pour la première fois. Comme l'hypothèse le suggérait, il a été 

observé que les moyennes pour la réaction catabolique, le poids du Joie ainsi que la 

concentration en protéines des suspensions microsomales chez les femelles était 

significativement plus élevées que chez les mâles, un phénomène probablement dû à 

la coïncidence entre le moment de l'échantillonnage et celui de la fabrication des 

œufs chez les femelles. De façon générale, les grenouilles associées aux sites les plus 

contaminés ont démontré une augmentation de l'activité d'oxydation, et ce, chez les 

deux sexes. Pour J'ensemble des ouaouarons capturés, la longueur museau-cloaque 

semblait diminuer selon le gradient d'activité agricole, suggérant possiblement des 

problèmes au niveau de la croissance des animaux. Ces résultats suggèrent donc un 

potentiel perturbateur de la contamination agricole sur l'homéostasie de l'AR, une 

situation potentiellement tératogène lorsque vécue au moment du développement 

em bryon nai re. 

La seconde partie de ce projet (Chapitre III) se voulait une étude exploratoire du 

catabolisme de l'AR sur les cellules P19 dans l'objectif de leur utilisation future 

comme bioessai pour tester le potentiel tératogène de contaminants ciblés. Bien que la 

réaction d'oxydation de l'AR n'ait pu être reproduite, comme prévu, de façon stable 

dans notre laboratoire, l'expérimentation aura apporté plusieurs suggestions pour de 

prochaines tentatives. À partir d'un protocole établi et publié, certaines modifications 

ont été tentées. Différentes concentrations en protéines microsomales et en substrat 

ont été testées en vain. Plusieurs méthodes d'extraction pour les rétinoïdes ont aussi 

été tentées. Le protocole pour la culture des cel lu les P19 ne semblait pas être la 

source des problèmes rencontrés. 
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Toutefois, la quantité de matériel cellulaire nécessaire à l'obtention d'une 

concentration en protéines microsomales adéquate pour les essais s'est avérée 

exagérément grande pour le faible rendement enzymatique obtenu. À partir de ces 

constatations, une mise au point de la méthode de préparation des microsomes 

cellulaires a été suggérée. L'utilisation d'un broyeur de type Polytron serait 

probablement de mise pour augmenter le rendement protéique à partir des culots 

cellulaires récoltés. Dans un autre ordre d'idée, il serait conseillé de tenter 

l'expérience sur des homogénats cellulaires plutôt que sur la fraction microsomale 

des cellules, de façon à éviter des étapes potentiellement perturbantes pour l'intégrité 

des protéines enzymatiques, comme l'est l'ultracentrifugation différentielle. Malgré 

l'échec de la reproductibilité et de l'optimisation de la méthode dans notre 

laboratoire, il n'en reste pas moins que l'utilisation des cellules PI9 comme modèle 

cellulaire à l'étude des mécanismes impliqués dans l'émergence des malformations 

associée aux concentrations cellulaires effectives d'AR représente une avenue 

prometteuse. 

Cette première étude de l'efficacité catabolique des CYP450 sur l'AR chez les 

ouaouarons, ainsi que l'effet de la contamination agricole sur celle-ci, ne représente 

qu'une infime partie des nombreux mécanismes possiblement impliqués dans la 

tératogénie de l'AR. Plusieurs enzymes, sous différents isomères, catalysant la 

transformation de plusieurs types et formes de substrats, sont impliquées dans le 

métabolisme des rétinoïdes. La présente étude a permis de mieux cerner l'un de ces 

mécanismes tout en proposant une alternative in vitro à l'obtention de réponses plus 

complètes en ce qui a trait aux facteurs liés au déclin des amphibiens. 
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ANNEXE 1 
tt-4-oxo-AR 

ô 
~ D,03 

.~... 
- 13-cïs-4-oxo-AR-'-' 

-
or."".:: 
'-' e 0.01 

10 12 J·l 

Tt'mps dt' rE'tl"lItioll ,HI HPLC (min) 

Figure A-I. Exemple de chromatogramme suite à l'injection du produit de l'essai 
enzymatique au HPLC (Waters). 
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ANNEXE 3 

Tableau A-IV. Effectifs de capture pour 2007 et 2008. 

Sites 

Lac Boivin 

Deborah 
Stairs 

Pot-au-Beurre 
Yamaska 
(Farnham) 

Réservoir 

Choinière 
Rivière Noire 

Total-sexe 

Total-année 

Mâles 
6 

8 

11 

5 

6 

7 

43 

2007 

68 

Femelles 
6 

3 

5 

6 

4 

25 

Mâles 
6 

9 

\0 

6 

Il 

9 

51 

2008 

72 

Femelles 
6 

3 

2 

6 

" j 

21 
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ANNEXE 4 

p..f.luarl': To.t<\.:"ology 91 (200S'., IIS- 125 

CO/ltentslîs1s avaiL?lblf:! .','1f Scien<.~eDilact 

Aquatic ToxicaJogy 

journal hornepagl3: vlwvv.13ls8vi~r.c()Il1;"Iocatefaqllatox 

Rerinoicl metabolism (LRAT. REH) in the liver ~Hlcl pldsma retinoicls of lJullfrog. 
Remo cotes/)eiClna. in reldtion ta dgricultLlI'dl contdrnin,Hian 

l\iloni(jllC' Boily,'b".Jelnik Tiliboclcclu". I\ildljolelinc Bissoll" 
.' ',' O>ŒN R('·,~·rll .. i1 ':\'n!h~. ! Ifti~yr ';Ir) ,If QI< Ix'. (1: .\h';:üél:', c,-:.:{, Po\rn.';:, ~Ii/~:{ :';!.'(\ ~"'~(lk (clin l'-ViIJr I\r'-"i!/"Y': Qrt<br.. C,;Ij,;da N3C r'8 
~ Ct": rrt' :,;r(,'I'I,,~i~'~1 ~1,(i;H: (!t' 1"('dIO\'lh: '-;'{l ~'<.·o'\).\"lr()l~~!~'.~ l ï :it .'. :3J. bv(,.'('v{;r J dt":'t ;+ -J, a'~. L.iVC!, (~!,"'l.o<"<. <-"If.:.:,;,;: 1i'\' ]fJ7 

.'-RTICLE INFO 

RC'(Jnoi(ls h,lVl' l) ...-. ...'n ex f(-nsl'.'l"IV sll\<he(1 ln blHIs. tl:>11 ,'lI1ol.:1 m,'lmm,l1:>: '.... !l('I(.' rh.:'u Ilnb,il.'ln( ...'$. .H'; ~l$:::()... i~'l((.'d 
R(:''':èl·.'cd 27 rvt.J:,' ::('08 'Nlth ,'1(1 ve 1S,-' ("ffe.;:rs (111 '.:.:rowcll ,1n<.1 l,-'prodl.l( lion aloog "'.'1111 dl.'Cf('~l~l.."'d ('1l1bl )'" sUrvlv,'l1 ,"'lnd ....kf,.:.,.rmll"ks. 
R~<:cl..'~d ln r.:'vi~c!d forrn 1\ NC""<;:,mb'~r 20û8 

{),.~,)nocl"llorin('comp0'ulH1s may ,'llr('f (11(' f('tll)oid ...yskm I:"\lr Iltth:' js I.:n(·wn al)(,ut rI)(· L'(f('(t~ (Of .."'l~rh:lll­
,A,c<:('ptt?d \ 1 NO"'o?l11b~t" 200S 

tUI.\1 (Ofll,l111In.Hl{S on t!leir I1lt'r~lbollsm ln dl(' 'y',)l)l,l~I;,l RIV('I ploil..'(l. 1'11<.' I<:llll,)id '):).l(.·n) ln 1)\lllIrog:­
i:~ mOll,tl"'rl.'d tO in\:l,.'~ti:-;,Hl' lh\.· p<)~.:llt>h:· Imp-)'l ·,f ,];l.ri(ulfUrJI (f)llt,lmlll.)ll{:, on 1...·fln'III.1 11,)rn('û.st,)~I.; 

R...'(inold" werl' 111('.)5111"(.'(1 in li ........·1 .)nd pIN~m.-, rd nMI'(, hulJfr()~~ <:('JII'-'(h~(1 Ifllln "'i:'~ hh.·,)IIOJ)·~ ·:,.uh.lc..'(( rn 

inLr(·.lslI1;? .JgrÏl:"ullur..ll ..1(U··.·Ily in cl1e Y.1111.'lsk..1 River V/,ll·..:r"hed BlIllfnl~" 1l\'1l1~ Il) nl<.'dlUln ,)nrl hi:J.h
R~linolds
 

~EH ..1:i!rjcul(uf.ll .'1,~(jvi(y ~lIC.'l·' d(.'Jl1(·'JlSu,l(I..'d 10\-,':('1' hl..: pltt i( J('cinvl r'..11Init.lt,- ..lnd hi~Il<:, hCP,HK n:tin'" k'vl?l"
 
\Vhl'lI ...-illnp;ll('d fO tro5!.'" d>','.'L-j"lted \"/lrl1 1(l\A; (,)fH,Hll1n~1t":'d :-.11.:.··· tll..:llli!,...·$ III rll":' ..:OIl( ..'lll.....11IIlf) (11·llI".'I.I.I1"k 

A~fi..:ûhu(.ll.:l)nL~l'l1ln,)n(5 ,'5(('1"5 ...:oule! h ... r .... I..1t(.'d ra.1I1 ,)lrC'"((.'·d ..1o:ti\'ity of REH (Ir lR.AT. <.'nzYI11(··.' fl~SPI:((iv...ty IlIlt.'l'd {ù th..... "~.....:t .. ll ­
LRAT 

Y$I5- oÎ l'('tin}'1 p.llmilcH<." .\n<l tl1.... L~st('r"lL.HI<'·I\ III ft'lill(11 /\ IXIrl"I.1' (·h.·,(.l(k'l"Il,,·,tl(,'1\ dnd (he .111,d\'~·I::; (.' 
11v...' 1 Inl(fv~:)(lrnlJ.1 REH ~llld LR.4T 511')\""'l'<1 ·>i~l1lfi(,Hlll\.' 111~IK'1 l1y(lrolV5lS ,,11')(.1 1'·I\'\.'t.'l' (':H~ .. d'k.HIl")1l J<lIVi­
[1('5- III hi,ghly coot,lIHinatcd sire:."'. Enzvm,ltk' ..l(tivlnL's jC""llv~d (·l";;· irdluCIK..:·d IN pl.)511l.1 DRUH Ihlt ilOT 

tty pl,l:-IlM ff"l1l1'JI. r..ullrf('~,-, frvlll thL' nl'-)St ('r;nl"'-111111l,1Il'd :,ll....... $l1ov.'(·(1 ,11l(·n...<Ill·lil)oi ..... 1l1l'{,)I-.<.. II::'o1ll Ih.ll 

$I-.ollid ÎIlC(('.:IS": ( ....lo("\.·rl1 for f10V-S livl1)~ Il) Int('n-;ive JS!,I"l(llltllr~ll .11(";10.;, 

'.'::. 20\Î~ El':.>I...'\' 1("1 f< V ,'\11 ri~h(" l"1:',L1l \.'(·(.1 

1.	 Introdurtioll r.::lIgE'r SpeClf"S. rt::,ve-,'1[ed rll.H !)OdV V.:t"'>lgl1r .1nd l't:'>fln'::I14,1:, (IH:'P,lfk 
,:1l1(1 pJ<151n~ltl(:' \.\112["12 dJ ("I:-r,,""'(J by r<lL.. tOJ S ,=l550Ci,H('l"1 \'\'l rh inren­

Al"ound rht" ·...vorld, frogs h.,lve f"Xpé:'l'iE"lKE'd POpUI~1rJOn •.ln>:1 dlVE'I'­ srVè ag.riclilcurcil dcrivitlE'5 (Boll.1' Pt ,11.. 2(1)5: fié-llll.:aé ~t .-lJ .. :::(05), 
sicy t1(>(lll)CS~ ,1o\l)lOng rhl]' $E'v("I',ll f~lçrOL'S possibly involv12d. the TI1\.:""' re-nn ·l"crJJloicl" rc'f('l"s rI.) cl group of '2'I1c1og,enl)U5 Cll sYJlrl·I(Ari.-.: 
JO$$ (If l\dbJt ..H dl)cl thi?' COIH<lIl)il).~Hioll of wJ.rer dl'P reguldrJy clteel 11101e.:.:ule5 5tl"ucrul".--llly sijl)ildl ru rt:'[lllOI (VI rr.lnlin ,A,,:. ReriL10lds 111~\'(' 

fHOLJl,)t1~11) cr .1~" 2000: Crurnp. 2001 J.ln ,1.g.riculrUI"al <H0L1S. 111,,1I"5J1E'5 becn ('xtensi .....ely 5rudlt...... c1 ln l)irl1s. rîsll J.11c1 n),lmm~115 wl1c'rc rl1cir 
.;mt.i 1){lnJ<; h,.]v~ l.1~en dl-Jji1t>d ,lOl1 r11€' r~1l1,1inIl1g '.l'I....-ner hO<lu:>$ art.' Ilnll,11,~Il("t"'~ \''\'èl'e ,1<;:::oci<lté'<.1 ·.......'irt1 .grov·,-rll inhtllltlùfl. 1·1~1~t"t',1~f'!.1 

expo$ed ro r(·si<.1u0s of -:1gricul turLll pl',~Cti CE'S slich .il5 n utrie·n r5, nh_"r­ e-nlbryo su l..../iv.l 1<1I1c1 c1t.:-forrnitit:rs .:.1 Jun-g ....\'lrI1 llUJ11E'rOlIS orl1l;,r (·:-rft:'Lr5 

.~ls .jnd pè$tl(ld~<, \.v h Il'\1 11~V~ bpt;'ll suspE'(rf'cl fi) ..lrlver-:'t'Iy influl"""'f)(-P 011 l"E"pfoducriol1 (BlomllOn er .al.. 1:191- RI)Jtlr1fl. 200U: Bol!V p.r 

frogs POPUllHlOI1S (PnnlZ'l' ("f ;d .. 1999: D;wf(:1sol) cr <11.. 2002: Sulliv<l n <lL. 201J4). In Norrh Amt:-rll',l, 111.~IÎ I1Ulîl!)f'fS of c11:."fol'lllt.?'cl rl'CI.~~' 

<llld Spl.:'IH:e. ·.tOO·'; (,=lm,Hgo et dl.. 20(5). lu.vt" be-cn rep(lrre-d ln o:l/È"-Ilul ru ro:l 1 "llE'<lS «l'.Iè"JIt'r I,:or .:.11., \997; 
T,) explore.. rll~~ ht?<llrh sr.HUS of rhE' frogs IIVll)g LI) ({gricul­ Gdlc1IJlcr ('t cClI.. 2.(103 L rùsslbll~ (~U5("S of rl)t:sl:' defornltrk"s ,:']1;' 

tlll'<11 \:-(('sY$t~lll$, ..l 111cljor srudy vegan in 2003 in thl;' Y,=l111<1Sk.rl reI1ÙIl2SCC'IH of rllosr. produc;;;:d ln eXpt~I'1I11t:'JH:; witl1 ..1111111.415 rl)<H 
RI \,'(" l' l>~SJl·1. Qu,:·I)("(. TI1J$' fil sr ("éllnp.~igll. USlllg rhe tHJllfrllg ,IS rlh:' dJre!' rhe Icrll10id si':!.lhlllil).g p~lth\,;""<lY. It i5 r(1f're(Vl,_' n:'I<:'V~JH 

rn inv'""s.r:ig,Ht:'- V,/!1er11('I' ..;l.~rjClJ(tlJl·,ll ç0l1tJmin.illr5 ,,cf(A(f l"t:-rinoi<1 
I~OJnf'Ost~'51:) 

.··I/:~·,.~·~·l~·;;·-r·II-;;. ROH. retil)t;.I: DROH . .l11~i(,1,':s-3.4-dld~h~:dr-:,r~tlllc.l: RAL[lH. Tlh:'I1),=lin t ..1rgflot of I"f'se,.=llcl-Iln rhis p.:lI)E'l" is l·f~rIIH1Hlllh"'lr(1l.)nll"ill1 

r~fjn,11 ~l~h>'dl'..~·;:'Il,'$I;'; lRAT. 1.~I:j{hil1e.I.-:(II1,:.>1 ,'cyl(r<lnsfer...\~..;·, REH. r-:'lillyl ':",$1":'1 III ft1(' 1iver. Th~.~ llel)ari( srock of r~fJ nOld5 IS of prinl": in1pl)IT.Hl(.e' for 
h}'dJ\:,I ..u.~. RA. reotinoi..: .\":ld. Rr. r~tinyl p;'llmit.H~: ReP. r~(ln,=.r-bindini::proto?in: TIR, rlle \Nill1 frog. The liver 1$ Il1voJvec1 in (IH' li pr,=l kt? .-=lIH1 rlH" 111't'rdI.1oll~1l1 
rr.J,nsch·/r~t1n. l)f·])jologIC.--llty d((IVI:" vi r..:'Jllli 11 A 1l1olf-'cules. (ht~il COll('(·flrJ.-lrIOll in 

~ Corr<!':::pondi I1g ~llrhC1r oH TOXEN RC:5..:"<H<:h CCn(r~. Lh1i·.'C'r~;i(~' of QLlN~C'<: at r"'lon­
plasll1,.:'J dJ1l1 till.::ll" l1,,"liV'-'ly' [0 eXrJ ...1lHApcHic [ISSUf"$, TIle- (OIH.·C'Il[r<~­

rr':<l1. CJ.H l'OSt"']'? BSSS. $UC('ll r5.11,~ C.:ntre-VIJlc, r~·lon(rè.l1. Ou-:-bc-c.C:.n,h1tl. H 3C 3PS 
T.~J +1 ::·14987 3000.'S6D5: f.:Jx: +1 '51~ 98; 4lï47 - rlon of rerll101ds III rllE' liver l11ay l)ê" illlll.Ii'.·nc!~(1 b)1 rlh:' ilu[ri\i"~Il.:11 

.m(.I.1 ilJ<""':~, bolly.mCll1iCl\l~I'J'lJq.ll'n <<1 (M 6oily)	 Sf,H1I5 .11'10 flle .l:JC' of rl'If" Llnlln.zd. bu( lluI1H'rou:. Sflllllc-:; '~l)Il(.hlt'rl"c1 

o tt5$-::I4:5X:j. - se~ ;ron t m<lw~r ~I ~O\.1S EJ$e-'.'IN B.V r.lI (ig:hr~ r-::-:~.;,rved 

do:oi' 1O.I<J 1t5.'j .•1I:IlIJt.:-x.200S.11 00\3 



H('til1~lldehydc 

ROll-il IlP-Tn~ - RNinnl- flROII 

IR<~::t-t-;~I;11 1 
EJl.(I'('Iion 

RctinyJ (,'~t,,'r!" 

fÎg, l, SJstc "'en~brJt<: retinùld l11.:-tabolisl11, 

in rhl:.~ v/ilel ,.'111<1 il) rl1l'? l.,Il,)OI'~HOI-:V I)~l've }'('po("[c'd r/lar r('rlnoid:; ~~r(' 

~lJSO afrc([(.:'(l by ol'gdnol/lIOflIH! ;,:ompollnds slLch <:lS pol:,{cvell(" "Illd 
polyll,llogC"n,HI~d ,1I'on")ù,[l( hydrOrJrb0lH (Sp~ ..1I" ~~nd BOlJl~bonl1a15, 
2000j. Tl1es(> cff~7'ns c-O~Jld L)0 rll(' (OIl5cquC't)ce or indirC'(r illrcr­
.Hion (lf ~nzYtl1e .ilcrivitll:'5 {J(l$el~r relared ro r~rlnold nK.'r.:lbollslll 
(fig, 1), TV\,f) €'nzYI11(:'~ pldY ~ fllnd~lnlêl1Ull ]"ole in bL1ilc1lng up .~nt1 

IlH'rJIJolislI1g rll~ hepJri( sr(l(k; rlH' l'('[inyl esrel' l1ydl'ol.lSI" (REH) 
rll1d rhe le,:i r1Hne l'~rlllyi "':1'1 tl-Jnsf€-rJse (LRAT)_The REH 11ydrolysl'S 
.rll{' ~S[(:'I'ltit'd l't'?rll1oids r(} fe-flnol 'I,'·;llicl'l 1$ rhl~ll bounc...1 rl).J. 5pecinc 
pw[~in. I-~[i IHJI-l>il1(1 Il1g pl or ('111 (RBP) .lnd (1"I,v"red (G (<'Ils <ll1d ris­
slles Vi,l rllf;~ (ir(lIl.:.1fOIY ~ysrt..~m. Bt'-Cclllse cl ldf'ge ,:tnlOI.lIH or r~rillol 

n1..-'Y ('XC('[ cyrotoXI( effl?C'fS. rl10 f('flnollJ'J 0X('I.;'S$ IS !::'5f0fllle-d lJy LR,A,T 
and srol'0d in dlff~r(~nf org,llls, pl't.;"dOflllllcllHly rll0 live!'. In \abor.J­

rorv eX[.H·~rlmeIH$ (onducrC"t1 \"'/lrh f<lr$. nsh 01" yolk :',1(, nl'?mbr.lnes 
of rh" J,lP,1I"'5~ qu,Iii, REH or LRAT .,criviry provNl ro De 51"1151riv<' 
ro org,al1c1chlOI'itle expo$ul'!? 1,Ntl$$~)n I?r ,11.. 19~)G: Nd,~Ylb,.lgir,J dnd 

Spedr. 1999: Boily èr ~I .. 200·'d,b). Th,' 1-'l"Jrolysis-<'srerific.Hlol1l>dl­
clilce \....'.1$ ~xamlll€'l1 in m~ny org.:lll:> cH1d for severcll $pèries in ordef 
ro !-::,ld 10.' l>E'rter un'JerS(.H1<1111g of rh", (ol1lplex Jl1d hig[1ly r"gu­
IJrell rer,n(lid sysr<'tn. So [JI'. me po(.~nriJI "ffens of l1ol1-persisr"fi[ 
,::tgl'l(ulruf.dl (OIH.HlllIlJnrS lJO ft"tlntlid mer<lbolisfn hclve nOf been 
,nves.rl..;.nt~d d€"spire rhe f~<.'r fhJr p~sricidl:$ elf€' \Nide)\'" u:::;t>d rlnd 

ch"t (·xpO~lIrl.;' 1$ Il or Ittnir('d ro SPfilY drifr: food cll •.un dnd ··/V,Ht.....r 
COnc,lIllÎlldrîC'1l d)SO (olHnbute (0 rl)(,~) eXpOStllt.... Our prevlou5 sfudy 
l'onducrt?"d În 2003 III rht:" YJ.nl,)$k~l Riv,,"r basin sho'lIed .)lren~(J I1t~P'­
..Hic rerÎlloîds r€'IJrt?'l1 ro ~l gr..:at.11~nr of <lgrirulrur.)) COnrJl)lÎIl ..Hion 
i BodV ('[ JI.. 2005 :'. Tile presenr p"ppr IIlVolv<'s field c-ûlle((iùl1s in 
20n4 in 'whlch thp. sruety ofhep,~ri( anet pl.-lSI11<1 rf'{JI)olds IS exrellde,1 
(Cl incillde iJ((ors (I1J( 'J1(lLl~nc" s(Or,lgl" J,,,J I1WDholism; REH ~nd 

LRAT enzvm.Hi( Jt.."Ci\'lti~s. 

Rer Il""d, 1••,II-II((II,-r<'ril1ol .m,l all-rrans-Ieril1y! p.lll11i­
r,1[p wlrl10llt BHT), Trl(ol1 X-IOO_ l>urylJred hvdroxyrolllE'l1E' 
(BHT). L-(-dip,'lmiroylpllO$pllJtldyklloline (orpc)_ T,-,s(2­
CML)Qxyerhyl )pllosphine 11ydIO(hIOricl" (TCEP l ""d fdt[~.. J,-,c1-fl'~e 

b·ovine senllll d Ibunlin (BSl.,) 1,'V~rt" pl.n(il~I~'t"'{J from SIQnl,:! (helni("ll 
Co_ (Sr. LOUIs. 1'v10. USA .'. 3-[O-Cl1oIJmi<lopr,;-p'il )cJimerllyl­
,~lnmoniüj-l-proP<1.nt." sulrOlldrl2 zWltr('noJliC~C H.-\rS.1 V~(,:l$ 0br,~1 [)ed 
froll1 Boel"lringer f\.·1.:J,lln!l('ÎI1l C,O. HPlC-gr..h1Q< 50Iv('11[5 Vi('l"t=" fron1 
Fisllt:ll' Sc-ienri!Ïc, rvfollrrédl. Q\lébp.('). 
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2.2. Sflfdyar('(i 

'S.:l{llplf'S \.....,.(;.l"~. (oJ1ecred (1uring tJlt:' $Ull1rllèf uf .llll1e ,Hlt.1 Jul:v, 
2004, in SIX locJrîol15 vvirl1in rhe Y~-lm,-15l<.(l. Rivf'1 1).:I:'ln I~B~l'ul)? er 
JI.. LOOS: Spè..=11 t"r.~ 1.. III press). ThE's~ ~it~5 vVt.'rE' st:'J("df.'d <11:"::(I]'(ling 
ro (t\eir ,tgl iculrllrc=!l .JCfIVlry· (111(1 rllt=.:' COIH..~mill ..~rll)1l of CllE' Sull­

\'V<Hel'slled (Prllllt? ..H1 et (11., 1999) Till?' t'.VO $lreS <l5so(i ..He(llNlrll It)VV 

agriculrur~ll.\criVI[Y(O-ISr~ oflo:lllCI slIrrdCC lIse(1 (O]'C!"iJP f~Lrr'l'\fl1g\. 

\'Vere Oebordll Sr"li rs (DS) .Jnd Y.ln1 ..~sk~I-Nord i YN l, TI1~! Rll/Jèl't"'­
Pot-.rlu-Beurrc" l,PB) ~lllct Y.all1~15k(1 RiveT ~ Y.A 1 w('rc $lft?S çJ~l$$ed ,~5­

llleCllUlll (2ù-S9<J'.> of l,ill(1 St,ld..lfl,=- lI~0c1 for ,:1'01) (:.llilliIH:n v':flih~ RIV­
1~.:'rE' NOIl"E' l,RN! .:l.ncl RpiiÈ're J-I.~-B,,"lrbuè I:RB). v<r'ltll 1ll~~J'I,:- rh/ln 60~~ 
of nlel!' l.=lll.d 1I1H.1er co['n (lIlriv.-lr,OIl ,1nd l=-xrt.:lonsivp. ])1,9, pr(l(1lICfinn, 
\,\:er(' repI·e'St.... llrJrl\'(" of Illgl1 ~gnçUlrL1r(.ll rlcrivir:-/, 

BlIllfro:;~ v.;ere c.:lpruft"d ,~~ clescrl1)("c1 previously (or rhe 2003 
qmplillg -:5011'1 ,'r <11 .. 2005: Sl)l'~r er ,,1 .. 111 pl'('SS.'_ Bridly_ ['I,e 
blooel S..1Il)pl0 v\\15 obr(llrJc-d fronl l,:....\c[) frog VI~] rlle r'C'Jlll)J~)1 ~ll'rC'ry 

under ..1nesrhesl.1. Winl rll ..... blood voIUl11(~ l,'ollr?'c[ed (I1~ft:-I"l111l\e-d .~$ 

7.1 Il1J,:I(g bOt1y m,~ISS. Frogs ·'...../{~rf' rhcl) ("urll.:llliZf:'d by ';~~"IVI(,:d $('V­
erJllCè, Tilt" livt:'l yVJ$ quicklV H-~lllOVe(l, v....f:'I!;:.Ill:.. (], flnZ(:'ll il) liqulI:1 
nirrogen .~nd 5r(Jrrt:1 dr -80 'C unril Jn.lIV51$, 

2.4, PrcpnloflûrJ of J/IIOO--OJJH.'5 

1\,1icr050n10~ \,'\.'ere plE'p~H€-cl USillg O.5g of li'!l?l' rISSUe' Ilon'jl)ge­
nizèd III 2 ml Tns-KCI bufier 1. 0.15 r"l I<CI. 50 ln 1\·1 Tl'<s- HCI. pH 7.4'.' 
Till? 11omoge-nJrt:' 'N.~$ cenfllfugect cH 10,000 ... g (or:20 ())In <l1lc1 (Il~ 

~upl""rll~\[~lnr \N ..1S CE"llrl'lr'uged tH !OO,CJOO ,.. g fol' GO 111111, Tilt' pt'tlefs 
Wère resuspt'Ild('ci 111 180 f-ll of !)uff0l' \0.251\·1 sliuose. 0.151\,1 KCI. 
50 ml\·1 TI'is. pH 7.0) fol' rl1.: REH ,~l1d LRAT dSSdYS. (lll(t'· P,-,?p,',-ecl. 
rlle 111i(rosomes \Nere rroz~~n inliquid nitrogen ,:mcl sr(ln~d .:}t -80 'C 
AIl the sr€'p5 of lllicl't)$onH:- prepdr..Hioll 1,",rPl'e p(~rf(Jnlli;~d .:tr 0-'; C. 
Prorein (onccnrrarion ',.JI"'J.~ t1erct"lllined .K(ordÎllg. ro rll(' 111~rllCll1 (If 
lo\vr~: er ~lL t 1951 ! lI~Îng cl bovine $t:'rUlll Jibuillin J~; srdlldèlrc1. 

AllrlIV$("s of REH J()c1 LR.A.T v,,"l?re (ontlll(T~'d LInder \:'#:0110".... tf\çan­
(!('s("011r'lIgIH ro pl t.:"VE"-llt I$Olllf!nZ.Hion l)f rr.:"rIIlOI«S. .A sro("k 5.olutll)1l 

of 1.0nlrv1 rerlllyi p,=tlnlif..:lc(, t\"':lrl1our BHTJ II) tl~x,ln~, \ ....',~IS k("P(.H 

-20';(", E.h::h re,=tcrioll rube ;12 1"'111 s("revi rop boros-llîc.lt":"J h:"ct.:"ÎVt~d 

50l-L1 of rhi? n:>rinyl p.l.lnli(,,-lr(~ srû<:k .:;olllrîon. The hl"X,UH? \-'V,lS thl:"n 
eV.-lpor..lc,?,d f(' drynes"\ .u 4S ( llndèl A .~enrll:?" flo\v of nifrog"n 
ga::"', ThiS profi:-du(ê' ensllr~d ~l prl?'(ISi.'" ..lJ)lOllIH of sllb~fr.(ltè Îll e<1(h 

rube JIH..1 (irrUn1V~nred J)Io1>It>Il)5 of ~l)lve-nt IIU':-I ,a(rÎon:) .-Ind 1~(Inyl 

p.:llmir.Hi.'" 1n~l)llIbillfY. Th,:" sfock snluriûn 'Nd::' (11f:'((<ecl H-'glll~ rly fCII' 

purÎry and fhe vo)ulne pl.1ced i Il rhlJ l'l?.lcrio)) tulJè::' JdjllSr('d .~(cord­
if)~ly. R':-fInVI pdlmÎr~He $lIbsrr...-H~\V~l!- rhell dîspt:'15ed in (hl~ rE' ..l(rtl.1Jl 
mCd,U111 (O_T~ Triw" x- 100, SO 1111\1 Tris. 0-15 M I<CI. pH 7.0). Tll~ 

rubes V'h?ll2' VOl (("xect for:; S Jnft the ..('JctÎon \"/,:1$ in Jrl<1. r...:~d \'vi rh ~i 

60 '.tI ahquor of rhe rnll.::ro5-on1al prep'H.Hioll {.-lpproxll1lare-ly CqLHV­

~llt'Ilr ro 185 l.tg of proreinl l'e-sultlng III ,1 rl)[.~l in(u!:"I,)rlOn V(1!UIll(' üf 
250 p.1. TI1l5 fC:',J([i(l1l 'N,IS m,:tlllt.:\lI1f'c1 ~lt 27 C. v\'irh (OIHr ..·lll( .$11,11<­
il1g. fOi 91l 111111. rlh'n rf'ml111Jrl'd by .1ddil1g 0.5 1111,(1?-('old ,'rll.1I101­
For (haL:Kre-rlz.Jcioll of rile E"I1Z),'1l1t'... ~lll IIl(uha rlOIlS ·.....,,~ .. lQ p':"l'fùrnlt.'d 
in rive leplic:Hf.'5. lU?, fl'0!ll riVt7' t1ifferf.'lH pOI.1ls.l.(l.nct rllf~ <H:tivit}' \0\',-15 
expl'essell f lInkss orllerwis" l1orecl) 111 nrnole of 11ydl·<.oIyso;'d rcrinol 
forml"d per houl' for 1.0 1l1g' of prOrt~1 n. 

Rerinol 'IIV~lS exrrdcted LlSll1g 1.2 ml lle;(.4nt:"-BHT\O,()I"~)..."'.frel" 
ct.'nrlïfug<lrion, 1.0 ml v... as ('v,lpor ..n(:,'(l ru (11')'11(;'$$ .:Incl l'C'slI,:,p,t?ndt,:"d 
ln 200 !_LI MeOH (onr.:11111111' 0.01~~ BHT fol' ,1Il:IIYSIS I).v HPLC IN 
1I1J0CciJlf: GO /J.l. EodogenoLls rerinal in ll1icrl)sorl1('~ W~'lS ,q)j)l'OXI­



12(1 

m~rely un of clle [()r~1 recinol ~nd ;:hd not jncre~se in bl,mle cubes 
illl~L11)Jr<:'d wichour sul)qr..He. In tilt' ctDSt:'nce of ml(r050mE'S~Ct sliglH 
reril10J pe.;:ll< \'VJ~ dere-creL1 (prp.'SulndLlly ~n Illlpuriry III rll€' rerÎJ1yl 
pa..lmiratf' sul»)tl"ar":» ..-1IHl rllis b..1rkground '..V.:lS Sy~c€'lll.irically \.~or­

re([;>li for. The \',l ...~htli('V or rll<' ~ss~y. meJstored III ~hqtoors or 
ri\(:, S~~nl~ pool I)f I1lIC!"O$O(nes on dlfre-re-nr d.tys \,\' ..'5 founel ro !>l? 
7"'{. (CON"IÎClèIH ijf \/<il"iarion) indicHIIl\i. [h.H the' ..~$S.ëlV V...'J,5 11ighl)/ 
reproducilJlf:'". 

1.6 LRAT ossn.v$ 

... IfOck sOlution of DPPC (250 IJ,M) 'oN,I, prt:'p,\red in 0.1 J'vI Tris 
lHlffl'l"~Ni th 8SA (25<)·:,) ~llld ,\<!jllstl?d ro pH 7.0.TllJS illixtur(' was 5011­
Ic,<t'xl on iu' fOI'45 min ,1I\c1 prc'scTvecl in "l,quots ar -80"C. ,A, slock 
solurton or" .all-tralJ.~-rerlnol .....vas pr~p.:lI·t:·d in MçOH (0.1 Ing/oll; 
,1Ih1 I;c'pr al -20 'c. Bcfor~ lh~ LK"'T .15S'ry, 0.1 1111 of thtS 50Iuri,)[1 
W.~I$ èV(ll:'lOr.:lt~~d ro L1lyn0ss 1Il'lctf'r nltl'ogell g<lS and f"C'susp0nL1f.'d 
ln 15°1'.1 DM.~·,O. A 5p.1 ~llql.Jot of J'(~rll1ol 111 DMSO (tèquiv.1lc'tH 
rv 5 IJ,M of ROH J11 the lil1ùJ ,'SS,\Y) IN,j, adcled co 50l.t-! of DPPC 
':ifod, ~oJlIfit)n in RSA. (1).)\\ll:?"d. rh("o vortexed for 1 nlln. The 1l1ix­
rurc· W,IS vol'texe-ci ,lgaill \Nlth 1701".1 or 0,\ M TI'is-HCI I>uffer. pH 
7.0. fCII 11l1iil Jnd pre-ln(uü,Heci ,H 27'C fOI' IOnlin. T1w 1'('.'1(­

[ion "\'"0;1::' sLlrn:"d hy ctdL1ln,~ J. 25 p.. l Inieros(lme Ciliquor (previously 
rll ..lv....ed ':Illd pre--incub(Hf.'<1 '<I\.'1rl1 2ml\'1 (If TCEP for IOmin ~r 1'00111 

remperaflll"(,!. Ail rubes vvere rh€'n vorfex~d for 1 nlin and incH­
bJtêl1 III rl shakillg ",,,uer !J,HI1 (27-C) for 20nlll1, Tho:> r",acrlon 
\\, ..1$ Sf{IPPEL1 wlrll (l,Sml ice-cold Ett)H follo\vt7L11)y Vf)I"[~XIJlg ror 

1111111. Npxc, 100111 clisrJlI~d w~rel' W,l$ ~ddecl rlllc1 rllié tul><-, vor­
rexefl for 30 S, RerinyJ p.-lll1lirdrt:' Vùl$ eXfr~~(rt'd rvvi(e L1~ing 2 ml of 
hexalH'-BHT. A fr>.crÎon of rh€' (ombined orgJi1Jc phas~ (1.0 ml) w,~s 

iévapor>.INI [(\11Iyn",ss l)t~fOH" resllspen:,ion in 200,k1MeOH COI1­

r,'i11ing u.on BHT (or ,\nalysis bV HPLC Lly JI1jl~((jn.ç. GO 1.1.1. Blank 
incLl!),lflOnS \"/lrhour retillol \VerE' llst?-t1 (0 C(lIT~n for e·ndogenol1$ 
l'E'tlllyl p,~lm it~lr(", .A5"SdYS v~'t:'fe perionnE'd in 5 rt>plic~C'~s (othèn-vis.C'" 
Ilored). 

2. 7. Age orfrog 

BJ.seci ('n rhl' slœletornronologl,,~1aging r.?ehnigll.?S 0f Leel., r er 
,11. (2000.20051. ,1 ppropri,He !Jone s.lmplc's Wiére coll('er~d from rnC' 
Illale bl1l1rrl)~s. The pl)~H,:'!ngt\5 (11'<1 of che 4rh hllld rOOf dig:ir) ,.)lld 
f~l11urs (olleer~d were partl.llly d~C.llcili€'d, prociéss<"c1 ro produc~ 

shc1€'5 ,1I1c1 Sr,ll11<'d WI rh EIHlleh's Ikm"toxylin ro Idencify the IIn0S of 
(Hresre·d grùW'rl1l L'\G). Tl)i:, (t~Cllnlqlle PC'fllliuE'-d .::tg;l ng bJse-d 011 rl1t 
1111ml)er of LACs. c:h.)llges \...... hl .... tl oce ur <1S ,1 l"t"SlIir ofrl)(' .:.nnu,ll cych,... 
Even though UliS P,lfliclilM tèchnlqut:' hJS nori)c<{'llusC'd prC'iIOlJ5ly 
on bull frogs. ir ha, b<"<-llV,llll1.Hed in rhis sjlecies (Spe.H iér dl .. 2009), 

The eXlJ,Krion proced urt' ror rerinoid ~Il.'ll\'ses w,~s moc1ified 
frcol11 r1l-lr of Sp~dJ' ,lilt1 Moon (1986 ·r. Bniét1y. 0.2 i1 of \)Ltllfrog liv",,' 
"""'s dpl1yclr~ré'd by grin<1lng \'.'lcll 2g of dJ1l1Vclrous sodium slIl­
pll~rp (Nd2S04·1. Exrl'~erioJ1 W~, "c 1" t'veel !Jy <ldcllng 5 ml IHe'xanp. 
c111c.i Il)iXillg ft.1l"' 10 min. At'rer cenrrifugilrioll ~2ll1in .-\f 2000x g) d 
500 pJ ~llqllot w~s ev~porarl"d to chyniés, ~l 45 'c lilldei ,l ~en­
rIE' srrt:",",lll of nifrogell ;5"<:15. The e>.:rr.;lcr '.VrtS fedi$sl)lv~ct in 200 ~I 

,~rc'c(Jnirl.,le dlld SO ,l.ll W,lS inj"'([f'11 inco rll~ HPLC .."" rennoid ."1.11­
Y~E'S were Cl)!l(1ucted lInctE'r y~llow înc.:lJl<.1es(é'nr ligl1rS ro preverH 
isomerizilrion, 

Hep,HK rerinoids 'Nere $t'pardred and derecrecl uSÎng HPLC .IS 
cles(ribed in Body ('( <lI. (2005). Th~:~ p~.,1hs for l"t'"tillol and I"è'(inyl 
p,ll Jllif~l rI! '~\'CI r~ Id en [iftr.-d 1>y COrnp.ilfl ng ~Ni(h .?lll thc'iHIC conlnle r(i~1J 

sf<:"ln(L~ld5. OI~drE' ,,~ncl p ..1llllit,Ht? esrers ('(tl"'luted undel' the$i? HPLC 

(l)l)(llrions ,lnd \.\ft?-rt.... qu~~IHiAc"d rogetllt'l' riS rhe p ..llmltate esrers. 

78
 

Tile pe.;l!<.5 forrerir'1Vll ..lLlrart'.lllyri~r~Ht',ILll(rlp. .... te, ~n<1 sr"'(ll·.He \ve!"€' 

idf'IHllîect b~/ srdnd~rds synrlle$izf.'L111l (lUI' I..-l. 1.10 J ,=l rI) J \i rlnd qUdlHi­
fJed ll$lng the sr.-indo:ll"d ClllVP roI' l"t'rlllyl p;llllll(.·l{E' corr(:'c(p.L1 t<)1 

llloleclILn v·:eight Thf> SUlll of (On(enll.=ttlolb of rlH7' Incll\'idll~ll 

("{'rlllvi esrer5. ~xpr~s~ed III 11Ill(;le~ Pi)." .!?of.Hll 1:1l1ll(i1;·'.'..I. 1$ rett'"rreet 
rG d~: t()(dl eSk'r' (onCE'I\rrdtlon Qr OV0t~1l CE'riJllJlcl ~.[l)l\lg-, BlootJ 
retinoids \o'oJl~rl~ der(-'('tt'd d((,ol"L"llng to Bènrl1t! ~t .IL ,'2005~_ 

f<ecinoid t"X(l"<lct$ from hep,Hic t?nzyme ,lcfIVirlE"5 vv~r(' Injecteel 
ilHO ~ l"evefs(."-ph(l$':' HPlC s)·'ste-m (OIl51Q,:-d (If ~=t r\J1I1I~nIl1l1l PI(l­

gr~·nn 1(I(lded üllro (l Pellfiulll Il compufë!". ;t mülle-l 510 pl..1rnp. ..:, 
model 486 ,lIJsorb."Hlce de-rt."cror :,t';"( ar "325 nm .~n(J .:l nlodel 77251 
l, Rlle-odynof:") li1Jt.?nt:il, Rerlnol fOrllll'd from rhE' l't'rlllyl p,:dlll 1r..)f(? 511b­

Srldr(l (REH) vI/as $('p.ll'dr('d on ,ln fJ1('-nsd (18 ~1I1,llyrl(~11 (1)1Ullln 

using glddlenr durion V'.'Hh SOI\:ï2nr p., (97').~ r....leOH. 3-.,.... \V~H('r) .tlld 
slJlven( B (59:'", (\:H.'OH. 33<':,. THF. 39,:. \.\'.1(<:'1"). Till.' gl,hlten( progrJl11 

\"""1 th .~ nov,,:' r,He of l mlmin- I \lV.Ho: 100';~.:l... fol' 5 nlin, ff)lIo\f\"(:~d by 
.~ "ne,H' 2-mill gl".1dif.'nr ro l (JO~:, B, r11l:'11 iSO([',HIC 10er;:, B fOl 6 mi IL 
Ar 131\1111. d lirwal' Q.l"(ldi;;~nr re'fLlrnl;'d ri);;? 11101)1]0 pll.~5~:> CI) 100"::, ,A, 

ovel ct 2-n)in pe-liod dnd iso(I".l(ic 10û:~, ." W.:I$. 1l"l,.linr,-ulll.:"'(j fOl" (ln 
addiriOIl.l1 5IHilL Ulldf'f r1)t?t::t? (l)t)dirions. Olt:' rerêlHJOIl rtlnt:" roI' 
rerillol \oV~l5 4.2 lllill. Tl)is nlerhofl (>nsured rIH:' t"Jurlon of rlH" sul)­
srr.~re rerlJl:1/1 p(llmiri.lrr, \ 13.6 n11ll J I,''ilrll fJ(1l 1Jl.lC'(rioll, prl~v('nring 
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fl.r;.2. r.'?'llo.)ld (c·n(':lUr~ûons ln th~ li\'e"<)Îbullfrüg~.frolTlY.)n)Jsl~ Riv-:rbilsin. '-A.' 
R-=-tin~;1 p"hnir~[.~:- .o)(h~r e~l~rs~. IJlllvariJ(<!- .'lluIY$I~ vl'J:lrl"n..::,=. Tulo.'::-:i \' "('.(15. 
f.uh b.l!" r~pr~~~n[:;. th~ m~.lf"l. l, - I~. 1B 1 R'~[II'K,I .-;. DROH 0 , Unl\'~ll\,J t-:.' .Jn.)IY~l~ 

of '.'arl<m"::~. Tllk·:::.' ((..:.0.05, E.l(·h b"'J r~~I"\?:':~J"Il'S n,c mccll"l ,m<1 5.D.. q. 14-16. 1(~ 

RNlnyJ p.."Ilm ir~r('!rèCiJ"lol. n-tc.tJr f.:.Hia, l":nlskJI- \V.llIIs [('st, Il ~ ~5. ~ •., 0 00 [ B('l;':l:$ 

cxr<:'nd from 2S[h to 75th p~rcentiJo? lin.:- Î~ th,;: rn,~~1Ian ~"nd whi::d....:"rs ~l1,)W (he 
dislrIL'urlv,'\ '-rùln CI1€.' I~rg.';'>::'f rI) srnall,:;.>sl {Jb$'':l~:~d V.. lues., 
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Mo:·an and (S,O.) of pl.:l:>md retinoids in bllllfrogs from the Y:.m<lsk.'l Rivo::'r b.a$.IIl. 2004. V.llu~s wüh ch~ SJm,'? Io!rf':-I" '.·.. Îrhin ,1 (cdumn :Iro:.- IlOt ~i~n in';Jl1Cly di Il"er-:-lH (;1 ~ (1,(1:. :1,
 

Sit<>s 

f),-.?bÛI.lh Stair~ ~DS) 19.6 (1.15;--. Il ~ 1':­
YJIll<l:;ka·Nord (YNj 17.3 ( 1..':.1'1'. Il..-16 
Por-.lu-Bè'lIrr~(PB J 17.8 (1.5)'. ';01'" 
Y.lIll.l:;ka l 'fA! 17./ i:1.2)'1. Il: 15 
Ri\.'i~r'2' Noire (RN) 15.) (I.Q)~. 1/_ 15 
Rjvi~re j IJ Barbue (RB) 13.3(1.J)t'",II= 15 

• p~ 0.1. 

IfS ()(,(llIl1UJeHion ln (1)<"" dl1<1lyrlcl1 C'olumn, R0tinyl l)t)JnllfJrf' reslJlr­
ing fram rll€' LRAT :ldiviry W...lS liert?(red llsing isc1t~r<\n( condItions, 
Tilt' Jl1(lbil~ pI1,15<:' was 59% 1\·1('OH. ~>8>t THF ,111<1 );t water. wltl'I a 
i10w rate of 1 1111I11il1- l . RetiJ1'11 [)all11lt.1t<." prOdu(t 'NilS cietf'((ecl ,lr 
S.6mlll. 

1\r1t~,·1I1 ""(1Iu(,5 ftH body 1l1ZISS, hv('r \vf:'igIH. livl.;~l· rcrilll)ld (on<.>;~n­
rriltioJ1s. REH .lI1,1 LR.'.T acriviti('s \vel'~ cl)I11pMe,1 i)pt\'i('PIl Slt('S 
LlSll1g d ooe-v... ay an.dysis (If v<Hidflce. vVhL'11 rh~ Ill0d0J 1/".1':'15: 5lgnlf­
l"'-~IH. mulriple cOl1lp.ariso!1s v,.'E'rE' conducrec1 u5-mg rl1f." Tukf."Y rest. 
VVI1t'n tll(, ilssurnptl<lJ1 of nur111ali ry appear",1 Sli spe«. ,Hl,1 110 tr.'n s­
fOl"m"HIOn of rlle' (\.it.l W~lS effective to t~nSUL"e noem.ll distribution. 
nOI1-par.ll11('tric t('sts \wr" dppll~c1 for cOI11j),H'il1g groups L).Jsecl on 
l:hi-sqll.:lre ,~pploximdclon or the- r<rus({(111-Vv'"tlis r.:$[. Spedrtn,=:tn 
(·orr~I.Hi(1[1 l11~trix V...'orlS tE'5t~(( on (Oml)llleG e1.H;') from rllE" 10VJ intE'l1­

5 ir,' 5Itê'S; OS. YN) iln,1 al1oth.,r ,0lleJari0I1I11Jtrix testN1 on til(' c1.1t~ 

ff(\nllnQd~f;Hl".Hld hlgh IIltensiry ~ir('s I.PB, VA. RN. RB). In rhe C:1se 
rhar the S,If))e yanables were corri"lated in tl)e 1\'\'0 matrices. the 
rt>l"rlonsil,p wa$ cuns'l"kred J10t to Lw inl1uelKNI Dy agnnllrurdl 
;,criv,p/. "tatlstica) analyses were perrorrned (Ising SPSS";' sorrw.Ht:' 
': SPSS Inc.. Clllcagu. IL. us.'. \ 

1. Resulrs 

3-1 Hf?/.k.1f1C and ploSI!JO retinoict ((">vefs 

ln rhr? llver. th!? major (orm of eS(E;'filied r~tinoids vI/as rcrin\:1 
p,1In1iLHt? V.;!11(!1 .1C({I11nted for 50"''; of rorJ.1 t:"I$[èl·S (Fig. lA). ThE' 
rNillyl p,limitate (onl"elltlatloll tendecJ to b<:' 111g11er l'or SltPS a550­
CJ.'Jted wlrhlow ,'.gn"ultlll·,ll "Ctiviries (F5.'; = 29.96. P" 0.(01) The 
low (onr,lmill-ltion Slt<'5. DS and YN h,)d si~n"i(Jntly higlkr V,) 1­
1I('$ rhan PB sir" imediuJll) ,lOci RB (highl. The lowesr concenrrarion 
(ound ,H PB "-'as slgnlfic"ntly clitTerent from ,111 otiler sit",. Retino[ 

T.lb!,' ~ 

0.47 (0.03 i). il" 16 77~~ (52 r~. /!- 10 

0.81 '.0.091.0:- 16 517 (::19)~(. 'j >:: 5 
0.54(ODJr\t>.~1a 15 ,4': Il JJ .• ;,.. 5 
0.67 (O.OH)bC. Ii = 15 3071 (539'1 f. i:',c:: 16 
0.19 (O.o:Ob,·, /." Il t 5i ( 1~9 jlo, .:. 1J 
(1.65 (0.09f.u= 150 147S(135't, li'" 10 

COI1(("I1(((HIÛIlS 1/';\.:"1'0 ,1[SO sl~ni1içal1rly difft'l·tJ·J1( .:1l11ong Slt(.. S ,::IS 

tl.,.., VA. RN .:Illd RB Site" SI1OW",1 lligllt'r vdlups CI)mpMèd to DS 
,Hlcl PB locations (Fs.8s ~ 7.69. P < 0.001 ~'F,g. 2Bt INilen the 1ll01.1r 
rëHtO or" rerinyl p<llnllt.::trc ro rt:rinol '(\,,15 e-x.)lllini2'(1. ,li 1 Inf'l1illlH 

dnd 11igh :'lres l1emol1stl'Jted ll)v·...~r \-'.=llu(,$ COlnp,Ht?c1 to lo\v sir€'~ 

t-:hi-$qu.lIt::'= 46.02. p < 0.001" (Fj~, 2C). \0"/))011 $IH:'S \N('l't' gloupf'd 

d(cordin.,? ro tll.:îr (Onr(.ll1l1l1.:"HIOI) l)lI)"c'h:'1) ;:Sl~(' S,:' .... rloll 2'1. l'etlllvi 

pdlllllrdr~(orr~ldt~c1posirive)y ...'\'i(IlI"'~p~lri(' Il:-nnollll borh gTOllp'5 
(group 1. r = O.SÎ. P ~ 0.002. JI ~ 27: group Il. (= 0.64.1' - 0,001. Il ~ 61,. 
fil group II onlV. retlnyl palllllt,lt<:' c<.lllel,J[~(! posltlvdy wltll ,\.';i:' 

V = 0.44. P=0.001. tl =SS! ,~lll(1 1h:'pJ ric r("rmol 'N.'15 n.:g,HlVt:I:,1 COll·l~­
I.~red \vlrh II\lf'" \"'/eigllt (1 = -ü.37, p:=. 0,003, ri'" 62..1. 

PI,~Snl;J )"1;""t[nOI(l dat,=ll Tdble 1 J SllO\oV rl'h:" mdJor fOl'ms of \/lt.1111ln 
A-rNlnol. DR(JH ,lJ)c1 Oll<' 11let<li)0Iit~. 13-(J'-4-0X\1-R,A.. Uilly tlw RB 
site 5-110V.... t?'d A st,Hlsrit:,~1 rE'ncl2llCY ro 11,;JVI:".;I lov,:el" fE"rll1ûl th,41l th~' 

DS sir..:? (Tllkey p=== O.OS!. AI l-rrcrns-3.4-didl.;""l1ydrO)"t?tinol IN.''5- round 
in ~v~'ry 5dl1lplE" l)llC only in 101/\: (l)JKE"nrr~HI(Jn5, N':-Vl'Trllt:,ks5. sig­
nitic...=tnr dir'f~lt'n(es \"'.Iere i'1?'v('.(Ilecl oerv':'f.'en sirl.?s. tli(:" low'::'q v;lllle 
,lSsociart'cJ wirll i)ul)rrog~ IJviIlg ln th,> rt>reren«(' SIte. V-/hen rhe 13­
t'ls-4-oxo-RA Illeta1)ollrt:' \"'.1<\$ COf))p..lf€"c11)e{1.~/een Slt€"~. ollly YA And 
RB \w,ro? S(<ltlslically diffê'renr l'rom rhe p'~stJCid<--fro?ê' Slce. D5 ,lJ)d 
(rvll1 (hl:? nl(~dililn conr ..lInin,H('cJ siro:', PB (f5.7S:=' 4.62. P < 0.(1). 

Wllilt:> no cOl'rel.Hion implicattng l'('rinol \V.~5 found '",vithin 
che- lo~l'/ COnr,11l1In.)wd group. d sl,gln neg,nivE' 1't:~ldtlon511Ip 

VV,15 ob$~rvt.::""c1 \)('r\,....'r:-t:'11 jJl,l$lnd rerinl)! c=lIH.1 Ilf'P,HIC r.""tinol ln 
tll<." medi\llll-lligh (on tamln;H<?d group (1 = -L1.37. P< 0.02. )) =571 
(T,ll)le 2,\. In bOtl·l.grOl'l)$ (10"-' ,lJ)(t m<-dllll1l-lligll;. OROH W.\$ pas­
itlv('ly correlare,] witll rptillvl palm;rilt<? ancl IH~P"tIC rf"tinol 1:'\It 
negJtlve-)y conel,lto:ci y·lJth Ilvel' Wl'ig,llt ,Incl posltlvely corn:lared 
'Nir]l pl ..1SJl1.1 r~'rinol in the mediulll-iligh (ont.lminJrion gJ(Jup. 

3.2. REH nmi U{AT (h:fll'Ir"') 

The lerÎllyl ester 11ydfol_l~e '....'<;lS 1110rl' .tC(IVE 111 pH conditions 
oef\ver:-11 7.0 ,7111d 9.0 rt:\-\ching d 111.lXIIHllI\1 ,H ï.O ;,Flg..~~,). TI)~~ 

Frog m~>s:.•lge. hep,ulc rNinoids. and ptJsm.lrlc r.::'rlnojd~ I)~riables: COfrt'IHioll$ <:111(1 d0~;("r1pti\'e- >r,:Jtbric:::.. Uppe-f riglHI:: loV>.' CùntJlllin<l(ion: ('\'5 .H"ld YN [)own lJ:'h= m •.:(lIum 
.:~nd high ..:orH.;amincHl.)n: PB, VA. RN ,:jnd RB. 

Variabl(':) 8 JO Il 

1 fl"Qg rn,l% J'56" .30 .31 .28 :19 -.03 .14 .02 .19 59' 
2 ....... gc ,64" .04 1S .28 .21 23 .42· - 08 20 23 
3.LJ\."~(wi!ig.hr .61" .19 -.16 -.37' -.51 ­ -.24 -.36 32 -.51" 07 
-l. R~cinyl p..:llmi(J[~ .30' ...4" -.31' 57 56" -21 .0=· - 22 56" 25 
S. HCpdfic ,tuno! .15 31' -.31'" ,64" .:35>< .16 .53" -.07 .gç ,08 
o. H.:p,'lfio.: DROH -.10 J)S -.39" 41 .79" 20 41 -.26 1.1)' ­ j)7 

7. REH -.14 flO -.53" .69'· ,5g.' 58­ .23 .JO) 20 .l)4 

S.UV.T -12 19 -.-lS .47' .62" .6)" 27 09 41 13 
9. P!Jsm<l ff.'finol 18 -.12 .ll" -21 - 32" -.32' -.4"1 -.69"' -.26 -51 
li) pf.HIYl.l DR(JH -.09 10 -.43" .4S" .84" J.O"" 6S" .63" - 50·' 07 
II. 13....:).~·4oQ.Xv·RA -.12 23 -.33' .14 .OG .03 A2 .27 .OB -JI 

r· ... 0 OS 
.. ,.H.O.OI. ... r·"( a on!. 
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O·:i. .. .,. ... "':::U:::,'·",-,~"'_J..""-"::"~"~~~::""':)'::":::':.,l-'..L'-i.V 
Fi:,~, J, ';f,S.l~' (ondieivns fùr m~(lSllring REH .K1ivity, Bullt'ro~ liVo:!'l' l1liçft)~On).es Wel'o2' innlbJced ,lf 2i' C. no"l v011l111t? 250 p.1 Etf':'({ of i A~' pH.', B; J11.;uj-l.HI,jn ri Ine, 1CI rr,)ro;~in 

c,m(("ntr.l.rIon, ,wd rD) rC"tinyll.).)[mlrc.'lre ç':>llc(-mriltj,)n on REH <Ktiviry. J(jnCtic pJrc.'lm~tl:rs (Unc-".."eavl:r-Burk plo[1. ins~{ D. 

hydrolysis of (lll-tTali~ r~·til)yl p..lln'lItare .15 ,1 fu.rll'rion of incuIJ,UI(')t) 
tinle is shown in FI~, 3B. Th<-- 90-1ll11l il)Cub<-ltiOIl \,',:<:15 sek((l~d ilS 
IWII1~ in the lineM pOJ(,on oi lIie ('lI/Ye ,Incl sllowinj:: (!le small ­
C'sr ëo~ftî(i~~llt of V~HI<Hl1)n. A r01~Hlvcly l<ll'gi:.~ r~ln~t~ of protr:"'ul 
(45- 3~)O JJ~,~) \"',",)$ USl"1..1 [0 in(ré'd5é'd tlle REH .;.lctiviry ()tlct tllè IOV'/t?'f 

('.HH:entntlon" sllOweci ,\ iHgi)e!' coefficienr (If v.Hi,Hion ':Fig. 3(). 
AirllOugll ,1 Iligl1er r,lte of hydl'Olysi, W,1S oo,ew..c1 \\'i(11 iMgl'S( 
.:IIl1ÜUnr of protE'iIH, ,."1 GOp,1 of Irllcrosol1l.:11 SllSp011sion (±185'.L-g 
pfücein) \V.lS routinely usect (or Ali aS5.:lY5. Thè efff'(t of iIKreJ$­
in.; (OlKt'llfr,\f10n of all-rrans l('(inyl ~)'\llllir'\t€' on REH ao/vlry ,\ 
e!<:pic('d ln Fi.~. 3D. For a substrate concentration of 200 ILM. ,\ 
pl,'lr"~(hl \"l.:'L$ nor re()Cllt?d. Higller conct>nrr,HioI15 h.'J..~1..1 ro ceduc~<1 

Iwdrolysis ,Kriviry and maxII1Hzed coeifiei€'rlf oivari,1[lon (dat,] not 
511 o\,,\ln \ Bdsed on Opril1lLlln pH, time dnd prOreJll sec conclirJ(1I1$, c\1l 
,lpp,\!,pnt Km oi57.9 p,M W'1S found ,Incl ,11,',.:"" ofU,'3511JllOi ofrNinol 

l'II 

rI) 
o.~ 

U.J 

1I.2 

11.1 

" 1541 

Prolcill~ (J1~) 

fOl"lncAdi mg protèlnih \""',1$ c..1t"\r0.rnllr)t~d ;. 111S('(. fig. 10:1. REH .KrIVI r>-' 
\'./,=ts nor srimular('d by rl)è' t)ile s()lr dn.:aloglw(HAPS: «(I))(t~))rr...)rit)n$ 
froll) SOm,....1 rI) \50 I11M rE'(hl(',~t1 rlle r·J[(' of IlVdl(il\,sÎ~ rront 20't· ro 
5r(,{l1J(;~ nor :;110Y,/I1). 

LR,~T ,h'rivir:/ \NJS d15ù Iligher ln ,1Ik..=tline Irl(UL)..HÎ(lll COIl(llrll)n~ 

~s Sil'Will III Fig. 4A. Tile tIillP-c1epelldenr est('l'llÎe~rioll ~,'[iVIt)" 

111(1 E'd$t..'cl ITwrt! or It'5~ line..lrly for 2(1-1111 n i lH:ub,~rl()n pel iod. AÙel" 

rhl s rHl10. rh(' ,h"tll,'lrv r('lld'''\l",1 to (1ecre,~ se' ()'S ([eplncd 1Il fl.G.. 4B. A 20­
min II)(UlMrIOIl \..0"',)$ Sele(rf'd "~)r.:111 LRAT <lss ..'l:v'::', Tlw' f:.'r-f:'llficHion 
i\CtlVlry illcre-,lsel1 ill cl lill("",u (,lsillon by rtll ill(rt'",~5111gdl\l<.tUIH O( pro­
reins (Fig, 4C" 'NI til 10 /J.Mof .,II-rm'h-r'?tlllol.1S slIl>srrol((', tile LR.A,T 
,xriviry L1t:""moIlSrl\l[I,;""d fYPI'~"',ll T\.11(h,lèlis-f\.'1i:~llrûn kl Jh""tH:-~', Fig. --ID l, 
Ail ,1PpM~1l[ 1(,,, of 1.79 IJ.M ;1I1d 01 rnolXlIllUIll vlèi,xl rv or Il 4I1rn(,1 c'f 
l"erinyl p ..~lmir<lrê' \·vere vaILII?) di;""llved fll)lTI LiJl('wt?..lVel"-Burh:l',;' plor 
(1115c>t. FIS!, 40'1, 
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4 Il> 

Il{~finoll (ft"l) 

fj~. '1. A$~<IY ..:on';i tion$ kil nlC'JSUI1 ng LPJo.T ...Krio,.'it;,'. Bulltrog livC'r m'cr(ls(>m.~'$ \','C'r~:' ;ncltb.-,t~d J r;J7 C. fi nJl volume 25() jJ.!. (If.:,,;:( ,)f (A) ~·H. roc: 3. ':B,I in<ub.-,rj.:,n ome, f C.. 
pro{o:>-in (onc·~ntration.lDI ~tinol con("~ntf,)(j')n on LRAT ,~cri\'it\'. Ki ne ri<: pJr,)m~t·~rs tLin'~v·JI:-J~r-Burk ~"It;.r( ill)~[ D. 
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rit!"- 5... En::yrn,! .1":[IViriC'~ J:i:>.ïly,.=d in bullfrog liver micro$on1(~S from rhe Y.lnl.;a$k~l 

Ri\./'€'r b.lsin REJ-! ,,;jl1d LRAT .;l,ri\}i~r ln s.. mpl~s: fr.-.m 10".... Jnd lligh c0l1t.an1in.Hed 
sit".:s 'Ner..:- cOlTlparo::-d u:oing Krusl,al-V~'aJIi:> (~S( Soxo:"s extl"nd t'fOin 25th (073(1) 
pcrcenriJc.lin.!' i~ ,he nlcdi,llî Jnd whisk.:>rs shvw rh\?' ctiHribu,ioll t ..(:>Il) ,h\' lJ ..s:~s:l 

(.:> srn.lll02s[ obs:~rvcd '.'.\lues. \A) REH ~.::[lvlry. (B) LRAT ;KtÎv1fJ'. .llld ~C' mol:-r r.HÎo 
üf the <~s(.~rifi(.ation:hydr<.lysis.l..:til.'ity. 

3.3 REHondLl?AToaiviili.'sfrolll tlle ,'r;maska River·, IJilI/Irogs 

REH J IKI LRAT ~erivltlo:$ wer(' I11C,lslIfe(1 in I)llli frogs fi om 
,7dl SI(I?S. HOv...·t...Vl?(. rv~'o :3lrQS INcr(> ,?x(iud't'd fl'on-. rllQ Sf.His[i­

c,ll ,111,)lysls. The VA SI[!" whi<:J) 1,<CKt'd sdl11plès 1 Il = .~) .m<1 RB 
inr ~vhiü, REH ;000 LRAT ~([ivi[JêS (I)uld no[ be de.<rly oernon­
~[fMt'd. TJ)~ €'nzy'n~[iè d,:riviri"s w<"re rhen cnonpace<1 1)E'[we€'n 
CV\,'O ~1{t'5 d::'~Oc!~Ho::-d ro lov·; J.griculrur..l\ ('oll(~lnin~rion. OS ..Hld YN, 

,1nd rhe rINo sites '·',·presf>l1ril1g Ille W(,IS[ ',N.lt01· tlu.lliry. RN ,111d 
RB. TI1C r0I11p.:trison lJervveen sIres Shov\'\~d sr.ulsric differencQS for 
Ilyd rolyslng ,ao:.:riviry l KI USk.-ll1-\.V,lll is. chi-5(jUare-= 29Al. p <.: 0,001, 
d= 3, t/= ~9) (fig, S.A.) ,~n(J èsreriticdrLoll ,1niviry ~Kru5k.;1l1-V\"(l.lli$. 

clli-sqll~r('= 13.1. p=0.004. d= 3.!l= 39', 'fig. 5B\ VVhen Ille rnol.n 
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r.:HIO of LRAT!REH \'\/..=1$ (1)j)5ider\=-(1, cliffprPI1l.'es \,l,"ere ..llSI) l"èVè,1.It'<1 

L)€'nveen sires (Kruskélll-VV..=II1IS. chl-squdl'e= 20.6. p <IJ.O(I"1. ct = ~~. 

li= 39) (Fig. SC). ln lo\v ("('lIH.4n)jI'I<~r,,-d group rT.-l 1.... 1('· 2:" nr) reld­
rlol1'5-11IP ·'Ntl.S found b(lr\"/~t'n t11("10 hydrolysls ~l((IVlry ~lnd orlu:r 
P.l.f,:ullere- ..s hovvev€'l", in rll(' (Ollfdn11I)drt"'(1 one. rIK'rt:'" \'V~lS ~1 n':'g~l­

rive re-I,Hionshlp lh'r-...'l':f'en REH ,1IH1Iivl"1 \Nf'I_~llf-..r= -O.SS p o::(LOO~"', 

II = 27 1 ~~nd ~ posirlve .~$SO(I(\(ion "virh rerlllyi pJI,n Ir,Jre (r = 0.69. 
P" 0.001. n = 20 :'. Iwpdric r,~ri Il,)1,,. - 0.59. P = O.Oll1. fi =:'8) ,lnd pIJ>­
nuri( DROH (r= 0.68, p ~ 0.001. il = 27 ).IIlI)ürh gl'Ol,lPS, LRAT <1nlVtry 

VV~l.5- JeJ,l(L:'d ("0 ])CP,,"HI( !"erinüJ bur ln [he COn[c1l1111l,:l(('·(l gj(:.fl..Il">. 
LRAT ~1çrivir-J \/«'(lS posiriv('ly rC"I,H~~d \Nlr]) pl..'SIl)<:,l DROH If =0.63, 
p=O.O(;1. r1=26J ,;tncl lleg<)(IVely ,ass(lCic:"lrf'11 \Vlrll pl,lSI11 •.1 ft.... rinoJ 
t! = O.6~). p <: (J.onl. Ii = 26) 

4. Discussion 

The ]"?5ults (ûntïrmê'd c..=:trliel' IÏndlll.Ç:s \vitl1 l'<:$])('(r ro rr:-rllîoH:1 
(nn(t~IHI'An(Jns ln llver .and pl~~$nlrl.~5 \",'ell <\'S- Idt"IHlfyin.g hll.lclli'nli­
cdl m-ecllilllÎSlîlS .4550cic:lCèd V....'irll [11'ë'Se (Jb~er\,,;l(i(lll$. Bullfrog,s. \v -re 
iOllnd [0 Il.WC d sllnil;H ovcrdll profil" (If l1<èp,'itI( r"rlno,cl, ,~$ l)[l1er 
vp.rtebr<Hes: rh,u JS.•H le ..~sr 5((,~., l)f ror<ll esrers ...1re n:.:·(inyJ plllJ)"lIr~Hi::~ 

dlHi !"('rinl)1 ÎS (he rn~l.l0r non-esret'lfiE'd ionn Fr(t1)) ~)II sires S..H1l­

plel1. r11ê' proporrton (If rE'rlnyl )),lll11i[,ue ro ror.ll esr~r> r"'ln~illel1 

rh., S.mlP. 
1J1 p.X~Hnl nillg rhl2' lî(~p(HI( rnol.:!r l ,lrJtJ of rerl nyl p.4Jnlir.~He/l'èrl 1'101 

dr rhe (liffereJ1r sires (Fig, 2('). ir 1$ possl1J!c ro SCl::'.1 L1lrl2'(,[ rt:'larioJ1­
>ll1p ro rhe tevc·j ofcl)nr,~n1111arrcn, A.:.:rordlng ro tilt:' \ .......·'I(er an~11~/s('5. 

rlH~ DS $irf'- lld5- unckrecr.1l)le· (l)ll(E"nrr'..Hlons ni ;l11 11€'rbiridL:'s ':111<1 

Lle,r w~rel qu~lirv in<:\lIdin.ç Ilirrire 'O.OII.ll\1 NOl-N) i$peM er ~J.. 

20(9), (Ooftnnll1g rhar f1)(;< lrogs froll1 rhis siri? ~H4.?' Ilor expose-d ro 
pesflCI(l0s (If toxic 1..:'\10150 or rlUrriI?IU:;. V·/e rher(."fof':"C'OIl'Sicl('rt."'d OS rI) 
b0 rhe- ref("l'eIH~e sir0 'yvlllch IS (onsi 5[(&n [\vlrh llight:,sr ['('ri nol j.1[.]5In.1 

lç'vels iTI)oJ0' l:r ,~nd higl'le->r lît:parlC r<::-rinol(l I(Hio (Fig, 2C\ (011­
versely-, RB ·....VdS ~lsso.:.·i(Hè(1 \,\'j(I'1 lligllf.'Sr IH?·rL)i(ll1e- ....oncel1rr.Hions. 
pûren riall y rOXI( 1p.v!:' Is or" Il icri rt:' rillcl Vt=f~)" poo r v~',~ re l' Çf(JJ 1i ry (S.Pt?J r 
et "i.. 20(9). Frogs fmm rll.f RB sire h"d rhe low'f,r pl.lSJnd ,<>nnol 
COnCl!'H(I\HIOnS ,~l1d rllç. JO\.... t:·::.( r~l(IO Gf 11('P,Hic re(lnoll!$. Ollr l1~H.l 

for lnol.H rario" Fig. 2C J.1lso i ndi('~)res. rl"1<1( thcr~~ ('ûlilcI 1)(" ,:, (I1rI.:'51101(1 
bt"r"''I;~ell rht:' LoV\,' cOIHillnll1.Hion S,((;' of YN dlH1 r!losl:':' kI)O\'','1) ro tH::' 

moc1ef;Jrely ,lnd l"ghl~; (oo)[.1[))in"rè<1. Thl> wOlilo J1)'~~n rhd[ J1)111­
iJ1)~l ('c.l1r.~J1)tn,)[ion is c0qllij'ed te> eX€'I·r .1n dPP<Jr·::n[I~· ,lIIJsr~nri~1 

llllpcclct ("1'1 rhe fp.(Înoids. <)rh.-:-I' rrlCrOI"S 511ch .:-lS ~gt:-, 1.1ier .:Incl expo­

>ure ro OC::. (r)nr,1.nll1î.lIHS 111(1)' (1150 hdl/C IlltlU0fHX"(j r('rinoJd $-r~l(1I5 

...lllCI rlles~' Z\J'e c1is('u5s;;;d belo\v. 
The ~'ll(lll~E'S in rlle Innl.H l'.:lfiO of ["('rinvl p,lln1ir;,tt' ro l"E'rinül 

in the liVPl ':-'Flg. ~(J Io....ere exr.millt'c\ ln ligl1r l)f (\r\'Cl key enzYl)1t:'S 
lnvolv.:-d ln rh€' oyn,:uniC'$ of 1I\'I~r fE'(inoil1 .KClll',)u)(Hion ~'tnd 

IllobdIZ.Hioll. Tht" n).1111 dsp.:-'crs of rerH10I(1 (lyn~=t1l11('S 1.111<.1(·')" 1)1.11'­

1l1dl physiology ~ fig. 1) inv(JlvE~ ft::-gllLHiOIl of hlg.ll dll!r...uy n.·(inol 
I)y Incre.lSE'(/ Ilrf (>srerilÏc1rlon \ IJ", gl'e~Hèr LR..;T:REH /)CtlVlfY). 
\,vllert"dS lov..: dLrr~ll:" l't'rinol is I~Olllpf2'ns.HE'cJ for lJY iIKrl?~S(·(1 I)('r 
hydrc.lysl$' i.e. IOINPr LRAT.:REH dérivi [V iefieulv,'·I\, 111011Jliz illg 1ive,. 
rerinol rI) Ill.,=tlnt<lln rirE' SllpptV or refll10l ro E'XrrrlJH~p<Hj(' :)J(t?S. TIH:­
10\'\1 çOl1rdmÎn..=:trf'o sir,;':) DS ;1 Il cl YN '.'.'erc t"ollI'J(1 ro h,1Vr.:.... gl'(·.:t!<:"1 LRAT 
~~([Jvlr~/ III "',)11)~<)1"l'5011 v'/lrh HER III rlll;' 5,ln)f' illdIVI(lt.l.lls (fig. SC~. 

~uggesril\~ 111:'( rerinyl p,~ln1JL:He 'StOl <1ge. This resulr i-;; (onSI;;.reIH 
'N,[h rE'I,Hivel~' high ro'finyl p,oIm,r,Ht' v;Jlu!"> ln bullfrog,; from rl)C' 
low' t20tHJnllll,,) ree! ~i res. t Fig. 2(',. In rhe lligl1 cont-llrllll.Ht?ct Stre-s 
RN dl1c1 RB. hO\i'li't'?vel. rhe LR.A.TIREH ~l(nVlry IS '5(~:::.nlfic:Hl(ly IU\o\-'t.'>f []\ 
c(lJ11p.nisoll 'N, rll rll.' lOIN conr."Jn1l1ilt0c1 SI [>:5 WlllCIl. III (11f' ill.1Sel1('(· 
of orhe!" «lcrors. \Nould J)1C",lll rH::-r l'l:."Ioflnol IncbilJz.HioJ1 (:j.n(l \tvould 
ev('·nru,."llly lo\,\rel' re-rin\fj p.:llrJ1lr;'lr~ IE'\/,,:"":!S, Tt1('~(' rIlZVI1)1::" '::lcrivirlt"'S 

m,lY expl,lill rlle lower RN ,~Ild RB rerinyl pcdl))ir~r<'·!"[11101 1))('1.'1 

I·~ri,)s ,fig. 2e.,. T1HIS. IJervveen-s,re cliffer€'l1co:; Jli LRAT ,Incl REH 
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..::lCrivirit:s cK(OLllH (or rhE' r!ll)ngc5 in ht:'p.ulc rerinl)ic1s. TtH~~l..':a re-slIlrs 
suggesr an lnlf)cKf on the n:gularLûn of h('Pdfic retinotd concentra­
tions by lRI\T ,1I)Cl REH. 

ln (he «lSt> of ,1qUël ri( verr~br,l(E's. 1è~t:'·(lr(h loto possi bIt? effE'-c(s 
IJ)' pe:;ticidt"5 or ';v~rel' qU.:Jliry on live!" l"E'rinOlc1 lller,1l)olisI11 1$ .;\( 

rhls sr,l!l~ oiliV ru(llInerHdry. Tll<H rérllloi,1 ellzymJric dctivlry (dn 
IJr. ,IIreret1IJy org,Hlorlllorine compûlInds (()(s Î i; weil <Iocumenred 
in m,lIlV ,lIlilnal groups: m~lnlle m.Hllma)s. blrds ,JI)(! fisll. borh in 
rh", I~bor~rory .ln(1 rlle ....-:iI<1 (Nd,"yib,lglr.i dnd Spe·.Ir. 1999: Roll~nd. 

~OI)O)..A,q consequelll·e. 1ll,1ny fo['[ns of rerinCtid s Il,1Ve L1eenuseo ~s 

bicllldrkel'5. TIli5 ,rudy dia 110r ~n,llY5e O(s. HOWéVl'r. d n.'I)Orr From 
rhe ~'linl srlv or' rlw EIW,rOnml'IH of Québec '. L.lpll'Hl'. 1999) SllOV'IS 
rh ... pleSè'n(e of some rCB, and DDT, in sever..1spc'cle, of fish (i;­
su~-s in rI)€' Yê4ln.~sl<.(l ..eglon. The kvels vJri~d \/·/ic\) species.l)ur rl)l$ 
srudy indic,ued rll,a specillllélls frolll RN .. re less (OJl["1ll1l1~rléd rllall 
rhos(' From YN. Clvell rlle LRAT/REH ~nlviri"'$ .lIl<j Iwpclrlc retilloll15 
in bullfrogs frolll r110 YN sire. ir 'l'Ioula Iw re,)son,lbl~ ro ,lssumc· 
ril,H rhes~ OC cOlllpounds .ne not responsil)le for illlp.llrs on rll<'se 
sysrems. l'speciJlly ~r tlle RN sire. 

ln Sire, wl)erp. rlwrp. .1re IlI,\l1l levels of rerillol in rhe liver. WP 
would expi'cr rlle' s"llle in rlle' L1100cJ dS Ir IS .l$sunled rllar ril.? blood 
It~wls ",n'. ullclel' nonllJl cOlldirions. c1,r"crly linkcd ro livrl I,'vl'Is. 
BII)od kvels iT<lble 1j hQwever. l10 llor support rlli; ,lSsumprion .,nd 
rhlé expen"d illC 1e.. se is in i ..c\ .' shglH decr"Jse. fUI rilermor,'. rIlert' 
IS 110 l'orrel<lrioll berwei'il rf.'rillo( in rlle blooll dlld 1prillol ill rll" ItvE'r 
for rhe lol,'v f"OIHM'Illn"Hlon group (T,:'JI)le 2'1 ,~Ild rhE' S.)I11~ p;..r~lnlE'­

rl,'I'S are J)oorly cOlrel.'Jted ill rh.' I1lc'diulll .111d lligll conr.·lmlndrion 
group i -0.32. p" 0.05'. Tilese-lïndlllgs indic,lre rh<lt. "Irllough liver 
r",rllloi is dVdil,lL'le. Ir lll,lY I)f.' rnoL11hzed less eflÏrientiv IIlto tlle 
1>loodsrre,llll,Alrernatlvdy. plJSm.l 1'('[11101 c.. r.:tlloItStn .. r peripilerdl 
sires ~ C:',~, J<l(lllt~Y} InJY be ~((elC'r.Hed ,H rl1e cOllr~mi Il,l(l!'c! SI res. 

Till' h~p.l(ic rennoll('vel drrecrc(1 ,Ir rhe PB sir.' IS comp.H.lbk ro 
ri10 se ,H OS alld ilorn Table 1. pl~,rn.l rNillol" 5Imil.1r ro llrher sires 
(<'xcE'pr RB.!. This cou!l1 bt' rll~ r€'sulr Of.l cOlllpens,Hory m€'cll,lnlsm 
ro m,411HJin .ldeqll.. tl" COnrE'IHr.Hioll of plJSmd rerinoL III a srudy 
wirh r.HS êxpos~d ro nlipenrlllxoi. Schlndkr rr al. \2(04) observ<"C1 ,'1 

derr('.ls,'O in pIJSIll.J rerilloi follow('o by ,ln inere,lse of REH ,lcriviry. 
ln our sruely. REH dctiviry in PB could nor be clearly cl emoIls rr.HI:d, 
The vdlues for rerinol formed (mg prorelll:'lll IVel't' I)Mely Illgllt'r 
tn .. n ln blank re~Ç{lons. To expia III PB I·esulrs. or 11er physiolt)~ic ..1 
prO(è~SèS çùuld be H)\'eS(l~,He(1 SUCt"l ~~s ch<" Intesrin..ll ..lIJsorprion 
tH (he di0r sOurcl,:\ At! orlv:l' $Ir(>$ s!lO\..vl...d $(.HisciC<llly IliglH?f i)le~'InS 

rh~1l PB d.nd DS. pidreaulilg ber"vE'en 7511.1ll01.'i:: .1no 80 fJ.mollg. 
HeJ)dric DROH is It'IS rOllcelltrJred in rlle liVN rll,l n rerinoL How­

t:-Vl~r. 1r 15 pE'rf~nl~' ':OLTt'LH(',:.1 ro pl ("IS 111'::' DROH ~r = 1.0). ....Vll <1 reVl'lr the 
«()\)r.1I11111,H.on st.HIIS oi rhl' sire fT.lble 21. U\)lik0 1'0r.\)01. pl,lsm.l 
DROH clar,l sel'm ro follow rlH~ CO\)t,'.ill,narion gradienr. Indie,lrlllg J 
pOSI riv(' reldrÎonslli p. DROH rnol('culE' is srrucrui ,llly difl'",r",nr trom 
rlle r'ennol Illo!<:<:ule.ldcking rlle double bond nec",ss,H',' rI) rlle for­
ItMClùll Df 'c/5' rerilloil,j 1500)1:'1'$. A fE."./l/ srudies 1'I,.lVè repOl"fl:;"'(1 rhat 

rhe de-llydro-bio,1Cri\ll' iOl'm, pl.1Y d slgnlfk,"1lt roie-ill rhl' emill'yonic 
devE'll)pm~nrof rh~ chlck, zebr.llÎsh Jnd Xenop"$ (Kr,lfr er ,ü. '1994: 
Ross t'r ~L. 2000;. In ,.dulr srulgeol1 ,ll1d cMfisll. more rl1<l1l 90";· oi 
rlle,r rerilloll1s Mi" prt'sc'l1r in rhe DROH fOflns !Goswdllll.lmi B~r"d. 

19S1). Our (I,Hd 111(1,c,He rl1 .. r LRAT ~'lIVlry' is posirlvel\, reldre·,l rCt 
liver .lJ)(1 pldsm.. DROH whldl I1ldVbe- IIlclic,Hl' orl1('r J))('r"bol,sm 
p.\[I1W.l\·5. This is supPolTed by rl.'0:nr srudks wherf' rerinol sar­
u r.. se ;RerS,H) (Olwens r('ril1ol to DROH ; Moise er JI . 200S. 2(07). 

.~ CltflOUS ftndlilg is the \-vide, 1JE'r\-vet:'o-sire tlu('cu.driolls Hl 
1'loSI11,1 levpls of tll(, lerlnoic oCld lRA:I J))er~bolire. 13-c;,-4-0:>;0­
R,~. TIl<' high,~sr COIK0ntr,ltions of 13-cis-4-oxo-RA OCCUIT0r! olt 
rhe l11ûd,'r.He cont.lIllillJrt"d ;Ir€' YA dl1,1 rlle lli.Q;ll cOIH,~J))in,lred 

sire RB (Tdbk 1;. R.~ .. nd some oi irs J))er.lI)olitt's Me knowl1 ro 
I>e b,ologlcally porenr Illolenlles wlrh respf.'([ to S(f'IH" regul.Hion. 
rr.lllscription.ll .1eriv,)tion ,BeckE'(( ~nd Pl?rkovlcl1. 1999; .. n(1 Illor­

pllogelwrlc intluence5 ln l'Illl)ryonir d"Vl?IOPIll(,rH ,HoffmJllil .md 
Ei(11ele. 1?94; Ross L'"t <'-11..2000), LInder l.:lbol';l[ocy (on(lirI01l5. (1\11,11) 

c.llll1 ';.lInpllibl,lJl elllbrYI)$ hJV(J. ])'.'('11 obs01ved r0 r:xprt.:)s 111,~lfljnlld­
rions in the pres,'ne« (If R.A, .m,;I rlle Jl)t?ral)cdire 4-oxo-R.~ \·..,-Illcll 
Inirrorrl'lost' (OllllL1 in .-1 1l1pllil.1i<l Ils III rll':'\\:ild·.Pi.IJl<lppE'1 et JI-. 1993: 
C.Hdincr ,H'I(i HopPl::'. 1999 J, TI)è' l'l1f'r.lbl)lir.:'' 13-(J:)--}-l)X(I 1$ rh(' ('IHI 

r~$lIl( of slIcre5':>ive rr,ln-:;[Ol Il'1.UIOl'ls.: reril"hlldt~h~:d·? oXldizt?(1 ro RA 
by rNin •• \ dehydrog<'n,lse '.RALDH). follow'!d b'l P450 ê,l(;llJoli;1ll 
ro 4-Il I;dl'Oxy-RA ~nd ~-oxo-RA (r"lol;<' et ,<1.. 2U05 .•. TIlE' 'Ci,' fomlS 
..=lris~ [["Cllll iSOl'llI~riz(l(i(lll_ Les$ p(ltent rll<Hl ClrhE'r RA fOI'J'l'lS. 13-(/$­
4-0xo-RA Illay <lIS(1 I)~ (01151(11:"'(\;0(1 rerèlrogr.nic I,Cree'ch Kl' ..lIt l

7I t o:=ll., 

1991; TZII11,lS t?[ ,11.. 19~<lj, And. ,lS sucll. ml' I)l)s<'rved ,Nid0 nuc­
tll..lrlOnS 'vvouh.1 oor !Je eXpèCft."(1. Olle Inighe spe('ul,H(' rh.=..r higher 
I~vds of 13-ClS-4-oxo-RA dr rlle YA dml RB ,.r"s .11'02 (he! rE'sulr (If 
grf.'~~rer oxi{1.1rp/e Jcrlvlry .:155I)CI..=lred \ovirlJ loc~~1 (ollr.)ll1ill~~ti(1I1, 

Manv f.Clçtor~. other rhrlll p.llVIl'ûnnl('nt.:.11 (l)IH<)lllin~tIOn, illt1l.1­
enee rll(. rt'rllloid Sr.HU$ of verre'br.Hes. ,llrllOugil 'penne d.I(,.1 on 
<lmpllibi."lS Me ],)(kotlg. VViril respéet ro nurrirl'lll. rh" rNlnoiel pre­
CUI SOI SÇ~-((H(l(t'Ilè" dlH.1 rt-..'I,Hf?d c<lrort"floids ..~l(' pc)renri~l\1~' il1,~i.'>sted 

.lS J l10rlllJI pdn or rJw dier of bullfrogs Jild riwlr t'olHnl)uriol1 
rû rhp rerilloid $[.lrus ll('eds to b.;' e\j,l[lI,lt~(1. E,'<ce$.5ivf' phosph ..l(ç 
;\I1d Il;tr,)[(' lev.;ls III r1105(, Y,lIllitS)"l sir<';. rll.l[ .lrl' ,ISSÜCI,H<'(\ wirll 
Inl;der,He .mo IiH,'nsi'.'l' agncufrure (Sp",l[' ,'t ,)1.. 20ŒI:, vvould De 
expE'cred ro promo(e (Ile gro'Nril of m ..noph\'r,'s durl .1Ig.~e. OUI 
USlI,ll ol.lsPrvarions conlîrm rllt? Iligl1 pl'llll.JrV produo:tivi ry of rl]psi' 
Sll/)-V'i<Her~IH·)(I$.TllUS, ((lI-orl:'llol(ls Zllt:' expet:r('(1 ro he plc·nrîful in 
ioo(l\.vrl.ls ,)f rlle ,1wiculrul ..,1 ~irê's, 

I\110rl1('1 f~cror inrluencing l'erinoid sr.HUs 15 pal.lsirlè Illll·(kll. 
Livet" rerilloll.1s 1l1dY bt'\.iIJl1il1i:'11~d in Jl1lnl,~ls rl'l,-1f .-:u-esllbJt:'n ro p~:el­
JSI(I( Illfé:"'(CI(H1S, HO\l\·I~vf:'r. d lo\over ÎIKidèIKé" (If p.H,lSifl( 111(('(CI0I1S 

~j,e. fev",JE'I- p,:er,Hir.:..~ $j)f'cii.:'sl Vl.f\~~ f\)und III rhl:'" hullr'!"ügs collt,>crl:"'() 
fl'Onl r]1(' l1Jocler~He <Incl iIlrl'osive ,)S!:llcu!rul'.-.l1 $][f'S ô: r\:l,:IJ roglir:-st\ cr 
<11..2009). 

UIH1er nOI'Ill.'1 rOIH1lrlons.liver ,'erinvl pJltnirdrecOilCellrr.HIOns 
r('nd ro incre.:.se \Nlth ~lg(' I)Vrf {hE' 1if€' sp.-1llüfverrebt ..ue org,:ljlÎSI11::'. 
.~Irflougfl rflis sruclv W,·lS rl?srrirrel1 ro ,1(l"lr,..lgr W,l, pOSt tlv,'ll' COI­
l·el.Hed wirll 1e[lllyi p~lmir.He conct<nrl arlom fOI' rllose 1:1ullfmgs 
inll.lbirill:1 rllt' mOd01'Jre and Iligil cont,1I111l1,Hed si res iTJl1le 2 i. ThE' 
correl.Hion sllggl'srs rfldr ~ge IlldY fl~ve beE'n .1 f,)([or Inrlllf.'ncing 
tht' l"erinoil1 stJrU5 ln ti'le prfSèJlr $rllclyo. Hov·:f:>Vi:'''. rhe rt?I.:Hlon~hlp 

i:. CVI11pheart"'(1 by $1~':l1ltïÙl1H <Ie(rl:"~l.$èS in Dody Ip.llgr!l (SVL:' ,lr )lrt~S 

PB. RN ..lIld RB comp.H('d wirh Ole lov!/ 1.:0Ilr;l\11111;.Hlon Slr(':-. ktl,.vcr 
grovofr Il rocHe «lgè versus I)od~/ leng.tll) ~H rhe RN si re ,i$ ',.ve Il <15 kt'vVE'f 

!Jody tndSS .ln,1 lower l',He body tndSS saill or sire RB 0' Spe'M er dl.. 
2009). These rc·sulrs IIldic,Ht' rll~r I),'rween-s,rlè difit'I'~IK"'S in ,Igr. 
lell~{Il, Qro\hJfh ,~nd ft.:'tloold :>t~lrU$ ;._re ,1'5.S0(lf1tl:,d \ ...·Irl) elle' n10(l0\ ~lh:" 

and 11I~iÙl "Ctnr,<tllin•• r~d Sir,',. In rlle C;IS,' of rlll? low cOfl[,ltnin,H('(I 
sir·~s where ddulr Ill,lIe 1JIlIIfrogs rPIld",d ro I)c' 01,1el'.IM.\\<"r .ll1(111..VE' 
gl"',Her rerin';1 pdltnlrdreirerinol l'~(ic-s. l'O'r,nvi p,llm.r,11e W.JS nor 
correl,Héd wirll .J.?:€' (T,I/)Ie 2,1. Ir IS il1kl','sring (1) nort' rlle cxre'IH 
ro wl1icll v.mables .1r(' ,'OfTl'latNI ln rlH' t1wdllllll-lJ.gll group, ThiS 
111(lic,H~S ~t (ol11plêX fêS(JOIlS(' (0 rl)eir enVir(llllnenr,ll LondiricJll5. 

Itl conclUSIOn. cllis p,lp~1 SllOWS tllM Ilep,Hic lerillClJds.lre 11ll1u­
enced I)y ,lgl'iculrlll'e ,li.·[[\-Ir','. Tc èX ..ltnine possiiJl." 1lfl(lerl~:ing 

tn'?Cll.1rllSI1lS. tlle opr,rtl,ll dSS,lY condirloll fOI REH dlH1 LR.I\T Me 
d,'scribl'd for R. c(lresùi(J/io. TI)(' ITslllrs slIgg('sr .Ill itnp.H:r ,Ir the 
I~vd of ~Ilzyr))e$ r('glll~uj(ln_ 

.'\CkllOwledgelllellts 

Tlli, reseal,ll W,lS funr1"d by rI'le r'Jrlll'ai $('('Ilc<' ,1IlrJ En~ilwer­
ing Rese,lIcll COI\l1CII of C~nd(ld ',N5ERC:' lIIHiel d g.rJIH [(> t\·L P,oily. 
TIlf' <Hlthl)1 S .".....J)Ulct lil<r:o ro thallk Anlc!l,:l NI<OU<l for kchnic,ll dSSI $­

f.:lI1((? \\1,::. ,1rE' gT~reflll to rhf' Y,~n"~sk,;t Rlvt?l" Pr"Crjl:"'lT Sl/P[)~)I"[t'(1 bV 
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