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AVANT- PROPOS

Je présente ici mon projet de maitrise qui a vu le jour en septembre 2007 grace 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 a évaluer le
potentiel toxique des contaminants agricoles lessivés dans les riviéres avoisinantes,
en utilisant le ouaouaron de la riviere Yamaska comme espece 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 I’intensité de [’activité
agricole. L’objectif de mon projet était donc de cibler le catabolisme hépatique d’un
rétinoide possiblement tératogéne chez les ouaouarons par rapport a un gradient de
contamination agricole et d’explorer un métabolisme similaire chez une lignée

cellulaire (P19).

Ce mémoire est constitué en trois chapitres, dont le premier est consacré a la revue de
littérature des mécanismes impliqués dans le métabolisme de I’acide rétinoique ainsi
que l'utilisation des rétinoides comme biomarqueurs. Les deux autres chapitres
présentent les résultats obtenus dans le cadre de mes analyses en laboratoire. Le
chapitre 1l est rédigé sous la forme d'un article scientifique dont je suis |auteure
principale, présentement en processus de traduction et qui sera bientdt soumis a la
revue «Toxicology in vitro». J’ai pris part a I’échantillonnage sur le terrain en 2007 et
en 2008, au niveau de la capture des grenouilles, de leur manipulation ainsi que du
prélevement de tissus pour analyses. J’ai aussi travaillé a la mise au point d’une
méthode HPLC pour doser les métabolites de ’acide rétinoique. J’ai finalement
effectué I’ensemble des expérimentations en laboratoire et les analyses statistiques.

Monique Boily, ma directrice de recherche, est co-auteure pour cet article.



iii
Le troisiéme chapitre fait état d'expérimentations ne faisant pas partie de la

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

I’étude des processus moléculaires entourant le métabolisme de ’acide rétinoique.

Dans le cadre d’un stage précédant le début de ma maitrise, j’ai aussi pris part a la
publication d’un article scientifique, présenté en annexe, pour lequel je suis co-

auteure.

La réalisation de mon projet a ét€ encouragée par des bourses d’étude (2008-2010)
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pu étre ce qu’il est sans le support et la bonne humeur de Philip Spear. Je dois
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RESUME.

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

Les rétinoides sont des molécules endogeénes responsables d’un grand nombre de
processus physiologiques d’importance, et parmi ces molécules, I’AR joue un réle
crucial au moment de la morphogenese. Ses effets sont assurés par sa liaison a des
récepteurs nucléaires spécifiques. La synthese et le catabolisme de I’AR sont
finement régulés étant donné la forte activité nucléaire de la molécule. Un léger
déséquilibre dans le métabolisme de I’AR peut donner lieu a 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 I’AR.

L’hypothese de départ du projet postule que le mélange de pesticides et de fertilisants
auquel les amphibiens sont exposé€s dans les plans d’eau avoisinant les terres
agricoles provoque une perturbation du métabolisme des rétinoides en altérant le
travail d’enzymes-clefs. C’est ainsi que des concentrations anormales d’AR seraient a
la base des effets tératogénes observés sur le terrain.

Pour vérifier cette hypothese, des essais enzymatiques ont €té effectués pour juger
I’efficacité enzymatique des cytochromes P450 a cataboliser I’AR en un métabolite
secondaire majeur, Vacide (fout-trans-4-oxo-rétinoique (/-4-o0xo-AR), sur des
animaux provenant d’habitats contaminés selon un gradient d’activité agricole. Le
choix du modele amphibien s’est arrété 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 riviére Yamaska, au Québec. La caractérisation partielle de
I"activité catabolique des microsomes hépatiques de ouaouaron sur I’AR a permis,
pour la premiere fois, la mise en évidence d’un substrat préférentiel, la détermination
de valeurs de K, et V,, et la démonstration de I’'implication des enzymes du
CYP450 dans cette réaction.



X1

De fagon générale, ['activité d’oxydation chez les maéles était plus importante que
chez les femelles, malgré un poids du foie et des concentrations en protéines
microsomales plus faibles et ce, pour les deux années d’échantillonnage. Les résultats
suggerent aussi une stimulation du catabolisme hépatique de I’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 connaitre certains problemes de croissance. L’étude comparative de
I’efficacité d’oxydation de I’AR chez le ouaouaron de la riviere Yamaska aura donc
permis de cerner davantage Iun des mécanismes impliqués dans la tératogénie
associée a un débalancement dans les concentrations effectives d”AR.

Dans la seconde partie du projet, le catabolisme de I’AR a été tenté sur un modele
cellulaire choisi, les cellules P19. Cette exploration avait pour objectif de reproduire
et maximiser un protocole d’oxydation de I’AR sur des cellules répondant a cette
molécule, de fagon a I’utiliser ultérieurement pour étudier les bases moléculaires
derriere le métabolisme de I’AR. La culture des cellules P19, T’extraction de
microsomes a partir de ces cellules et I’activité catabolique de I’AR en essais
enzymatiques ont été investigués selon un protocole déja établi. Les premieres
expériences n’ayant pas fonctionné, un prétraitement des cultures & I’AR a été
expérimenté. Le taux de mortalité¢ dans les cultures suite a cette pré-exposition s’est
vu augmenter. De plus, bien que quantifiable, les concentrations de produits formés
(1+-4-oco-AR) étaient trés faibles et les résultats rarement reproductibles. Suite a ces
constatations, une mise au point de la méthode d’extraction des microsomes dans le
~ but d’augmenter le rendement des protéines microsomales a partir des cellules a été
suggérée pour de futures tentatives. Aussi, des essais sur les homogénats cellulaires
seraient a prévoir pour tenter de maximiser la réponse enzymatique. Malgré tout,
I’utilisation des cellules P19 pour I’étude des mécanismes sous-jacents a I’émergence
des malformations associées a I’AR observées chez les amphibiens en milieu agricole
s’avere une avenue prometteuse.

Mots clefs: Acide rétinoique, CYP450, acide 4-oxo-rétinoique, microsomes
hépatiques, Rana catesbeiana, contaminants agricoles, cellules P19.



INTRODUCTTION.

Depuis la fin des années 70, on constate une grave diminution dans I’abondance des
especes et des populations d’amphibiens, un phénomene a I’échelle planétaire

" (Beebee et Griffiths, 2005; McCallum, 2007, Nystrom et al., 2007; Stuart et al.,
2004). La rapidité avec laquelle certaines populations se sont effondrées, I’étendue de
ces vagues de disparition et leur synchronisme dans plusieurs régions du globe ont
obligé les scientifiques a s’interroger sur ’origine de ce grave déclin. Les études se
succedent et les chercheurs s’entendent pour dire que ce phénomeéne est
multifactoriel: changements climatiques (McMenamin et al,, 2008; Pounds et al.,
2007), disponibilité et qualité des habitats (Becker ef al., 2007; Davidson et 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 particulierement (Albert et al., 2007; Davidson, et al., 2001; Loveridge
et al.,2007; Relyea, 2005, 2009; Relyea et Diecks, 2008; Sparling et al., 2001).

Au Québec, comme presdue partout ailleurs, le secteur agroalimentaire occupe une
grande part de I’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 a 7 081 $ $/ha (Valeur des terres agricoles dans les régions du Québec, 2005 et
2009)'. Alors que le territoire labouré diminuait considérablement, les superficies
consacrées aux grandes cultures (mafs et soja) ont augmenté au détriment d’autres

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

" http://www.fadq.qc.ca/



2

Preés de 56 % des superficies en mais se trouvent dans la région de la Montérégie,
principalement dans les bassins versants des rivieres Yamaska et Richelieu (Simard,
2002; 2004)>. Bien que lucrative, la culture du mais nécessite d’énormes quantités de
fertilisants et pesticides. En 2006, plus de 3,5 millions de kg d’ingrédients actifs ont
¢té vendus au Québec, dont plus de la moitié exclusivement pour les monocultures
(Gorse et Dion, 2009). Les pratiques agricoles rendant les sols vulnérables a
I’érosion, les pesticides et les engrais ruissellent facilement dans les cours d’eau
avoisinants, rendant précaire la qualité des milieux aquatiques (Simard, 2004)". 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 déja quelques années, des effets néfastes sur la santé de la faune aquatique
vivant en zone agricole sont répertoriés. Plusieurs études ont €té menées sur la
toxicité chez les poissons, mais I'intérét 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 chaine alimentaire favorisent
la  bioaccumulation et donc I’exposition continue aux contaminants
environnementaux (Loveridge ef al., 2007). Parmi les effets toxiques des pesticides
démontrés chez différentes especes de grenouilles, se dénombrent, entre autres,
I’augmentation du taux de mortalité (Relyea, 2005, 2009; Relyea et Diecks, 2008), la
diminution de ’activité cholinergique (Sparling e/ al., 2001), de I'immunité innée
(Davidson et al., 2001) et du compte phagocytaire (Brodkin et al., 2007), la réduction
du développement des gonades chez le tétards (Hayes ef al., 2003) ainsi que la

perturbation de I’homéostasie de la vitamine A (Bérubé et al., 2005).

? http://www.mddep.gouv.qc.ca/eau/bassinversant/global-2004/index.htm



Parallelement & ces effets physiologiques, plusieurs cas de malformations ont été
observés chez des grenouilles vivant a proximité de zones agricoles. L’événement le
plus important est sans doute celui du 8 aolit 1995 au Minnesota ou des éleéves d'une
école élémentaire ont retrouvé plusieurs grenouilles malformées lors d'une sortie
scolaire (Vandenlangenberg ef al., 2003). Au Québec, des grenouilles difformes ont
€té observées dans les eaux contaminées de la vallée du St-Laurent (Ouellet ef al.,
1997). Les types d’anomalies les plus fréquemment rencontrés comprennent une
réduction ou une absence d’un segment de membre (ectromélie, phocomélie),
I’absence d’un ou plusieurs membres (amélie) ou, a I’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 quéte de la nourriture, susceptibilité a la prédation et

diminution du succes reproductif.

Les recherches concernant les causes des effets tératogénes en milieu agricole ont
évidemment pris de l'ampleur au cours des dernieres décennies. De nombreuses
études ont ainsi permis de montrer que |'apparition d'effets tératogenes serait due,
entre autres, a une perturbation du métabolisme des rétinoides. Les rétinoides sont des
micronutriments dérivés de la Vitamine A (rétinol: ROH) essentiels a un grand
nombre de processus physiologiques de premiére importance. Parmi ces molécules,
AR joue un rdéle crucial dans le développement embryonnaire. Lors de
I’organogenése, par exemple, I’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 €tant donné la forte
activité nucléaire de celui-ci et un léger débalancement peut conduire a de graves

effets tératogenes (Hoffmann et Eichele, 1994; Morriss-Kay et Sokolova, 1996).



C’est en partie grace a I’action d’enzymes de la famille des cytochromes P450
(CYP450) que les concentrations d’AR actives sont contrdlées. Suite & son action au
niveau de I’ADN, I’AR est catabolisé en produits solubles par les P450 qui peuvent
ensuite étre facilement éliminés. Certaines substances dont le TTNPB, lacide
méthoprene et certains pesticides organochlorés sont reconnus pour interférer dans le
métabolisme des rétinoides. 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 systeme des
rétinoides est donc un biomarqueur adéquat pour identifier des substances comme
étant potentiellement toxiques ou tératogenes et pour mieux saisir les mécanismes

cellulaires impliqués.

Le projet Amphibien mis de l'avant en 2003 par des chercheurs du TOXEN de
'UQAM vise & étudier les effets des contaminants d'origine agricole sur les
populations de ouaouarons vivant dans le bassin versant de la riviere Yamaska. Cette
riviere est [’affluent le plus pollué¢ du fleuve St-Laurent et constitue donc un site de
choix pour évaluer les effets de la pollution des milieux aquatiques sur I"lhoméostasie
des rétinoides. La situation du ouaouaron n’est pas précaire au Québec et c’est
pourquoi il a été sélectionné comme espece sentinelle. Les premieres études ont
permis de constater une diminution significative dans les réserves de rétinoides
hépatiques ainsi que dans les concentrations plasmatiques en ROH chez les individus
provenant des sites fortement contaminés (Bérubé er al., 2005; Boily er al., 2005).
L’objectif premier du présent projet de maitrise était de comparer le profil
catabolique de I’AR chez des ouaouarons provenant de sites exposés a un gradient de
contamination agricole (faible, moyenne, forte). Pour juger de I’efficacité de ’activité
des CYP450, un protocole d’essai enzymatique a préalablement €té mis au point pour

le modeéle choisi.



Une fois les paramétres de base établis, les essais ont pu étre effectués sur I’ensemble
des individus et les résultats comparés entre les sexes et les sites d’échantillonnage.
Cette étude aura donc permis de vérifier certaines hypothéses en ce qui a trait au

systeme des retinoides chez la grenouille.

Ce projet de grande envergure permet de juger de I’effet de la contamination des
milieux aquatiques sur le systeme des rétinoides. Toutefois, les mécanismes
cellulaires sous-jacents aux malformations des membres, restent a peu pres inconnus.
C’est dans cette optique qu’une seconde partie du projet visait a explorer le
métabolisme de I’AR a partir d’un modele cellulaire répondant a la signalisation des
rétinoides, pour €ventuellement procéder a des expositions en laboratoire et ainsi
cibler les étapes critiques potentiellement altérées par des contaminants. 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 €té sélectionnée. Ce modele
apparait tout a fait adéquat puisque les cellules expriment de fagon naturelle et stable
les enzymes et récepteurs d’intérét. En réduisant au maximum les biais associé€s aux
études in vivo, ce modele d’étude pourrait fournir plusieurs réponses en ce qui a trait
aux mécanismes régissant |'apparition des malformations observées chez des

grenouilles vivant en milieux agricoles.



CHAPITRE I

ETAT DES CONNAISSANCES.

1.1. AMPHIBIEN A L’ETUDE: LE OUAOUARON.

Le ouaouaron aussi appelé Grenouille-taureau, est le plus gros spécimen anoure de
I’Amérique du Nord. C’est une espéce originaire de la cote Est des Etats-Unis, de la
frontiére mexicaine a la région des Grands Lacs et au sud du Canada. Elle a été
introduite avec succes dans de nombreuses parties du monde, entre autre |’Europe
(Lever, 2003). Au Canada, le ouaouaron se retrouve en Nouvelle-Ecosse et dans le
sud du Nouveau-Brunswick, du Québec et de I'Ontario. Au Québec, il est
particuliecrement commun en Outaouais et dans la vallée du Saint-Laurent. Le
ouaouaron est une espéce aquatique qui peut habiter la plupart des points d’eau

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

Rana catesbeiana est une espéce trés vorace. Les insectes et autres invertébrés
constituent une part importante de sa diéte. Il s’alimente fréquemment de grenouilles
de plus petite taille, y compris des membres de sa propre espece, des tétards, 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 a aolt. Les
males sont trés territoriaux (territoire défendu: 2,5 a 3m) et les femelles sélectionnent
leur partenaire en fonction du chant et de la qualité du territoire qu’il défend. Le méle
fertilise les ceufs @ mesure qu’ils sont pondus par la femelle ce qui forme une pellicule
a la surface de I’eau. L’éclosion des ceufs survient 3 a 6 jours apres la ponte. Les

tétards restent a |’état larvaire pendant 2 a 3 ans avant de se métamorphoser.



Au Québec, Partificialisation des berges et des lacs et le développement de la
villégiature font du tort aux populations locales de ouaouarons. La récolte
commerciale pourrait aussi menacer ’espece. En effet, I’espece 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 étre vendus aux institutions d’enseignement comme spécimen de

laboratoire (Desroches et Rodrigue, 2004).

1.2 LA VITAMINE A ET LES RETINOIDES.

Le systéme entourant les molécules dérivées de la vitamine A n’est bien connu et
documenté que pour la classe des mammiféres. Dans la présente recherche, la
littérature et le design expérimental relatifs aux rétinoides sont donc basés sur les

concepts et théories connus pour cette classe animale.

1.2.1 Structure et propriétés des rétinoides.

Les rétinoides constituent une famille de molécules lipophiles dont la structure
s’apparente fortement a celle du ROH, globalement connu sous le nom de vitamine
A. lls consistent en un cycle cyclohexéne triméthylé sur une chaine tétraéne dont
I’extrémité est attachée a un groupement fonctionnel polaire carbone-oxygene
(Figure 1.1). Leur nature instable en fait des molécules trés sujettes a I’isomérisation
et a la dégradation sous I’influence de la lumiere. Parmi les isomeres possibles, les
formes tout-trans, 9-cis et 13-cis sont les plus courantes. L’oxygene de |’air ainsi que
la chaleur provoquent rapidement |’oxydation des rétinoides, menant a leur

inactivation (Barua et Furr, 1998).



0 (@]
9 i3 15 _x L
\\\\OH \\\H R
oH
18
4

Rétinol Rétinaldéhyde Acide tout-trans-rétinoique

Figure 1.1. Structure moléculaire de divers rétinoides. Adapté de Napoli, 1999.

1.2.2 Importance physiologique de la vitamine A.

Dans ’organisme, la vitamine subit plusieurs transformations enzymatiques, chaque
étape produisant une nouvelle molécule de la famille des rétinoides. Les rétinoides
endogeénes sont retrouvés sous différentes formes. Plusieurs molécules rétinoiques
représentent les formes de synthése (ROH et rétinaldéhyde), d’entreposage (esters de
rétinol) et finalement d’élimination (métabolites polaires). L’ensemble des effets
propres aux rétinoides est toutefois engendré par la liaison d’un rétinoide « actif »,

I’AR, a son récepteur nucléaire spécifique (Boily et al., 2004).

La grande famille des rétinoides couvre un large spectre d’implications
physiologiques. L’un des phénomenes les plus €tudiés concernant les rétinoides est
sans doute D'implication essentielle du rétinaldéhyde dans la régénération des
pigments visuels (Rushton et Henry, 1968). Plus récemment, I’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
I"activité des cellules T (Ertesvag er al, 2002). C’est par contre en tant que
modulateur de la croissance et du développement embryonnaire que I’AR est le plus
sollicité¢. La molécule active influence des événements aussi fondamentaux que la
différenciation, la prolifération, I’apoptose et la régionalisation cellulaire au moment
de I'organogénése chez I’embryon (Campo-Paysaa et al., 2008; Duester, 2008;

Napoli, 1996).



Pour ’ensemble des vertébrés, la segmentation, ou |’arrangement périodique des
vertebres qui formeront la colonne vertébrale, est un €vénement embryonnaire arbitré
par I’AR. Selon le gradient de sa concentration et par I’entremise de récepteurs
nucléaires spécifiques, I’AR guide le positionnement des somites a partir du
mésoderme. Malgré les grandes différences morphologiques entre les diverses classes
de vertébrés, le métabolisme des rétinoides et plus particulierement les molécules qui
le rendent possible, ont été tres bien conservés durant I’évolution. Par conséquent,
I’implication de I’AR dans le phénomene de segmentation chez le poisson (Vermot et
Pourquié, 2005), I’amphibien (Moreno et al., 2008; Moreno et Kintner, 2004),
Poiseau (Diez Del Corral et al., 2003; Kawakami ef al., 2005) et le mammifere

(Vermot et al., 2005) est fortement comparable.

Bien qu’elle soit nécessaire des la vie embryonnaire, un excés ou une carence en
vitamine A peut provoquer de graves conséquences. En situation de carence en ROH,
I’ensemble des organes et tissus est sujet a P’hypovitaminose, rendant leur
développement précaire. Lors d’un grave manque, I’absence de ROH peut aller
Jjusqu’a provoquer la mort de Pembryon. De plus, un exces ou une carence en AR
peut engendrer des malformations, une fragilité osseuse ou encore une inhibition de la

croissance (Boily ef al., 2004; Mazurais ef al., 2009; Zile, 2001).

1.2.3 Métabolisme des rétinoides.

1.2.3.1 Absorption et entreposage du ROH .

Parce que les vertébrés ne peuvent la synthétiser de novo, I’apport en vitamine A se
fait exclusivement par le biais de la diéte. Les sources possibles de rétinoides incluent
les aliments d’origine animale, comme le foie et le jaune d’ceuf, dans lesquels la
vitamine A, sous sa forme estérifiée, est disponible (esters de rétinol: ER). Les fruits
et légumes verts et jaunes, quant a eux, contiennent des provitamines comme le B-
caroténe, précurseur rétinoique (Tzimas et Nau, 2001). Le -caroténe est absorbé tel

quel par les entérocytes a partir de la lumiére de I’intestin.
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Une fois dans la muqueuse intestinale, il est converti dans un premier temps en
rétinaldéhyde par la B-caroténe-15,15-dioxygénase, et par la suite en ROH grace a la
rétinaldéhyde réductase. Lorsqu’absorbée sous forme d’esters, la vitamine A est
d’abord transformée en ROH au niveau de la lumigre intestinale par des enzymes
pancréatiques, avant d’étre absorbée par diffusion facilitée par les entérocytes

(Figure 1.2).

Lorsque I’organisme est en situation de suffisance, le ROH en surplus est estérifié en
palmitate de rétinol (PR) par des enzymes hépatiques (LRAT- l€écithine: rétinol
acyltransférase et ARAT-acyl CoA-rétinol acyltransférase). Le PR résultant est
jumelé a- des triglycérides et des apoprotéines qui s’agglomeérent sous forme de
chylomicrons (Figure 1.2). Ces derniers sont drainés par le systeme lymphatique
jusqu’au foie ou, par endocytose, le PR est libéré et transféré aux cellules étoilées.
C’est a 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-méme 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 grace a une protéine de
transport plasmatique (RBP: retinol binding protein) (Boily et al., 2003; Napoli,
1996, 1999; Wolf, 2001).



Lumiére intestinale

Esters de rétinol =—————— Rétinol

[3-carotene
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\§ /L N
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Figure 1.2. Absorption de la vitamine A au niveau de I’intestin. ARAT: Acyl-
CoA: rétinol acyltransférase, LRAT: Lécithine: rétinol acyltransférase, HER:
Hydrolase des esters de rétinol, RDH: 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 rétinoides. RBP: Protéine de
transport du rétinol. HER: Hydrolase des esters de rétinol, ARAT: Acyl-CoA: rétinol
acyltransférase, LRAT: Lécithine: rétinol acyltransférase. Inspiré de Napoli (1996,
1999) et Wolf (2001).

[.2.3.2 Métabolisme cellulaire de I’AR

Une fois arrivé au tissu en besoin, le complexe ROH-RBP est reconnu et fixé par un
récepteur membranaire spécifique (STRAT®6), qui diminue Iaffinité du ROH envers
la RBP et lui permet de s’y dissocier et de pénétrer, seul, a I’intérieur de la cellule
(Figure 1.4). Une fois intégré a la cellule, le ROH se lie a une nouvelle protéine
(CRBP: cellular retinol binding protein) (Duester, 2008). Le complexe formé sert par
la suite de substrat a deux types d’enzymes: les alcool- et rétinol-déshydrogénases.
L’alcool déshydrogénase (ADH) est une enzyme cytosolique dépendante du NAD(H)
tandis que la rétinol déshydrogénase (RDH) se retrouve dans la fraction microsomale

et utilise le NADP(H) comme cofacteur.
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Le produit de I’oxydation réversible exécutée par ces enzymes, le rétinaldéhyde
toujours li¢ a CRBP, devient a son tour la cible d’une seconde oxydation, cette fois

essentiellement irréversible.

Cette étape est catalysée par les différents isomeres de la rétinaldéhyde
déshydrogénase (RALDH) qui se rencontrent majoritairement dans le cytosol et
requierent le NAD(H) comme cofacteur enzymatique. L’activité des RALDHs sur le
complexe rétinaldéhyde-CRBP donne lieu a la formation de I’AR, qui lie & son tour
une protéine intracellulaire (CRABP: cellular retinoic acid binding protein). Cette
protéine agit a titre de navette, transférant I’AR du cytoplasme vers le noyau et
controle ainsi les quantités d’AR disponibles pour la liaison aux récepteurs
nucléaires. ]l existe deux isoformes de CRABP: la CRABP-I, qui conserve AR hors
du noyau et la CRABP-II qui guide AR vers le génome pour y activer les récepteurs
RAR (Napoli, 1993, 1996; Ottonello et al., 1993; Sessler et Noy, 2005).



Circulation sanguine

Retinol-RBP
Cellule
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Figure 1.4: Métabolisme intracellulaire de I’AR. ADHs: Alcool déshydrogénases,
CRABP: Protéine de transport cellulaire de I’AR, RALDHSs: Rétinaldéhyde
déshydrogénases, RDHs: Rétinol déshydrogénases, CYP450: Cytochrome P450,
RBP: Protéine de transport du rétinol. Inspiré de Duester (2008) et Nezzar e/ al.,
2007.

1.2.3.3 Action de I’AR sur la transcription génique.
Les actions biologiques des rétinoides dépendent des récepteurs X des rétinoides
(RXRs) et des récepteurs a I’AR (RARs), qui représentent des facteurs de

transcription activés par la liaison du ligand (Figure 1.5).



15

Les deux familles de récepteurs nucléaires sont divisées en trois différents types (a, B
et v), issus du codage de génes distincts. Chacun d’eux (RAR a,f,y et RXR a,B,y) se
rencontre sous plusieurs isoformes, résultat d’un épissage alternatif ou de I’utilisation
préférentielle de promoteurs. Chaque isoforme est exprimée de fagon constitutive et
lie 'ADN en I’absence de son ligand. lls suivent également des patrons précis
d’expression, qui dépendent du temps et de I’espace, au cours du développement
embryonnaire et de la vie adulte d’un organisme. La régulation transcriptionnelle des
genes cibles des rétinoides repose, en plus de la fixation du ligand fout-frans a RAR,
sur la reconnaissance entre les deux récepteurs et I’assemblage coopératif des
hétérodimeres RAR-RXR au niveau des régions promotrices, les éléments de réponse
a I’AR (RARE) (Nezzar ef al., 2007). L’induction de la transcription dépendante de
cet €lément de réponse dépend aussi de I’habilité de I’hétérodimére a recruter les co-
activateurs, qui forment des complexes protéiques fournissant plusieurs activités

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

AR

RXR RAR Transcription

RXRE RARE &Q@Q

RXRa,B,y/RARa,

Figure 1.5: Activité nucléaire de I’AR. Le récepteur RAR (a,f,y) agit en
hétérodimere avec le récepteur RXR (o,B,y) comme facteur de transcription sur
I’élément de réponse a I’AR (RARE) lors de la liaison de I’AR. Adapté de Napoli
(1999).

[.2.3.4 Inactivation de I’AR en produits solubles.

Une fois son action transcriptionnelle effectuée, I’AR est séquestré par la protéine
CRABP. Le complexe est dirigé vers le réticulum endoplasmique ou il sera reconnu

et métabolis€ 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 & la CRABP seront plutdt reconnues par I’UDP-glucuronyl
transférase qui catalyse, avec ’aide de la coenzyme UDPGA (Acide 5'-diphospho-
glucuronique uridine), la synthése du retinoyl-B-glucuronide, produit davantage
polaire. L’UDP-glucuronyl transférase ne reconnait 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
mugqueuse intestinale). Puisque la plupart des tissus exprime la CRABP, les processus
d’oxydation effectués par les CYP450 sont les plus courants (Napoli, 1999). Les
membres de la famille CYP26 (P450RAI) sont ceux dont I’activité catabolique est la
plus importante en ce qui a trait a AR. Les produits de I’action directe de ces
enzymes sont [’acide fout-trans-4-hydroxy-rétinoique et I’acide fous-trans-4-oxo-
rétinoique. Enfin, I’isoforme 4-0xo-AR est aussi susceptible a I’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 rétinoiques sont
aussi formés (Boily et al., 2004; Napoli, 1999; Nezzar et al., 2007). Les produits
solubles résultant du catabolisme enzymatique de I’AR peuvent étre €liminés ou

réutilisés, selon le besoin.

L’impact de la fixation de ’AR a son récepteur nucléaire est large. En plus de
stimuler la transcription des protéines associées aux effets des rétinoides, le systeme
rétinoique est fortement régulé par ses propres composantes. A sa liaison, AR
favorise, au besoin, la transcription de I’ensemble des protéines nécessaires au bon
déroulement du métabolisme de la vitamine A soit, les enzymes de synthése (LRAT,
ARAT, HER, RDH, ADH, RALDH), 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 Ja transcription
des enzymes d’estérification et d’entreposage de fagon a rétablir les concentrations

cellulaires d’AR.
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L’ AR, par sa concentration, régule donc lui-méme son propre métabolisme depuis la
conversion des formes estérifiées en formes circulantes du ROH jusqu’a

I’inactivation de I’AR en métabolites polaires (Napoli, 1999).

1.2.4 Interactions moléculaires dans le catabolisme de I’AR.

Par son implication incontournable dans le développement embryonnaire, le
métabolisme de I’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 I’AR.

1.2.4.1 Stimulation du métabolisme.

1.2.4.1.1 Le TTNPB, un analogue du 7-AR.

Les premieres évidences sur le potentiel de I’AR a engendrer la multiplication ou
I’absence de membres sont survenues lors d’études sur un modele aviaire (Hoffmann
et Eichele, 1994). Suite a ces découvertes, plusieurs chercheurs ont souhaité rapporter
ces effets sur différents modeles biologiques et par divers isomeres de I’AR. C’est
ainsi qu’une étude a ét€ mise sur pied pour Xenopus laevis, et |’efficacité du /-AR, du
PR et de ’acide (E)-4-[2-(5,6,7,8-tétrahydro-5,5,8,8-tétraméthyl-2-naphthylenyl)-1-
propenyl] benzoique (TTNPB), un analogue fonctionnel de I’AR et un activateur
synthétique spécifique des RAR, a provoquer des anomalies au niveau des membres a
été¢ démontrée. Le TTNPB est une molécule stable, contrairement & I’AR et peut
engendrer des malformations suite a une trés courte exposition (Gardiner ef al.,
2003). Chez la souris, des bourgeons de membres en développement ont €té exposés
au TTNPB, ce qui a permis de découvrir que la molécule se lie a la protéine CRABP,
qu'elle résiste a I’oxydation et qu’elle prolonge l'activation des récepteurs RAR
(Pignatello et al., 1997). 1l est également un fort activateur de l'isoforme CYP26,

responsable du catabolisme de I’AR en métabolites polaires (Lemaire et al., 2005).
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1.2.4.1.2  L’acide méthopréne, un analogue de I’acide 9-cis rétinoique.

L’acide méthoprene est un dérivé métabolique du méthoprene, un insecticide agricole
analogue de I’hormone juvénile. Cette molécule est un régulateur de croissance qui
interfére dans le processus de maturation par lequel les insectes passent du stade des
ceufs au stade adulte. Il a été démontré que le pesticide fixe avec une affinité
spécifique certaines isoformes des récepteurs RXR, hétérodimeres obligatoires de
RAR, sur une lignée cellulaire de mammifére, ce qui pourrait stimuler la transcription
génique par RARE. Toutefois, ni le méthopréne ni I'acide méthopréne, testés a
différentes concentrations n'ont provoqué d'anomalies morphologiques chez la

grenouille I€opard (Harmon et al., 1995).

1.2.4.1.3 Les pesticides organochlorés.

L’étude de Lemaire et al. (2005) a montré que certains pesticides organochlorés
activent spécifiquement les récepteurs RAR humains. Puisque les pesticides
organochlorés ont des effets tératogenes bien connus chez les animaux (Gupta et al.,
1978; Ottolenghi et al., 1974), ces résultats supportent I'hypothese que les
malformations des membres observées en milieu agricole peuvent étre dues a des
substances interférant dans les phénoménes moléculaires du métabolisme et dans la
signalisation de I’AR. Plus spécifiquement, il semble que le chlordane, la dieldrine,
I'aldrine, l'endrine et l'endosulfane activent les récepteurs RAR de types o et y.
Considérant la persistance des pesticides organochlorés dans l'environnement, ces
résultats tentent a appuyer I'hypotheése que I'augmentation du taux de malformations
des membres puisse €tre due a une exposition prolongée aux pesticides organochlorés

(Lemaire ef al., 2005).



[.2.4.2 Inhibition du métabolisme.

1.2.42.1 Les fongicides « azoles ».

Certaines molécules sont connues pour inhiber le CYP450 responsable de la 4-
hydroxylation de I’AR. Ces substances font souvent partie de la grande famille des
« azoles », des fongicides industriels, pharmaceutiques et agricoles, entre autres. Le
kétoconazole et le clotrimazole, inhibant la majorit¢ des CYP450 de fagon non
spécifique, sont donc aussi actifs sur I’isoforme CYP26 responsable du catabolisme
de ’AR. Les fongicides triazoles, une sous-famille, représentent aussi de bons
inhibiteurs, d’autant plus que leur action est trés sélective a CYP26, comparativement
aux précédents (Menegola et al., 2006). Ces substances peuvent nuire a |’activité
catabolique au niveau de la cellule. Certaines substances ont, d’un autre c6té, un
pouvoir inhibant sur la synthése méme des enzymes sur lesquelles repose I’oxydation
de ’AR. C’est le cas du p,p’-DDE, un des métabolites les plus persistants du DDT
qui diminue de fagon dose-dépendante |’expression geénique des CYP26 chez la

grenouille rousse (Leiva-Presa et al., 20006).

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

Suivant P’objectif de la mise sur pied d’un biomarqueur d’exposition a la
contamination agricole, le projet Ouaouaron qui s’échelonne depuis 2003 dans le
bassin versant de la riviere Yamaska, a déja montré des effets néfastes sur
I’homéostasie des rétinoides. La riviere Yamaska est la plus polluée de la province du
Québec et les extraits d'eau de surface, analysés pour plus de 53 pesticides, révelent
principalement de l'atrazine et du métolachlore a des concentrations de l'ordre du
ug/L (Annexe 2). L échantillonnage des ouaouarons a €té fait dans des sites exposés a
différentes intensités d'activité agricole. Dés la premiere année, les profils hépatique
et plasmatique des rétinoides 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 [3-cis-4-0x0-AR, un métabolite
secondaire du catabolisme de I’AR, ont €té retrouvées dans le plasma des ouaouarons
et les taux de 13-cis-4-0x0-AR ont €t€ significativement différents entre les sites. Au
niveau de [I’entreposage hépatique, les concentrations en ROH étaient
significativement plus basses chez les individus provenant d'un site contaminé
comparativement & un site de référence. D apres ces premiers résultats sur le dosage
simple des rétinoides, I’activité métabolique hépatique semble étre affectée par des
conditions locales, telles que I’exposition a P’ensemble des contaminants et
fertilisants agricoles retrouvés dans les milieux aquatiques. La tendance des
métabolites sanguins a &tre en plus grandes quantités dans les sites fortement
contaminés pousse aussi a croire que le catabolisme de I’AR est stimulé par la
présence des pesticides. De fagon a cerner davantage le(s) processus altéré(s) donnant
lieu a ces résultats, le présent projet suggere un second biomarqueur, cette fois de
type métabolique. Selon I’hypothése de I’implication de I’AR dans les malformations
observées sur le terrain, les débalancements rétinoiques pourraient étre dus a une
stimulation de Pactivité P450. Malgré la présence simultanée de contaminants
inducteurs et inhibiteurs, le bilan des effets engendrés par la « soupe » de pesticides a
laquelle les organismes sont exposés serait une augmentation de activite P450 et

donc une élimination plus rapide de I’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 rétinoides obtenus depuis 2003. Par la suite,
I’essai mis au point pourra servir de biomarqueur d’exposition considérablement

fiable pour le modéle amphibien choisi.
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1.4 EXPLORATION DU METABOLISME DE L’ AR SUR UN MODELE 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 géncrale de I’état de
santé des organismes vivant en milieu agricole. Toutefois, plusieurs paramétres sont
hors contrdle lors d’une €tude sur le terrain. Dans I’optique de mieux isoler les
phénoménes rétinoiques susceptibles d’étre altérés par les contaminants agricoles et
d’éventuellement obtenir des réponses plus précises aux différentes hypotheses, la
deuxieme partie de ce projet de maitrise visait a explorer le métabolisme de I’AR sur
un modele cellulaire, en laboratoire. Une fois le métabolisme bien établi, il sera
possible de faire des expositions iz vitro a divers contaminants et mélanges de ceux-ci
et enfin procéder a I’ensemble des analyses nécessaires, sans restriction quant a la
quantité¢ de matériel biologique. Puisqu’il n’existe a 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 a fait justifié puisque les cellules P19 expriment et répondent de fagon naturelle

aux différentes molécules, enzymes et récepteurs nucléaires rétinoiques d’intérét.

1.4.2 Généralités

Les cellules de carcinome embryonnaire (EC) représentent un systéme tres similaire a
celui des cellules souches embryonnaires (ES). Ce sont des cellules souches issues de
tumeurs malignes, les tératocarcinomes (Loubet et Fiszman, 1998). Les cellules P19
tsolées par McBurney et son équipe en 1982 (Jones-Villeneuve ef 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 croitre continuellement et conserver leur statut pluripotent. De la méme
fagon que les cellules de type ES, elles peuvent donner naissance a plusieurs types de

cellules (Martin, 1975).
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Les molécules les plus efficaces dans I’induction de la différenciation des P19, a des
concentrations non cytotoxiques, sont I’AR et le diméthylsulfoxide (DMSO)
(McBurney et al., 1982). Une concentration de 0,5% DMSO induit la différenciation
cardiaque (Paquin ef al., 2002) alors que I’AR induit la différenciation neuronale

(Jones-Villeneuve et al., 1982).

Au niveau nucléaire, I’AR initie une cascade d’événements débutant par la liaison de
la molécule active a son récepteur nucléaire, comme précédemment expliqué (Figure
.5) a la seule différence que les cellules P19 expriment deux des trois isoformes de
récepteurs a AR, soit RARa et RARy. Six jours aprés I’induction & des concentrations
d’AR variant de 0,3 a 1,0 pM, les neurones représentent le premier et le plus
abondant type cellulaire formé. Dans une proportion moindre, des cellules gliales et
des cellules semblables aux fibroblastes peuvent aussi se former (Jones-Villeneuve et
al., 1982). Les cellules EC P19 constituent donc un outil intéressant pour I’étude in

vitro du développement embryonnaire.

1.4.3 Catabolisme de I’AR

Le métabolisme de I’AR par les cellules P19 et par les microsomes de ces cellules a
été partiellement €tabli par (Sonneveld e al., 1999). En moins de 4 & 6 heures,
["oxydation du #-AR est déja bien amorcée et le taux d’oxydation peut étre suractivé
suite a un prétraitement a I’AR. Le catabolisme de I’ AR donne lieu a cinq métabolites
différents, notamment I’acide 4-hydroxy-rétinoique qui est le métabolite majeur
formé ainsi que I’acide [8-hydroxy-rétinoique et I’acide 4-oxo-rétinoique, deux
métabolites secondaires. Les cellules F9 de type EC représentent un autre modele
cellulaire capable de métaboliser aisément I’AR et ce métabolisme a déja été bien
établi par (Williams et Napoli, 1985). Le catabolisme de I’AR par ces cellules
s'apparente assez bien a celui décrit précédemment. Le métabolisme oxydatif de I’AR

par les cellules de type EC semble étre bien conservé.
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1.5 OBJECTIFS ET HYPOTHESES

Beaucoup d'études rapportent des effets déléteres de contaminants d'origine agricole
sur le développement et la morphogénése 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 [’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 étre
provoquées plus particulierement par un débalancement dans les concentrations
cellulaires d’AR disponibles pour I’action génique, provoquant une organogenese
anormale. Dans cet ordre d’idée, une altération de |’activité des enzymes du
métabolisme de [’AR serait une hypothese plausible au phénomene de malformations

des membres.

Les enzymes du cytochrome P450, qui régulent les concentrations cellulaires d’AR
en inactivant les molécules d’AR déja 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 ’oxydation de I’AR par les CYP450 chez des amphibiens provenant
d’habitats exposés a un gradient de contamination agricole pourrait donc fournir des
informations pertinentes quant aux effets néfastes des pesticides et fertilisants sur le
métabolisme de [’AR, et donc sur le développement anormal des organismes.
Toutefois, le métabolisme des rétinoides étant relativement complexe, les cibles
d’altérations métaboliques par les contaminants sont nombreuses. C’est pour cette
raison qu’un deuxiéme volet s’est inscrit a ce projet. Grace a I’utilisation d’un modéle
cellulaire répondant de fagon naturelle a la signalisation de I’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, I’exposition in
vitro pourrait ultérieurement générer des conclusions solides, de fagon rapide et
simple. Dans cette optique, les objectifs et hypotheéses de la présente étude sont les
suivants:

I — Faire une comparaison du profil catabolique de I’AR chez le ouaouaron a celui
publié pour d’autres vertébrés. Puisque tres bien conservé chez les vertébrés, le
métabolisme dé I’AR chez le ouaouaron devrait €tre similaire a celui des poissons,
des oiseaux et des mammiferes. Faire une comparaison du profil du catabolisme de
’AR chez le ouaouaron male a celui chez la femelle. L’échantillonnage des
spécimens ayant lieu lors de la période de reproduction des ouaouarons (juin et
juillet), le métabolisme général chez la femelle devrait étre majoré par rapport a celui
du male, une grande quantité d’énergie étant requise pour la fabrication des ceufs.

II — Faire une comparaison du profil catabolique de I’AR chez le ouaouaron selon le
gradient de I’intensité de I’activité agricole entourant les 6 sites d’échantillonnage.
Certains pesticides, comme I’acide méthoprene et les organochlorés, sont bien connus
pour induire la transcription et I’activité¢ des CYP450. Toutefois, ces contaminants ne
se retrouvent qu’en tres faible'concentration dans les sites d’échantillonnage étudiés.
L’analyse in vitro de la capacité d’oxydation de I’AR permettra de comparer les taux
de métabolites formés selon le gradient d’exposition des animaux. S’il s’avére 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 I’activité globale des CYP450.

Il — Reproduire et optimiser un protocole d’oxydation de I’AR sur un modéle
cellulaire: les cellules de carcinome embryonnaire de souris P19. L’oxydation de
I’AR par les cellules P19 a déja été étudiée dans le cadre de recherches antérieures
(Solari et al., 2010; Sonneveld et al., 1999). Le suivi de I’oxydation de I’AR dans les
cellules P19 permettrait de vérifier si une perturbation de ce métabolisme peut se

produire tot dans le développement embryonnaire.
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2.1. RESUME

Depuis les 30 dernieres années, le déclin des populations et espéces d’amphibiens es!
un probleme bien réel. La contamination par les pesticides et fertilisants agricoles
semble étre I'une des causes principales a ce déclin, d’autant plus qu’une
augmentation de I’émergence des cas de grenouilles difformes a €té rapportée. Les
anomalies répertoriées rappellent fortement celles induites par un débalancement des
concentrations effectives d’acide rétinoique (AR). L’AR est le métabolite actif de la
vitamine A (rétinol : ROH), un micronutriment endogeéne impliqué dans le
positionnement de ’axe antéropostérieur lors de la formation des membres durant
P’embryogénése. L’influence de I’AR sur I’organogénése dépend de sa concentration
cellulaire disponible pour son action sur la transcription génique. Une enzyme du
cytochrome P450 (CYP26) régule ces concentrations en inactivant I’AR en
métabolites polaires. Selon I’hypothése que la contamination agricole puisse altérer
Iefficacité de cette enzyme, I’activité catabolique sur I’AR par des microsomes
hépatiques de ouaouarons males et femelles exposés a un gradient d’activité agricole
a été investiguée. La caractérisation partielle de ’activité enzymatique a permis de
révéler un substrat préférentiel, 1’acide 13-cis-rétinoique, ainsi que des valeurs de
parameétres cinétiques (K,, = 85uM; Vior = 4,14nmole/mg prot./h). La comparaison de
la réponse enzymatique entre les sexes a dévoilé une activité plus importante chez les
males. Pour les deux sexes, I’oxydation de I’AR tendait a étre plus €levée dans les
sites les plus contaminés. De plus, des mesures morphométriques (longueur museau-
cloaque) ont été comparées et pourraient suggérer des probleémes de croissance chez
les ouaouarons provenant des sites fortement contaminés. Dans I’ensemble, les
résultats obtenus dans cette étude supportent I’hypothése d’une altération dans
Iefficacité catabolique des CYP450 sur I’AR, un phénomeéne pouvant donner lieu aux
malformations observées en milieu agricole.

Mots-clés: Acide rétinoique, acide 4-oxo-rétinoique, 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 I’abondance
des espéces et des populations d’amphibiens a travers le monde. Parallelement a ce
déclin, on observe, dans les habitats aquatiques des zones agricoles intensives, une
augmentation du nombre de grenouilles présentant des malformations (Quellet et al.,
1997). Ces anomalies, qui varient de ['absence a la multiplication de certaines
structures, touchent particulierement les membres postérieurs des amphibiens
(Johnson er al., 2002; Lannoo ef al., 2003; Meteyer et al., 2000; Schoff et al., 2003).
Plusieurs causes probables & ces malformations ont été découvertes, comme les
radiations UV, les infections parasitaires ainsi que |I’exposition a des substances
toxiques (Ankley et al., 2004). Les anomalies observées en milieu agricole rappellent
fortement celles produites en laboratoire ou des chercheurs ont fait varier la
concentration d’acide rétinoique (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 déja connus
pour interférer dans le métabolisme de I’AR (Boyer et al., 2000; Gilbert et al., 1995;
Lemaire et al., 2005; Menegola et al., 2006), force est de croire que la contamination

agricole pourrait causer ce méme genre de complications.

L’AR est le métabolite actif du ROH, un micronutriment endogéne essentiel a la
croissance et au développement des vertébrés. L’organogénese est influencée par
I’action d’enzymes métaboliques contrdlant la formation de I’AR a partir du ROH. Le
métabolisme de I’AR se fait en deux étapes durant lesquelles le ROH est d’abord
oxydé en rétinaldéhyde, qui est & son tour oxydé en AR (Duester, 2008). L’AR est
une petite molécule morphogene qui, par son rdle de facteur de transcription génique,
orchestre le patron de segmentation lors de la formation des membres chez les

vertébrés (Eichele, 1989; Yashiro ef al., 2004; Zhao et al., 2009).
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Les effets de I’AR sont. produits grace a sa liaison a deux types de récepteurs
nucléaires qui lient I’ADN en tant qu’hétérodimeres: les récepteurs de I’AR (RAR) et
les récepteurs des rétinoides X (RXR). L’AR actif fixe le partenaire RAR de
I’hétérodimeére et, selon une concentration précise, stimule la transcription de génes
spécifiques, influengant la morphogenése. La concentration de ’AR au niveau de la
cellule nécessite donc une régulation tres fine pour éviter un débalancement pouvant
donner lieu, par exemple, a des malformations au niveau des membres (Mazurais e/
al., 2009). Chez I’ensemble des vertébrés (Hollemann ez al., 1998; Ray et al., 1997;
White et al., 1996), cette responsabilité a été attribué, en grande partie, a une
isoforme de la famille des cytochromes P450 (CYP26), qui inactive I’AR en acide 4-
hydroxy-rétinoique (4-OH-AR), métabolite majeur de I’AR et en acide 4-oxo-
rétinoique (4—0xo—AR) (White et al, 2007). La polarité¢ augmentée de ces molécules
par rapport & I’AR leur permet de regagner la circulation sanguine et d’étre
ultérieurement éliminées. Le métabolite 4-0x0-AR a été reconnu pour manifester une
forte affinité envers les récepteurs RAR modulant ainsi la spécification positionnelle

chez I’embryon amphibien (Pijnappel ef al., 1993).

Le dosage des rétinoides a été largement utilisé comme biomarqueur de
contamination environnementale, autant chez les poissons (Arcand-Hoy et Metcalfe,
1999), les amphibiens (Bérubé et al., 2005; Leiva-Presa et al., 2006), les oiseaux
(Champoux et al., 2006; Kuzyk et al., 2003), que chez les mammiferes (Murk et al.,
1998). Toutefois, les mécanismes cellulaires sous-jacents aux déséquilibres
rétinoidiens, ainsi que le réle de certains contaminants sur ces mécanismes, restent

encore mal connus.
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L’objectif principal du présent projet est de vérifier le potentiel perturbateur d’un
milieu contaminé par les pesticides et fertilisants sur le catabolisme de I’AR mesuré
dans les microsomes hépatiques de ouaouaron. De récentes études sur le ouaouaron
ont révélé des débalancements non négligeables dans les niveaux de rétinoides
plasmatiques et hépatiques, phénomene li€ a I’intensité de [’activité agricole
avoisinante. De plus, des concentrations significatives de 13-cis-4-ox0-AR, un
isomere du métabolite 4-0x0-AR, ont été dosées dans le plasma des grenouilles, des
concentrations augmentant dans le méme sens que I’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, I’efficacité des enzymes LRAT et
HER des grenouilles, impliquées dans I’entreposage et la mobilisation des rétinoides
hépatiques, était fortement altérée. Etant donné ces résultats, notre hypothése générale
suggere que les contaminants agricoles alterent I’activité P450 et, par conséquent,
I’oxydation de I’AR en métabolites, influengant alors les concentrations (a la hausse
ou a la baisse) d’AR disponibles pour la liaison aux récepteurs nucléaires, une
situation potentiellement tératogéne. Etudiée pour la premiére fois chez Rana
catesbeiana, 1’oxydation de I’AR par les microsomes hépatiques a ¢té partiellement
caractérisée et I’efficacité de deux isomeres de I’AR testée. La présente étude
permettra, entre autres, de comparer le catabolisme de I’AR chez un modéle

amphibien a celui mieux connu chez les mammiféres (Ray ef al., 1997; Solari ef al.,

2010).



2.3. MATERIEL ET METHODES

2.3.1 Produits chimiques.

Les étalons d’AR tout-trans (#-AR) et 13-cis (13-cis-AR), I’hydroxytolueéne butylé
(BHT), le nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH), I’albumine de
sérum bovin (BSA) et les inhibiteurs clotrimazole et kétoconazole 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 (tricaine méthanesulphonate) a ¢été acheté chez ICN
Biochemicals (Irvine, CA, USA).

2.3.2 Sites d’échantillonnage.

Durant les étés 2007 et 2008, les ouaouarons ont €té échantillonnés dans 6 sous-
bassins distincts a I’intérieur du bassin versant de la riviere Yamaska, Québec,
Canada. Ces sites ont été sélectionnés selon la surface de leur territoire occupé par la
culture & grandes interlignes (mais et soya), comme décrit dans Spear et al., (2009).
Deux sites sont associés a une faible activité agricole (0-19% de la surface cultivable
utilisée): Deborah Stairs (DS) et Lac Boivin (LB). Les rivieres Pot-au-Beurre (PB) et
Yamaska, dans Ja municipalit¢ de Farnham (FA) et le réservoir Choiniére, faisant
partie 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 Riviére Noire (RN), ot 60% des terres sont en culture et ou 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 I’Université du Québec a
Montréal et le ministére des Ressources naturelles et de la faune (MRNF),
Gouvernement du Québec. Les animaux ont été anesthésiés dans une solution de
MS222 (0,1%) tamponnée avec 0,2% de NaHCO; et euthanasiés par luxation
cervicale. La longueur museau-cloaque (LMC) et le poids ont été notés pour chaque
animal. Le foie a €té rapidement retiré, pesé, congelé dans I’azote liquide et conservé

4-80°C jusqu’aux analyses.

2.3.4 Extraction des microsomes.

Toutes les étapes de I'extraction des microsomes ont été effectuées sous lumiere
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-KCl (0,15M KCL,
S0mM Tris-HCI, pH 7,4). L’homogénat a subit une ultracentrifugation a 10 000 x g
pendant 20 min et le surnageant résultant a été centrifugé a 100 000 x g durant Th. Le
culot a €té rincé et resuspendu dans 200ul de tampon (0,25M sucrose, 0,15SM KCl,
S0mM Tris-HCI, pH 7,0) pour les essais enzymatiques. Une fois préparés, les
microsomes de foie ont été entreposés a -80°C, immédiatement aprés avoir été
surgelés dans |’azote liquide. La concentration protéique a ét¢ déterminée selon la
méthode de Bradford et al, (1976) en utilisant I’albumine de sérum bovin comme

standard.

2.3.5 Caractérisation partielle de I’activité enzymatique.

La détermination des paramétres de base pour les essais enzymatiques a ét€ 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 €t jugée nécessaire puisque qu’une réponse
enzymatique significativement plus élevée a été observée a une concentration aussi
faible que 0,8mM NADPH comparée a un milieu de réaction sans ce cofacteur
(=25,13; p<0,0001) (résultats non montrés). La température d’incubation
sélectionnée était 27°C, un choix basé sur la température optimale pour cette espece.
Les valeurs des parametres K, et V. ont été optimisées en régression non linéaire
par |’approche des moindres carrés a ['aide du Macro complément Solver du

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

2.3.6 [Essais enzymatiques et dosage des produits de la réaction.

Toutes les manipulations ont été effectuées sous lumiere jaune de fagon a prévenir
I’isomérisation des rétinoides. Les essais enzymatiques ont été faits selon la méthode
de Doyon et al, (1999), légerement modifiée. Des essais sans substrat ont été faits,
mais aucun métabolite n’a été¢ produit de fagon endogene. Une solution-mere de /-
AR ou de 13-cis-AR a 3,0mM a été diluée dans du méthanol 100% et conservée a -
20°C. L’intégrité des solutions a été régulierement testée en mesurant I’absorbance au
spectrometre et par injection au HPLC. Un aliquot de la solution-mere (20ul) a €té
ajouté a chacun des tubes de réaction en verre (borosilicate 12 ml avec bouchon
vissable) contenant le mélange réactionnel (S0mM Tris-HCI, 0,15M KCI, 1,5mM
BSA, 5mM MgCl,, pH 7.,4). Les microsomes ont été¢ décongelés sur glace durant
environ 20min et 45ul (= 225 ug de protéines) de la suspension microsomale ont été
ajoutés a chaque tube. Les tubes ont été¢ mélangés Ssec et préincubés, sans agitation, a
27°C durant 3min. La réaction a été initiée par ’ajout du cofacteur NADPH en
solution (0,8mM) dans un volume d’incubation total de 575ul. La réaction s’est
effectuée a 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 Smin (1000 x g) et 700u! de la phase

organique supérieure ont €té transférés dans une deuxiéme série de tubes.
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L’extraction a été répétée et 900ul de la phase organique ont été ajoutés aux 700ul de
la premiere extraction. Les fractions jumelées ont été¢ complétement évaporées a sec
au moyen d’un évaporateur rotatif (Vacufuge® plus, Eppendorf AG, Hambourg,
Allemagne) durant 15min a 45°C. Les tubes ont ensuite €té scellés sous azote et
conservés a -20°C jusqu’a ’injection par HPLC (3h maximum). Dix minutes avant le
dosage au HPLC, 200 pl de méthanol ont été ajoutés aux tubes, ensuite équilibrés a la

température de la piece avant les injections.

Un volume de 40p! a ensuite été injecté¢ dans un systtme HPLC a phase inversée de
marque Waters, équipé d’un programme Millenium 32, d’une pompe modéle 510,
d’un détecteur modele 486 ajusté a 350nm et d’un injecteur 7725i, Rheodyne. Les
rétinoides ont été séparés sur une colonne analytique Inertsil C-18 (Ultrasphere 4.6 x
150mm, Sum) selon un gradient d’élution entre le solvant A (50% acétonitrile, 50%
eau contenant 0,02M d’acétate d’ammonium et 0,5% 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 1,5ml/min et suivait le patron
suivant: 100% solvant A initial suivi d’un gradient linéaire pour passer a 100% B
d’une durée de 12min. Aprés 3 min avec le solvant B, un gradient linéaire de 3min a
été utilisé pour revenir a 100% A, maintenu pour 2min. Dans ces conditions, le
temps de rétention du #-4-0x0-AR était de 6,5min, celui du 13-cis-4-0x0-AR était de
6,7min et celui du tt-AR de 18,5min. Cette méthode assure I’élution du substrat 13-
cis-AR (17,4min) en exces a chaque injection, prévenant son accumulation dans la
colonne analytique. Les pics des substrats ont été identifiés et quantifiés a ’aide
d’étalons achetés, tandis que les pics de métabolites polaires I’ont ét¢ a ’aide de
métabolites synthétisés par radiation UV sur le #-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 rdle de l’activité CYP450 dans les essais enzymatiques, des
incubations ont €té faites en présence de clotrimazole et de kétoconazole, deux
inhibiteurs non spécifiques de I’activité P450. Les inhibiteurs ont été dissouts dans le
diméthylsulfoxide (DMSQO) a des concentrations variant entre 0 et 100uM et de fagon
a ce que les concentrations totales de DMSO dans les tubes n’excedent jamais 3%.
Un volume de 45ul de suspension microsomale a ensuite €té ajouté aux tubes. Les
tubes ont été mélangés et préincubés pendant 10min a 27°C sous agitation constante.
L’incubation, I’extraction et le 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 I’activité catabolique ont €té testées pour déceler des différences
entre males et femelles avec un test « ¢ » de Student, assumant des variances inégales.
Les valeurs moyennes de la LMC, du poids du foie et de I’activité enzymatique ont
été comparées entre les sites par des analyses de variance & un critére de classification
(ANOVA). Lorsque le modele était significatif, un test de comparaisons multiples
(Tukey) a été réalisé. Des corrélations de Spearman ont €t réalisées pour les années
et les sexes entre les paramétres suivants: LMC, poids du foie, concentration des
protéines microsomales et activité catabolique. Au besoin, les données ont été
transformées en logjo pour permettre la normalité des résidus et I’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’ceufs pour les femelles et de « corps gras » pour les males. Certains sites n’ayant
pas suffisamment de femelles matures, comme PB, DS et CH pour |’une ou ["autre
des années, ont €té systématiquement enlevés des comparaisons entre sites. Les
analyses statistiques ont été faites au moyen de deux programmes: SPSS® 11.0 et

IMP 7.0 (SAS).
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2.4 RESULTATS

2.4.1 Caractérisation partielle de I’activité enzymatique.

L’activité¢ d’oxydation associée aux microsomes hépatiques du ouaouaron a été test€e
pour deux isomeres de I’AR: /£-AR et 13-cis-AR. La valeur moyenne de I’activité
enzymatique associée au substrat 13-cis-AR était significativement plus élevée que
celle obtenue avec I’isomere (-AR (1=11,47; p<0,001) (Figure 2.1A). Suite a ces
résultats, I’isomere 13-cis-AR a été considéré comme étant le substrat le plus efficace
et a donc €té sélectionné pour la suite des analyses. Une concentration quantifiable du
f-4-0x0-AR était produite avec aussi peu que I5ul de suspension microsomale,
correspondant a environ 75pg de protéines (Figure 2.1B). Le taux de réaction était
stable a partir de 300ug de protéines, suggérant que toutes les molécules de substrat
(pour 0,ImM 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
45ul de suspension microsomale (= 225 pg de protéines microsomales) a €té
sélectionné pour les essais enzymatiques. Le catabolisme du 13-cis-AR en fonction
du temps d’incubation est montré dans la Figure 2.1C. La relation étant linéaire sur
90min et une durée de 40min a été choisie pour la suite des analyses. Avec
’augmentation de la concentration du substrat, la formation du métabolite #-4-o0xo0-
AR suit une courbe Michaelis-Menten typique. La transformation des données en un
graphique Lineweaver-Burk permet la mise en évidence du K, apparent (85uM) et de
la Vipax (4,14nmole/mg prot./h ) (Figure 2.1D). Deux inhibiteurs généraux des P450,
le clotrimazole et le kétoconazole, ont été testés sur I’activité enzymatique. A des
concentrations de 0,5 uM, 1,0 uM et 10uM, le kétoconazole a inhibé la formation du
métabolite de fagon plus efficace (Figure 2.1E). Toutefois, lorsque les concentrations
ont atteint 100uM, 92% de [Pactivité était inhibée par le clotrimazole,

comparativement a seulement 77% en présence du kétoconazole.
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2.4.2 Activité enzymatique chez le onaounaron de la riviére Yamaska.

La production du métabolite 13-cis-4-0x0-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 I’oxydation de I’AR ¢tait le 1-4-0x0-AR, seuls les résultats

concernant ce métabolite sont discutés ici.

L’efficacité catabolique des microsomes de foie sur I’AR a d’abord €été comparée
entre les sexes. La Figure 2.2 montre une différence significative entre 1’activité chez
fes males et celle chez les femelles en 2008 (=3,39; p<0,01), mais seulement une
tendance en 2007 (+=1,50; p<0,1). La réponse enzymatique chez les femelles n’était
pas statistiquement différente entre les deux années (/=0,73; p<0,77), contrairement a
celle des males (+=2,86; p<0,01). Les données pour les males ont ensuite €té testées
pour des différences entre les sites d’€chantillonnage. En 2007, les males provenant
du site PB montrent un métabolisme significativement plus faible qu’a tous les autres
sites (Fs37 =3,41; p<0,05) (Figure 2.3A). Pour I’échantillonnage de 2008, aucune
différence significative n’a été notée entre les sites. Toutefois la production de //-4-
0ox0-AR montre une tendance & 1’augmentation selon le gradient de contamination
agricole (F’s44=2,06; p<0,1) (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 males sur celle des femelles. Les sites ayant moins de quatre
femelles considérées matures n’ont pas €té inclus dans les analyses statistiques (voir
Matériel et Méthode pour plus de détails). Les données des deux années
d’échantillonnage pour les femelles ont ét€ combinées pour tester un «effet du site»
sur I’activité enzymatique. La Figure 2.3B montre une tendance a [’augmentation de
la réponse enzymatique en parallele avec la contamination agricole (F533=2,57;
p<0,1), similaire a celle observée pour les males 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 I’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 (+=1,99;
p<0,05) qu’en 2008 (r=2,27; p<0,05) (Figure 2.4). La comparaison de ces données
entre les sites d’échantillonnage n’a montré aucune différence significative pour les
males (2007: Fs33=1,27; p=0,30, 2008: F54=1,53; p=0,20) ou les femelles (2007:
F3.17= 0,66; p=0,59, 2008: F3,4=1,07; p=0,39). D’autres parametres, comme la LMC

et le poids du foie ont aussi €té testés.

En ce qui concerne la LMC, aucune différence n’a été trouvée entre males et femelles
en 2007 (=0,77; p=0,73) ou en 2008 (r=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 (Fs54:=4,6; p<0,01)
(Tableau 2.1). En 2008, la situation €tait légerement différente. Les valeurs de la LMC
au site CH était significativement plus faible qu’aux sites LB, DS, PB et FA
(F566=3,65; p<0,01). 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 males en 2007 (~=1,73; p<0,05), résultat
renforcé en 2008 (1=5,74; p<0,0001) (Figure 2.5A). 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 méles ou les valeurs étaient statistiquement plus faibles en 2008
(=4,03; p<0,0001). Les différences entre sites ont démontré qu’en 2007, pour les
males, le poids du foie était plus élevé a PB qu’a DS, FA, CH et RN (Fs3g; 6,62;
p<0,001) (Figue 2.5B) alors qu’en 2008, aucune différence significative n’a été
observée (Fs3s; 1,91; p=0,11). Etant 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 (F435=1,49; p=0,23).
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Une influence possible de parametres comme la concentration en protéines
microsomales, le poids du foie, et la LMC sur Pactivité d’oxydation mesurée a été
vérifiée. Nous avons choisi de tester la LMC plutdt que le poids total des ouaouarons
en ce qui a trait aux corrélations statistiques. Ce choix est di au fait que le poids total
de I’animal est parfois biaisé par la présence d’ceufs chez les femelles et pour les deux
sexes, par le contenu stomacal (jusqu’a 40 g pour certains ouaouarons). Pour les deux
années ainsi que pour les deux sexes, le poids du foie était positivement reli¢ a la
LMC: 2007, males (»=0,610, p<0,001), femelles (+=0,922, p<0,001); 2008, males
(r=0,664, p<0,001), femelles (»=0,772, p<0,001). En 2007, I’activit¢ d’oxydation
chez les méles et les femelles était corrélée de fagon négative avec la concentration en
protéines microsomales (méles » = -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 a I'activité catabolique et ce, pour les deux années

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

2.5.1 Caractérisation partielle de Pactivité enzymatique.

Le catabolisme de I’AR a été étudié chez plusieurs autres vertébrés, entre autres, chez
les poissons (Doyon ef al., 1999; Boyer et al., 2000) et chez les mammiféres (Ray ef
al, 1997; McSorley et Daly, 2000) mais I’oxydation de I’AR n’avait jamais été

étudiée chez le ouaouaron auparavant.

Ce qui distingue notre expérimentation des autres €tudes, est une nette préférence de
la forme 13-cis-AR sur celle du //~AR comme substrat d’oxydation. Bien que les deux
types de métabolites, tout-trans et 13-cis, aient été dosés dans notre étude in vitro, des
variations entre sexes et sites d’échantillonnage n’ont €té trouvés que pour le
métabolite #/-4-0xo-AR. Ce résultat est quelque peu surprenant compte tenu que le
métabolite |3-cis-4-ox0-AR semble étre la forme majeure dans le plasma de
ouaouarons (Bérubé er al, 2005; Boily er al, 2009). Dans les études bien
documentées portant sur le rdle essentiel de I’AR durant le développement
embryonnaire des vertébrés, et plus particuliérement des mammiferes (Duester,
2008), I’isomere 13-cis-AR semble pourtant étre un joueur secondaire. Les effets
pléiotropiques associés aux rétinoides dépendent de la liaison de I’isomere #-AR aux
récepteurs nucléaires, car I’affinité de la forme 13-cis-AR pour les récepteurs RAR
est tres faible (Idres et al., 2002). Plusieurs étapes précedent toutefois la formation du
11-AR pour Iactivité transcriptionnelle. Une isomérisation tardive des formes « 13-
cis » en formes « tout-trans » au moment de I’entrée de I'"AR au niveau du noyau est
donc plausible. Selon Armstrong et al. (2005), cette isomérisation pourrait €tre une
«stratégie» limitant la sollicitation nucléaire de I’AR et participant a une sorte de

régulation.
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La réaction enzymatique des microsomes hépatiques sur I’AR s’est trouvée nettement
inhibée en présence des deux inhibiteurs, clotrimazole et kétoconazole. Etant donné
que ces antifongiques synthétiques de type « azole » sont connus pour leur inhibition
non spécifique des CYP450, force nous est de constater que I’activité que nous avons
mesurée, dépend donc, du moins en partie, des enzymes du CYP450. Certaines études
(Papis et al, 2006; Menegola et al., 2006). ont spécifiquement démontré, chez
I’embryon de Xenopus laevis, une inhibition du CYP26 par des fongicides du méme
type (triadiméfon, triadiménol et fluconazole, entre autres), conduisant a des effets
tératogeénes (Groppelli et al., 2005). Ne pouvant étre inactivées de facon efficace, les
molécules d’AR actif resteraient disponibles pour stimuler la transcription génique,
une situation potentiellement tératogéne. Enfin, les connaissances concernant le
systeme des rétinoides endogenes 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 riviére Yamaska

Différences entre les sexes

Plusieurs parametres analysés montrent une différence statistique significative entre
les males et les femelles. Le poids du foie et la concentration des protéines
microsomales sont des facteurs qui semblent, selon le sexe ou I’année, influencer le
catabolisme de I’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 males. Malgré ces résultats, I’activité d’oxydation des microsomes était

significativement plus grande chez les males.
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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 a la reproduction chez le ouaouaron, confirmée par la
présence d’ceufs matures dans I’abdomen des femelles. La physiologie des femelles
durant I’ovogénese obéit a des types et des concentrations d’hormones différents de
celle des méales (McCreery et Licht, 1983; Daniels et Licht, 1980) et la synthese
protéique globale est stimulée (Schultz et Wassarman, 1977; Hyman et Wormington,
1988; Tannahill et Melton, 1989), augmentant le poids total de I’animal. L induction
générale de protéines métaboliques chez les femelles durant ’ovogénése pourrait
donc expliquer une concentration protéique microsomale et un poids du foie plus
élevés. Toutefois I’énergie investie par le métabolisme général des femelles favorise
possiblement la maturation des ceufs sur le métabolisme des rétinoides. De plus,
comme une étude sur Xenopus laevis I’a démontré (Blumberg e/ al., 1992), les ceufs
de grenouilles expriment certains isomeres des récepteurs RAR. Une partie de I’AR
endogene pourrait donc étre sollicitée dans le processus de maturation des ceufs. [l
pourrait donc étre pertinent, dans une prochaine étude, de doser les niveaux d’AR
dans les ceufs de ouaouarons. Bien que la synthése des protéines totales soit
augmentée, la production spécifique de CYP n’en est probablement pas favorisée, ce
qui peut expliquer la réponse catabolique sur I’AR plus faible chez les femelles
comparativement aux males. Une capture de ouaouarons (méles et femelles) en
dehors de la période de reproduction pourrait nous aider a valider cette hypothése, de
méme que la mesure de I’ARNm des CYP450, plus spécifiquement du CYP26, de
fagon a quantifier la proportion de I’induction influengant réellement I’activité

catabolique.
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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, ¢’est donc pourquoi les données ont €té 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 a [’un des sites témoins. Cette observation rejoint les résultats d’une
étude récemment publi¢e sur les mémes populations de ouaouarons, mais pour des
années d’échantillonnage antérieures (Spear et al., 2009) et suggere un déficit de
croissance chez les animaux exposés a une forte contamination agricole. Les analyses
de corrélations ont démontré une relation négative entre la LMC et lactivité
d’oxydation chez les femelles pour les deux années d’échantillonnage. Encore une
fois, le stade de maturité des grenouilles pourrait expliquer ce phénomene. En effet,
en supposant que les femelles de plus petites tailles étaient immatures pour la plupart,
postulat vérifié par la présence d’ceufs ou d’organes reproducteurs bien développés, il
n’est pas surprenant d’observer un métabolisme accentué de I’AR chez ces animaux
en développement. De plus, comme mentionné plus haut, I’utilisation probable de
AR pour la conception des ceufs pourrait expliquer une moindre importance de

I"activité catabolique chez les femelles matures.

Lorsque comparées entre les sites, les moyennes de ’oxydation de I’AR pour les
males et les femelles tendaient & augmenter avec la contamination agricole, sauf en ce
qui concerne les males en 2007. Comme démontré grace aux inhibiteurs testés, la
réaction catabolique sur I’AR dépend de I’action des cytochromes P450 sur la

molécule active.
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Plusieurs pesticides et contaminants, entre autres le méthoxychlore, le 2,3,78-
tetrachlorodibenzo-p-dioxin  (TCDD), les dibenzofuranes, le chlordane et
I’endosulfane sont déja connus pour induire la synthese de différents types de
CYP450, et ce, pour plusieurs especes en laboratoire (Hervé ef al. 2010; Casabar et
al., 2006; Lemaire ef al,, 2004; Li et Kupfer, 1998). Les résultats obtenus dans notre
étude semblent aller dans le méme sens; I’efficacité d’oxydation ayant tendance a étre
plus élevée dans le site le plus contaminé, effet trouvé chez les males et les femelles.
On peut donc soupgonner que les ouaouarons de notre étude, associés aux sites les
plus contaminés, voient leur catabolisme de I’AR augmenter par le biais d’une
induction de cytochromes P450. De plus, étant capable d’activer les récepteurs
nucléaires RAR, le métabolite 4-oxo-AR contribue au déséquilibre li¢ a la
signalisation cellulaire (Pijnappel ef 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 I’AR. Le bilan des ventes de pesticides au Québec
en 2006 des ventes de plus de 50 000 kg d’ingrédients actifs en 2006, ce qui place les
fongicides au 2° 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 I’action
inductrice des autres types de pesticides pourraient donc donner lieu a des effets
potentiellement néfastes sur le développement embryonnaire des organismes dans

I’environnement.

La faible oxydation de I’AR chez les males en 2007 au site PB, malgré un poids du
foie significativement plus élevé a ce site, pourrait étre expliqué par de plus fortes
concentrations en fertilisants (nitrates, nitrites et phosphore) que dans les autres sites
(Spear ef al., 2009). La présence des fertilisants, comme les oxydes nitriques, suffit a
induire la synthése des CYP dans le foie pour inactiver les substances toxiques et
ainsi expliquer I’augmentation du poids du foie. Toutefois, I’action de ces CYP

pourrait aussi €tre inhibée par ces mémes substances.
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En effet, il semble que les formes oxydées des nitrites et nitrates possédent une
grande affinité pour I’héme ferrique présente au cceur des enzymes du CYP450. En
s’y liant, les oxydes nitriques provoqueratent I’inhibition de I'activité de ces enzymes

(Henry et al., 1991; Khatsenko et Kikkawa, 1997).

Notre €tude montre que I’oxydation de I’AR semble moins efficace chez les femelles
que chez les males, probablement dii au fait que 1’échantillonnage a eu lieu durant la
période de reproduction et que le métabolisme général des femelles est fortement
sollicité¢ pour la maturation des ceufs. Dans I’ensemble, la croissance des animaux
semble étre altérée dans les sites les plus contaminés, ce qui rejoint les résultats
antérieurs concernant les mémes populations de grenouilles. Aussi, autant chez les
males que chez les femelles, I’activité catabolique tend a augmenter avec I’exposition
aux contaminants agricoles, situation qui, a plus ou moins long terme, pourrait nuire a

la santé des ouaouarons du secteur de la Yamaska.
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Tableau 2.I. Longueur museau-cloaque (cm) mesurée sur les ouaouarons
¢chantillonnés dans le bassin de la riviere Yamaska en 2007 et 2008.

Sites 2007 2008
LB 12,68+0,59° 13,63+0,77°
DS 12,09+1,53° 12,79+1,03%
PB 14,17+1,72° 13,00+1,00%°
FA 12,90+1,17° 13,17+1,34%
CH 12,66+0,95° 11,69 +£0,52°
RN 11,91+1,24° 12,50%1,97°

Les moyennes ont ét¢ comparées au moyen d’une analyse de variance a un critére de
classification (ANOVA) suivi d’un test de comparaison multiple (Tukey), p<0,05.
Pour une méme année, les sites possédant des lettres différentes sont considéres
statistiquement différents.
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Figure 2.1. Mesure de I’activité d’oxydation de I’AR dans les microsomes hépatiques
de ouaouarons échantillonnés dans la riviere Yamaska. A) Effet de deux substrats sur
activité enzymatique. B) Concentration de protéines. C) Temps d’incubation.
Paramétres cinétiques: D) Effet de la concentration du 13-cis-AR sur I’activité; E)
Transformation Lineweaver-Burk. F) Effet de deux inhibiteurs sur [’activité
enzymatique.
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Figure 2.2. Catabolisme de I’AR testé a partir de microsomes hépatiques des
ouaouarons males et femelles, échantillonnés dans le bassin de la riviére Yamaska en
2007 et 2008; comparaison entre sexes. Chaque histogramme représente la moyenne
et I’écart-type du nombre d’individus indiqué. Les moyennes ont été comparées avec
un test ¢ de Student, assumant une variance inégale. Les astérisques représentent la
comparaison entre males et femelles, alors que les losanges noirs sont pour la

comparaison entre les années 2007 et 2008. *x =p<0,01; ¢ ’=p<0,0 l.



54

A
20 1 002007 O 2008
A A A A A
: T T
= i T T T T T ﬂ
ey 1.5 - 1] B
) ’ T
S
g = ~T
o &
=2 107
< E
o B
s e’
‘:f 0,5
0 I T I

LLB DS PB CH FA RN

B Sit
2.0 - ites
=
27215 T
op &
5 '; T T
< g 1,0 -
o =
x e’
==}
<:f 0,5 -
h =12 n=11 n=7 =7
0 T T T
LB FA CH RN
Sites

Figure 2.3. Catabolisme de I’AR testé a partir de microsomes hépatiques des
ouaouarons méles et femelles, échantillonnés dans le bassin de la riviére Yamaska en
2007 et 2008; comparaison entre sites. Chaque histogramme représente la moyenne et
I’écart type de 5 a 11 individus. Les moyennes ont été comparées au moyen d’une
analyse de variance a un critére de classification (ANOVA), suivi d’un test de
comparaisons multiples (Tukey). Les sites qui partagent les mémes lettres ne sont pas
statistiquement différents. B) Femelles. Chaque histogramme représente la moyenne
et I’écart type du nombre d’individus indiqué. Les moyennes ont €té comparées avec
un test ¢ de Student, assumant une variance inégale. Les sites DB et PB ont €té 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 le bassin de la riviere Yamaska en 2007 et 2008. Chaque
histogramme représente la moyenne et I’écart type du nombre d’individus indiqué.
Les moyennes ont ét¢ comparées au moyen d’un test «/» de Student, a variances
inégales. Les astérisques représentent la comparaison entre males et femelles. * = p

<0,05.
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Figure 2.5. Poids du foie des ouaouarons méles et femelles échantillonnés dans le
bassin de la riviere Yamaska en 2007 et 2008. A) Chaque histogramme représente la
moyenne et I’écart type du nombre d’individus indiqué. Les moyennes ont été
comparées au moyen d’un test «» de Student, a variances inégales. Les astérisques
représentent la comparaison entre males et femelles. * = p<0,05, *%% = p<0,001; ¢4+
= p<0,001. B) Poids du foie des males en 2007 et 2008. Chaque histogramme
représente la moyenne et ’écart type de 5 a 11 individus. Les moyennes ont €té
comparées par un test de variance a un critere de classification (ANOVA), suivi d’un
test de comparaisons multiples (Tukey), p<0,05.



CHAPITRE III

EXPLORATION DU CATABOLISME DE L’AR SUR LE MODELE
CELLULAIRE P19.

3.1 MISE EN CONTEXTE.

Bien que des recherches in vivo sur la perturbation des rétinoides endogenes chez les
ouaouarons de la riviere Yamaska aient €t€ entreprises, on n'a, en somme, que trés
peu d'informations sur les mécanismes cellulaires impliqués dans les malformations
des membres. Un des aspects du projet visait d'ailleurs & mettre au point un bioessai
cellulaire permettant de juger du potentiel tératogene de différents contaminants
d'origine agricole et de leurs mécanismes cellulaires potentiels. Dans cette optique, le
présent travail se veut une étude exploratoire du catabolisme de I’AR sur un modéle
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 €tude. Ce modele apparait tout a
fait pertinent étant donné que ces cellules répondent de fagon naturelle et

reproductible a I’AR.

Le métabolisme de I’AR dans les cellules P19 (homogénat et microsomes) a €té
partiellement établi (Sonneveld et al, 1999). En moins de 4 a 6 heures, le
métabolisme de I’AR est déja bien entamé et ce taux de métabolisation peut étre
fortement suractivé suite a 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 I’AR dans

les cellules P19 lors du processus de différenciation neuronale (Solari et al., 2010).



58

Les cellules F9 de type EC (Embryonal Carcinoma) représentent un autre modele
cellulaire capable de métaboliser aisément I’AR et ce métabolisme a déja été établi
(Williams et Napoli, 1985). Le métabolisme oxydatif de I’AR par les cellules de type

semble étre bien conservé au cours de I’évolution des groupes taxonomiques.
EC ble étre b de I’évolution d pes t

La présente étude vise donc a reproduire et optimiser la réaction d’oxydation de I’AR
sur le modele cellulaire P19, dans I’objectif d’en faire ultérieurement un bioessai qui
servira a juger du potentiel tératogéne de différents types de contaminants. Ainsi,
I’étude des mécanismes. cellulaires sous-jacents aux malformations associées a une

perturbation des concentrations cellulaires d’AR deviendra plus aisée a étudier.
3.2 MATERIEL ET METHODES.

3.2.1 Culture cellulaire.

Les cellules P19 sont maintenues en culture monocouche dans un milieu MCP19 fait
de Milieu Essentiel Minimum de Eagle, avec modification alpha (a-MEM,
Invitrogen, Burlington, Ontario, Canada), supplémenté de sérum bovin feetal (FBS
10%: PAA Laboratories Inc., Toronto, Ontario, Canada) et d’antibiotiques
(pénicilline/streptomycine 0,5%: Invitrogen). Les cellules sont incubées a 37°C sous
une atmosphere a 5% de CO, (adapté de McBurney et al, 1982). Les cultures
confluentes sont dissociées suite a une incubation en présence d’une solution tampon
de phosphate (PBS) contenant 0,025% (p/v) de trypsine (Sigma-Aldrich) et ImM de
EDTA. A tous les 48h, les cellules sont remises en culture dans un milieu complet &

raison de 1x10° cellules/10mL de milieu.
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3.2.2 Prétraitement avec #-AR.

Le prétraitement a I’AR a été effectué selon le protocole de Sonneveld et al., (1998),
avec quelques ajustements. Huit heures avant la récolte des cultures confluentes,
10pL d’une solution-mere de #-AR (ImM dans MCP19) sont ajoutés au pétri. Les
cultures confluentes sont décollées au moyen d’une pipette avec du PBS, collectées

par centrifugation et congelées sans milieu a -80°C jusqu’a leur utilisation.

3.2.3 Microsomes cellulaires.

Pour obtenir la fraction microsomale cellulaire, les culots cellulaires provenant de 0
petris confluents sont préalablement décongelés sur glace, puis combinés. Les
cellules sont resuspendues dans environ 0,5 mL de tampon potassium phosphate
10mM (pH 7.4) contenant 0,25 M de sucrose et | mM de EDTA. La suspension passe
ensuite au bain ultra-sons a cinq reprises pendant 8 secondes. Un tampon potassium
phosphate est ajouté (2,5mL) et le mélange est soumis a une premiere centrifugation:
I5 minutes a 12 000 x g. Le surnageant subit une seconde ultracentrifugation: 60
minutes a 100 000 x g etle culot résultant, contenant la fraction microsomale, est
resuspendu dans 600uL. de 50mM de tampon potassium phosphate (pH 7.4) contenant
20% (v/v) de glycérol et ImM de EDTA avant d’étre plongé dans I’azote liquide puis
transféré dans un congélateur a -80°C jusqu’a leur utilisation. Toutes les étapes
d’extraction des microsomes sont effectuées a 4°C. Le dosage protéique a été realisé

selon la méthode de Bradford, (1976).
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3.2.4 KEssais enzymatiques et extraction des métabolites.

Les essais enzymatiques sont effectués selon le protocole légérement adapté de Han
et Choi (1996). Les microsomes cellulaires prétraités avec 1uM de /-AR sont
décongelés sur glace avant le début des analyses.

La réaction enzymatique est initiée avec [’ajout de 100puL de la suspension
microsomale (environ 300ug de protéine enzymatique selon le dosage protéique) au
milieu réactionnel préalablement incubé a 37°C: 0,IM Tris-HCI (pH 7.4), 20mM
tampon sodium phosphate (pH 7.0), SmM MgCl,, 0,15M KCI, 10% glycérol, 1,5mM
NADPH et environ 80nM (-AR, dans un volume total de 600uL. Le mélange
réactionnel est incubé pendant 60 minutes & 37°C avec un brassage continu. La
réaction est arrétée sur glace par [’ajout du mélange d’extraction, 600uL
dichlorométhane: méthanol (2:1). Suite a un vortex de 30 secondes, les solutions sont
centrifugées a 7000 x g pendant 5 minutes. La phase organique inférieure est
transférée dans un tube et évaporée durant 5 minutes, 45°C a I’évaporateur rotatif. Les
rétinoides sont conservés sous azote gazeux a -20°C jusqu’a leur dosage. Toutes les

étapes sont effectuées sous lumiere jaune pour éviter I’isomérisation des rétinoides.

3.2.5 Dosage des rétinoides.

Le dosage du métabolite #-4-0x0-AR est effectué en chromatogra‘phie liquide en
phase inverse. Les rétinoides sont resuspendus dans 100uL d’acétonitrile et amen€s a
température picce et 80ul ont été injectés dans le systtme HPLC. La méthode de
séparation et de quantification des rétinoides est la méme que celle utilisée pour le
I’oxydation de I’AR dans les microsomes hépatiques de ouaouarons (Chapitre 11).

Toutes les étapes du dosage des rétinoides sont effectuées sous lumiere jaune.
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3.3 CONCLUSIONS RELATIVES AUX EXPERIMENTATIONS.

Bien que la réaction d’oxydation de I’AR par les cellules P19 ait été partiellement
caractérisée dans les études de Sonneveld et al., (1999), un tel catabolisme n’a pu €tre
reproduit dans notre laboratoire avec succes. En effet, les métabolites produits suite
aux essais enzymatiques €taient en trés 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, |’obtention
d’une réaction stable donnant lieu a la formation d’une quantité raisonnable et

quantifiable de #-4-oxo-AR, ainsi que des suggestions pour de futures tentatives.

Le protocole utilisé pour le catabolisme de I’AR chez les cellules P19 est celui publié
par Sonneveld ef al., (1998) pour des cellules T-47D de cancer du sein, légérement
modifié de celui de Han et Choi, (1996), méthode appliquée par la suite avec succes
pour des cellules P19 par le méme laboratoire (Sonneveld ef al., 1999). Des essais ont
d’abord été tentés sans induction des CYP450 par prétraitement au substrat AR, mais
aucun métabolite n’a pu étre dosé. Lorsque les cultures étaient pré-exposées a |pM
de /-AR sur une période de 8hrs, une tres faible réponse enzymatique a pu étre
quantifi¢e au HPLC. Toutefois, la reproductibilité des résultats étant pratiquement

nulle, le protocole a dii €tre entiérement revu.

La culture cellulaire.

Les conditions entourant la culture cellulaire des cellules P19 sont bien établies
depuis dé€ja plusieurs années (McBurney ef al., 1982) et ont été récemment utilisées
avec succés par Solari er al., (2010). De fagon générale, le passage des cellules
donnait lieu a un tapis cellulaire confluant (85-100%) apres 48hrs d’incubation. Pour
éviter I’apparition de mutations dans le génome cellulaire, de nouvelles cultures
fraiches étaient utilisées a chaque 30 jours. En ce qui concerne le protocole de culture
cellulaire, aucun-changement n’a été apporté aux conditions proposées puisqu’aucun

probléme n’a été noté a ce niveau.
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Microsomes cellulaires.

La méthode utilisée pour I’extraction des microsomes, a 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 a I’obtention
d’une suspension microsomale a une concentration protéique raisonnable pour les
essais enzymatiques était treés grande. Cela suggeére que la méthode de préparation des
microsomes donne un rendement insuffisant. Un broyeur de type « Potter » a donc €t¢
testé pour comparer le rendement protéique des méthodes. Il s’est toutefois avéré que

le protocole de base €tait plus efficace que le second malgré de tres faibles résultats.

Prétraitement de Shrs a 1uM de tt-AR.

Comme suggéré par le protocole de base pour stimuler le catabolisme, les cultures
cellulaires ont ensuite €té préincub€es en présence du substrat de facon a induire la
production des protéines enzymatiques CYP450. Lors des expérimentations faites par
Sonneveld et al., (1998; 1999), des périodes de prétraitement variant de | a 24 hrs
précédant la récolte des cellules ont été testées. Les analyses en « Northern blot » ont
permit de montrer que I’expression des ARNm des CYP450 était induite apres 2hrs et
significativement plus forte aprés 4hrs, induction stable jusqu’a 24hrs de
prétraitement. Pour s’assurer une importante induction enzymatique, dans I’optique
d’obtenir des quantités raisonnables de métabolites lors des essais, une pré-incubation
de 8hrs a été sélectionnée. Aprés plusieurs tentatives, une diminution dans la
confluence (60-80%) des cultures apres 48hrs a été remarquée. La présence de #-AR
dans le milieu de culture semblait perturber la croissance et la multiplication des
cellules. Les culots cellulaires ont tout de méme été recueillis pour les analyses

enzymatiques.



63

Essais enzymatiques et dosage au HPLC.

Le protocole pour les essais enzymatiques a €t€ suivi a 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
méme études que citées précédemment, une réponse enzymatique quantifiable était
obtenue en présence de 100pg et 200ug de protéine microsomale incubées durant 30
a 45min en présence du substrat en exces (10nM #-AR). Des concentrations de
microsomes variant de 100ug a 600ug de protéines, des concentrations de #/-AR
variant de 1nM a 100nM ainsi que des temps d’incubation entre 15 et 60min ont €té
testées sans succés dans notre laboratoire. La pureté du substrat a été régulierement
vérifiée. Des doutes sont donc apparus en ce qui concerne la méthode d’extraction
des rétinoides sur le mélange réactionnel. La méthode propos€e 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 rétinotdes au HPL.C, bien que différente de celle proposé par
Sonnveld ez al., (1998; 1999), a été validée dans plusieurs publications antérieures et
n’a donc pas été modifiée (Boyer e al., 2000; Doyon ef al., 1999; Gilbert et al., 1995;
Leo et al., 1984). Malgré tout, les quantités de métabolites dosées au HPLC étaient

toujours trés faibles.

Perspectives a vérifier pour de futures tentatives.

L’optimisation d’un bioessai cellulaire pour I’étude du catabolisme de I’AR étant un
projet parallele a celui de I’oxydation de ’AR chez le ouaouaron de la riviére
Yamaska, les efforts dans ce sens ont dus étre ralentis. Toutefois, aprés une longue
période de réflexion et de lecture, certaines options se sont révélées. Dans I’optique

du laboratoire a retenter |’expérience, quelques avenues devraient étre explorées.
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Dans un premier temps, puisque le prétraitement des cultures cellulaires a TuM d’AR
semblait affecter la prolifération normale des cellules, il y aurait peut-€tre lieu de
tester différents temps d’exposition. Dans le protocole d’origine on notait une
induction significative du catabolisme de I’AR apres seulement 4hrs de prétraitement.
En diminuant le temps d’exposition des cellules a la molécule active qu’est I’AR,
peut-Etre obtiendra-t-on une confluence a 48hrs plus prés de ce qu’on obtenait sans
prétraitement. Malgré le faible pourcentage de confluence des cellules prétraitées, les
culots cellulaires ont tout de méme 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 I’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 tres 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 étre envisagée.
Dans cette optique, I’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 [’homogénat cellulaire, évitant des étapes
potentiellement perturbantes comme I’ultracentrifugation de 60min. Enfin, il serait de
mise de vérifier ’efficacité du tampon de congélation des suspensions microsomales
a conserver |”intégrité des protéines enzymatiques a court, moyen et long terme, ou, si
possible, de procéder aux essais enzymatiques sur des microsomes fraichement
préparés. L’utilisation du modele cellulaire P19 pour I’é¢tude du métabolisme des
I’AR reste malgré tout une avenue trés intéressante a 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 tératogéne associée a I’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 especes a amené plusieurs chercheurs a investiguer les causes probables de
ce déclin. L augmentation de I’incidence des cas de grenouilles difformes en milieu
agricole a orienté les recherches vers de probables effets tératogenes des pesticides et

fertilisants utilisés en agriculture.

Les travaux présentés dans ce document ont été entrepris pour explorer les
mécanismes sous-jacents a I’apparition de malformations chez les amphibiens. Les
recherches présentées, que ce soit concernant I’effet des pesticides et fertilisants
agricoles sur ’efficacité d’oxydation de I’AR en métabolites polaires ou I’exploration
de cette méme réaction enzymatique sur un modele cellulaire, représentent une
contribution considérable en ce qui a trait a I’étiologie des malformations associée au
métabolisme de I’AR. De plus, de nouvelles connaissances sur le métabolisme des

rétinoides chez le ouaouaron ont pu étre apportées.

Les résultats présentés dans la premiere série d’expérimentations (Chapitre [I) 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 ’hypothese que I’activité des enzymes responsables
de I'inactivation de I’AR en métabolites polaires soit affectée par la présence de
pesticides et fertilisants agricoles, 1’efficacit¢ du catabolisme de I’AR par les
microsomes hépatiques de ouaouaron a été comparée selon un gradient d’exposition
des grenouilles a la contamination agricole. Le travail effectué¢ a d’abord permis de
mettre au point un protocole pour doser les différents métabolites formés suite a

I’oxydation de I’AR.
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Une caractérisation partielle a permis, pour la premiére fois, de mettre en €vidence
des valeurs de Ky, et Via ainsi que Pexistence d’un substrat préférentiel, le 13-cis-
AR, relatifs a I’activité enzymatique. De plus, deux inhibiteurs non spécifiques des
CYP450 ont été testés avec succes, démontrant I’implication de ces enzymes dans le
catabolisme de I’AR. Lors de I’étude comparative, des résultats concernant les
femelles sont parus pour la premiere fois. Comme [’hypothese le suggérait, il a été
observé que les moyennes pour la réaction catabolique, le poids du foie ainsi que la
concentration en protéines des suspensions microsomales chez les femelles était
significativement plus élevées que chez les males, un phénoméne probablement di a
la cofncidence entre le moment de ’échantillonnage et celui de la fabrication des
ceufs chez les femelles. De fagon générale, les grenouilles associées aux sites les plus
contaminés ont démontré une augmentation de I’activité¢ d’oxydation, et ce, chez les
deux sexes. Pour I’ensemble des ouaouarons capturés, la longueur museau-cloaque
semblait diminuer selon le gradient d’activité agricole, suggérant possiblement des
problemes au niveau de la croissance des animaux. Ces résultats suggerent donc un
potentiel perturbateur de la contamination agricole sur I’homéostasie de I’AR, une
situation potentiellement tératogéne lorsque vécue au moment du développement

embryonnaire.

La seconde partie de ce projet (Chapitre II1) se voulait une étude exploratoire du
catabolisme de I’AR sur les cellules P19 dans I’objectif de leur utilisation future
comme bioessai pour tester le potentiel tératogéne de contaminants ciblés. Bien que la
réaction d’oxydation de I’AR n’ait pu étre reproduite, comme prévu, de fagon stable
dans notre laboratoire, I’expérimentation aura apporté plusieurs suggestions pour de
prochaines tentatives. A partir d’un protocole établi et publié, certaines modifications
ont ¢té tentées. Différentes concentrations en protéines microsomales et en substrat
ont €té testées en vain. Plusieurs méthodes d’extraction pour les rétinoides ont aussi
cté tentées. Le protocole pour la culture des cellules P19 ne semblait pas étre la

source des problemes rencontrés.
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Toutefois, la quantité de matériel cellulaire nécessaire a [’obtention d’une
concentration en protéines microsomales adéquate pour les essais s’est avérée
exagérément grande pour le faible rendement enzymatique obtenu. A 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 a partir des culots
cellulaires récoltés. Dans un autre ordre d’idée, il serait conseillé de tenter
I’expérience sur des homogénats cellulaires plutdt que sur la fraction microsomale
des cellules, de fagon a éviter des étapes potentiellement perturbantes pour I’intégrité
des protéines enzymatiques, comme I’est 'ultracentrifugation différentielle. Malgré
I’échec de la reproductibilité et de I’optimisation de la méthode dans notre
laboratoire, il n’en reste pas moins que I'utilisation des cellules P19 comme modéle
cellulaire a I’étude des mécanismes impliqués dans I’émergence des malformations
associée aux concentrations cellulaires effectives d’AR représente une avenue

prometteuse.

Cette premicre ¢tude de I’efficacité catabolique des CYP450 sur I’AR chez les
ouaouarons, ainsi que I’effet de la contamination agricole sur celle-ci, ne représente
qu’une infime partie des nombreux mécanismes possiblement impliqués dans la
tératogénie de I’AR. Plusieurs enzymes, sous différents isomeres, catalysant la
transformation de plusieurs types et formes de substrats, sont impliquées dans le
métabolisme des rétinoides. La présente €étude a permis de mieux cerner I'un de ces
mécanismes tout en proposant une alternative in vitro a I’obtention de réponses plus

complétes en ce qui a trait aux facteurs liés au déclin des amphibiens.
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ANNEXE 1
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Figure A-1. Exemple de chromatogramme suite a I’injection du produit de I’essai
enzymatique au HPLC (Waters).
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ANNEXE 3

Tableau A-1V. Effectifs de capture pour 2007 et 2008.
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2007 2008
Sites Males Femelles Males Femelles
Lac Boivin 6 6 6 6
Del?orah g 3 9 3
Stairs
Pot-au-Beurre 11 1 10 2
Yamaska 5 5 6 6
(Farnham)
Rese.r\ff)lr 6 6 i |
Choiniére
Riviére Noire 7 4 9 3
Total-sexe 43 25 51 21
Total-année 68 72
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ARTICLE INFOG ABSTRACT

clar iz oy Reunoivds have been exrensively stuched in ards, Ash and manumnals wehcre then nabalanees are assnciated
-L""'fj 27 May 2003 wWith adverse elfecs un crowth and reproduction along wich decreased emboyo sutrvival and determities.
ceved nrevis o0 11 Hovember 2 - . . 5 T G o
Rece] nrevisedtorm 11 November 2003 Grganochlorine compounds may atter the retnoid system but Iirtle is Knowon about the effects of agricul-
Acceptad 11 November 2008 ~ ) = . i vl ] . i
twal contaminants on their mecahohsm [ the Yamaska Riser prajedct the retmnid swsceman bullirogs
is montured o investigate the passible impact of agricoloural contanmnants un retined iomeostasis
Retinowds were measured in liver and plasma ¢ male hulllrogs caliected tom six locations subject

Revmonds

Frog Q i 2 .

fetinoids increasing agricultural acuwvity in che Yamaska River watershed. Bultfrows Tiving o medium anid high
REH agricultural activity areas demonstrated lowe r hepatic rednyl palmitate and higher hepatic retinal levels
LRAT when compared o trogs assaciated with low contanunates) sites Changes mhe concentratinn aF hepatic

Agricultural contarminants

1. Introduction

Around theworld, frogs have experienced population ana diver-
sity dechines. Aamong the several facters passibly involved, the
loss of halutat and the contamination of water are regularly cited
iHoulahanertal., 2000 Crump. 2001 Inasricultural areas, marshes
andd ponks have been drained and the remainimg warer bodies are
exposed rtaresidaes of agricultural practices such as nutrients, Imer-
als and pesticides whurh have been suspecred m adversely influsnce
frogs populationsi Perter et al., 1999 Davidsciieral.. 2002: Sullivan
andl Spence, 2003 ; Camargn et al, 2005).

To explore the healch status ef the frogs iving o agricul-
tural ecosvstems, 3 mator study began in 2003 in the Yamaska
River basin, Québec. Thus ficst campaign. using the butlfrag as the

7 DROH. all-zzas-3.4-didehwdroretingd; RALDH,
thine.tetingl acylwransters REH. retinyl estz)
3 RA, retineic aad, RP. retinyl palmitate; REF, retinol-binding protein; TTR,
ransthyreting

4 Correspanding authar at TOXEN Research Centre, University of Québec at Maon-
weal, Case Postal2 8888, Succursale Centre-Ville, Montréal, Guebec. Canada H3C 308
Tl +1 S14987 3 Sofax: +1 514 987 4347
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esters cauld be related  an altered activity of REH or LRAT, ¢nzs
yais of vetio] palmitate and the estenficauen of vetinal A partal charactenzatien and the anal
Liver nmucresomial REH and LRAT shesved sigmficanty higher hydr
nes i highly contaminared sires. Enzymaric
Dy plasma retnal, Bullfregs Freny the most contamimated sices she
should increase cancern for f1ogs living wy itensive dgrcultural areas

mes respectively linked te et

olysis and lower esternfication activi-
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talget species, revealed that ody weight and retmads Thepatic
and plasmancy were altered by factors associamd with inten-
syve agriculoural activitues {Body et al. 28050 Béruhé et al. 2605).
The terny retmoid” refers w a group of endogencus o synchec
maolecutes structurally similay te retmaolivicamio AL Recoosds have
been extensively studied m birds, fish and mammals whe
mbalances were associated with growrh inhduoen, d
embrys swvival and deformities along with numeraus other e
on reproduction (Blomhoff et al.. 1991 Rolland, QUL Bl et
al.. 20045 In Narth Amercca, lugh numbers of deformed frogs
have been reparted in agrculrural aeas (Oueller @t al., 1997
Cardmer et al., 20033 Possible causes of these defornuties ae
reminescent of thase produced in expearnments with animals that
alter the retnaicd signalling pathway. [t is rherefue relevanc
t investigate whether agricultural contaminances atfecr rerinoid
hameostasis

The main tagget of research i this paper is retmorl matabkairsm
i the liver, The epatic stock of retineidsis of prime impaorctance for
thewild frog. The liver s imvolved in the uptake and the metabaliam
ol biatogicalty acave’ vicamin A molecales, theiy concentatan in
plasma and thew delivery to extiahiepatic tissues, The concentra-
ton of rennoids i the liver may be inflaenced by the nutritinmal
status and the age of the ammial, bur numerows: stadies conduced
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Fig. 1. Basic vertebrate retineid metabolism,

in the wild angl in the laberatoecy have reported thar reunoids are
also affected by organochlornne compoands such as polyeyehc and
polyhalogenated aromandc hydrocarbons iSpear and Bourbonnais,
20005, These efferts could be the consequence of indirect alter-
ation of enzyme activites closely related o retinowd metabohsm
i Fig. 11 Two enzymes play a fundamental rele in building up and
metabolising the hepatic stock: the retinyl ester hydratase yREH)
and the lecithime retimyl acy) transferase (LRAT). The REH hydrolyses
the estentied retinoids to retinol which s then bound tw a specific
protein, retinol-binding proteimn i RBPYand dehvered o celis and tis-
sues via the circulatory systent. Because a large amannt of ratinel
may exertcyrotoxic effects. the retinalin excess s esten fied by LRAT
and stored in different organs, predominantly the liver, In labora-
wry experiments conducted with rars. ish or yollk sac membranes
of the Japanese quail, REH ar LRAT activity proved ta e sensifive
to organcchlorine exposure (Nisson er al, 1996 Ndavibagira and
Spear. 1999 Boly et al, 20034,bj. The hydrolvsis—escerificanon bal-
ance was examined in many argans and for several species i arder
to lead o a Letter understanding of the complex and highty regu-
lated retinoid system. So tar, the potential effects of non-persistent
agticuitural centaminants wn retinaid metabolism have not been
mvestigared despite the tact that pescicides are widely use«d and
chat exposure 1s not hmited to spray drift; foed chain and water
contaminarion also contrbute (o tatal exposure. Qur previous study
canducted in 2003 1 the Yamaska River basin showed altered hep-
atic retinsids velated to a gradient of agricultural contamination
(Boily et al., 2005}, The present paper ivolves field collections in
2004 inwhich the study oF hepalic and plasmarennmds s exrend e
te include factars thatinfluence sorage and metabelism: REH and
LRAT enzymartic activities.

2. Materials and methaodls
z.0. Chemicals

Retinods  jall-zans-retinol  and  all-frans-setinyl - palini-
tate without BHT) Toton X-100. burylated hydroxymluene
{BHT). r-c-dipalmitoylphosphatidyicholine  (DPPCY. Tris{2-
carbexyethytlphosphine hydrochleride (TCEPt and fatey acid-free
bovine serum athumin iBSAY were purchased from Sigma Chenvieal
Ca. (St Lows, MO, USAL 3-[(3-Cholamidopropylidimethyl-
amnionioj-1-propane sulfonate zwatterionic CHAPS jweas obtaned
from Boeliringer Mannheim Co. HPLC-arade solvents were from
Fisher Scientific «Montréal, Québed).

S loxaomong

77

L2008 -f 25 e
2.2, Study area

Samples ware collected during the summer of jJune and July.
2004, in six tocations within the Yamaska River basin (Bérubé et
al.. 2085; Speal et alin press). These sites were selected according
to their agricultural acuvity and the contaminativn of the sub-
warershed (Primeau et al., 19427 The two sifes assaciacedhanth low
agricultural activity (0= 1975 of land surface used for crop farming.
were Deborah Stairs (DS) and Yamaska-Neord (YN The Rividre-
Pot-au-Bearce (B and Yamaska River (YA were sites ¢lassed as
mechum @ 20-59% of land surface used tor <rop arming’ while Riv-
vere Nowe (RNG and Riwviére a-la-Barbue iRB ). veith mare than 80
of thewr land under ¢orn cultivaoon and extensive g producting,
were representanve af hugh agricultural activiry,

2.3, Caprure of the frogs and fiver samphing

Bullfrogs were captured as described previously for the 2003
sampling {Botly vt al, 2005; Spear et aloan pressy. Briefly. the
bloed sample was obtained frem each freg via the remuaral arcery
under anesthesia. with the bicod volume collected determined as
7.0 mlikg body mass, Frogs were then euthanized by cervical sev-
erance, The liver was guickly removed, weizhed, fiozen in liguid
nitrogen and stored at =80 -C unbil analysis.

2.4, Proparanon o ;miciosenes

Micrasomes were prepared using 0.5 g of liver tussue honmoge-
nized m 2 ml Tris-KCI buffer (6,15 M KCL 50 M Tris-HCL, pH 7.4)
The homogenare was centifuged at 10006 . o for 2000 and the
SUPSrNATING was centrruged at 102000 « ¢ for 3G nun. The pellets
were resuspended in 180l of butfer (0.25 M sucrase. 6,15 M KCL
SO MM Tris, pH 7.0) for the REH and LRAT assays. Qnce proparad.
the microsonies were trozen in liguid nitrogen and storad at =86 -C.
All the steps of microsome prepacation were performed at 0-4 C.
Protein concentration was determined according to the methad of
Lowry er al. (1951 Tusing a bovine serum albumin as standard.

2.5 REH assivs

Analyses of REH and LRAT were candhucted undere yellave mcan-
descent ipht to preventisomernzation wt retinads, A steck solution
of L.oMM retinyl palmitate fwithout BHT) i hexane, was kept ar
~207C. Each raacton tube (12 ml screwy op borosilicate) received
S0 of the retinyl palmitare steck salution, The hexane was then
evaporated o dryness ar 45 ¢ under a gentle tlow of nitrogen
@as. This procedure ensured a precise amount ol subserate in each
tube and circanwented prablems ef selventinreractions and cetinyl
palmitate insolubility. The stock seluticn was checked regularly far
purity and the volume placed in the reaction tubes adjusted accord-
ingly. Retunyl palmitate substrarewas then disper sed in the reacoum
medium {Q.25% Triten X-100, SOmM Tris, 015 M KCL pH 7.0 The
tubes were vortexed for 35 and the reaction veas imtiated with a
60 Ll ahquaot of the microsomal preparaticn (approximately eguv-
atent ra 185 g of protain’ resulOing i a total incubaton velumeae of
250 ) This reacrtion was mamtaned ar 27 Cowith constant shak-
ing. for 20 nun, then terminared by adding 0.5 mlice-cold ethanol.
Forchacactenization of the enzyme. all incubations were performed
in five replicates fi.e, from fAve different pools yand the astivity was
expressed [unless otherwise notedjin nmoele of hydrolysed retinal
formed per hour for LOmg of proten,

Retinel was extracred using 1.2 ml hexane-BHT{O.01%). after
centrifugatian, 1O ml was evaporated e dryness and resuspended
n 200 1wl MeH contaiming 0.01% BHT far analysis by HPLC by
injecring 60 pd. Endegenous retinel in Microsames was approxi-
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martely 1.0% of the tetal retinol and <hd not increase i blanlk rubes
incabated without substrate. In the absence of microsomes, a slight
retinol pealk was detected {presumalbly an impurity n the retinyl
palmitate substrate) and this hackgraund was systematically cor-
rected for, The vacalnlicy of the assay, measured w1 aliquotes of
the same poal of microsomes on different days was found o be
7% (coefficient of vaciation) indicating chat the assay was highty
reproducible.

2.6 LRAT assavs

A stock solution of DPPC {250 LM 1 was prepaced in &1 M Tris
bufferwith BSA (2.5%)and adjusted to pH 7.0, This mixture was son-
icatedt on ice for 45 min and preserved in aliquots at —80-C, A stocl
solution of all-frans-retuno) was prepared in MeCH (0.1 mg/mlj
and Kkept at =20 'C. Before the LRAT assay, 0.1 m) of this solution
was evaporated o dryness under nitrogen gas and resuspended
m o 1soul D - A Sl aliguot of retinal 1 ODMSO {equivalent
0 SpPM of ROH in the final assay) was added to sopd of DPPC
stock solution in BSA. thawed, then vertexed for [, The mix-
ture was vortexed again with 170 of 0.1 M Tris-HCl buffer, pH
7.0, for 1 min and pre-mcubated ar 27+~C for t¢min, The reac-
non was starred by adding a 25 ).l microsome aliguot {(previously
thawed and pre-incubared wath 2mM of TCEP for 10 min at raom
temperaturel. All tubes wece then vortexed for fTmin and incu-
bated 1 a shaking water hath (27+C5 for 20nun. The feaction
was stopped with 2,5 ml ice-cold EtdH followed Dy vortexing oo
1 min. Next, 100 il distlled water was added and the tubes voir-
texed far 30, Retiny] palinitate was extracred nwjce using 2 ml of
hexane-BHT. A fraction of the combined orgamc phase i 1.0 ml) was
evaporated ta dryness before resuspension in 200 0! MeOH coti-
taning 0.01% BHT tor analysis by HPLC by mjecting 60l Blank
incubanans without retinol were used to carrect for endogenous
retmyl patmitace. Assays were performed in 5 replicates (othervrise
noted).

27 Age of frog

Based an the skeletochrenological aging techniques of Leclair et
al. {2000.2005), appropriate bane samples were collected from the
mate Bullivogs. The phatanges 121rd of the 4th hind foot digity and
femiurs collected were partially decalcified, processed o produce
shdes and stamed with Ehrlich’s hematoxyhin to identify the ines of
arrested growrh (LAG L. Thistechmque permitred aging based on the
namberof LAGS, changeswhich occur asaresult of the annuatcycle.
Even though this particular techmque has notbeen used previously
on bultfrogs, ithas beenvahdated in this speciesiSpearetal., 2009).

2.8 Rernoud analyses

The extraction procedure tor retinoid analyses was modified
fram that of Spear and Moan (19864 Brietly. 0.2 2 of bullfrog liver
was dehydrated by grinding wach 2g of anhvdrous sodium sul-
phats INaxSO40 Extraction was achieved by adding 5ml! hexane
and mixing far 10 NN, After centrifuzatinn (2 NN at 2000 x g) a
500t aliguot was evaparated o deyness at 45°C ander a gen-
te stream of nitrogen gas. The exoract was redissolved in 200l
acetonitrile and S0 was injected into the HPLC. All retinaid anal-
vses were conducted under yetlow incandescent lights 1o prevent
iscmerization.

Hepatic cetinaids were separated and detectec using HPLC as
described in Bady ec al. 120053 The peaks for retinet and reciny)
palmitate were lentified by conipanng wirth authentic commercial
standads. Qleate andd palmitate esrers coeluted under these HPLC
conditions and were quantified ragether as the palmitate esters.
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The peaks for cetinyl lauvate, myristate, ineleate, and stearate were
idennified by standacds synthesized in our laboratry and quanti-
fled using the standard curve far retinyl palnitace corrected o
maolecular weight. The sum of concentiattons of the mchvidual
retnwl esters. expressed i nmsles pee gram (nmaling 18 reterred
(G dx (oAl ester’ concentration or sverall retineid strage. Blood
retinoids were detected according to Bérubé et al. 72005

Retineid exuracts [rom hepatic enzyme activities weére njected
into a revevse-phase HPLC system consisted of a Millemum puo-
gram loaded cate a Pentium (1 computer, a miodel S0 pamp. a
model 486 absarbance detector et at 325 nm and a muodel 7725¢
L Rheodyne) injecton. Reunol formed from the retinyl palnntate sub-
stiate (REH) was separated on an fneresed Q18 analyudal column
using giadient 2fution wach selvent A (97% MMeOH, 3% water) and
solvent B {592 MeOH, 35% THF. 3% water). The gyadient program
with a flow rate of T mimin=! was: 1004 A for S min, falloveed by
A hiedr 2-min gradient ro 100% B, chon isocrane 1007% B for & min.
AT 12 nun, a linear gradient returned the melnle phase o 1007 A
over a 2-min peliod and isocratic 1007 A was maintained for an
additional 3 min. Under these conditions, the reenuan Uime for
retinel was 4.2 mun. This method ensured the elution of the sub-
strate rennyl palmitate (13.6 nund with each iyection, praventing
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Fig. 2. Retnoid concentrations in the livec af bullfrogs from Yamaska Riverbasin./a
Retinyl palimitace cather esters 7. Univariate analysis ot vaciance, Tukey ¢ = 0035,
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KMzan and (S.D.) of plasma retinaids in bullfrogs fram the Yamaska River basin, 2004, Yalues with the samez lecter within a calumn are nat significancy dilVersnc (ps Q0S5

Sites Retine] (pLgfmli

DROH ¢rgimli 1 301 —d~ox0-RA {ng!ml}

Debworah Stairs {DS)
Yamaska-Nord (¥M)
Pot-au-Beurie (FB1
Yamaska(YA)

Rividre Noire (R
Riviere 4 1a Barbue (RB)

19.6 (1.6 n=156
173008 R =16
178015 n=14
772V =15

774

34 ii s
3071 (3391 .= 16
157012950 =)
1475 {135, = 10

085i0.09F . 1n=15

p= 0t

its accumulation in the analytcal column, Retiny! pahnitate result-
ing from the LRAT activity was detected using isacranc condstions,
The mabile phase was 59% MeOH, 38% THF and 2% water, witl a
flow rate of Imlmin='. Retinyl palnutate product was deteceed at
5.60n.

2.8 Smosncal anatysis

Mean values for bady mass, liver weight. iver retinowd congan-
rrations. REH and LRAT acrivities were compared between sites
using a pne-way analysis of variance. When the moda) was sigmib-
want, multiple comparisons were conducred using the Tukey test.
When the assumption of nermality appeaced suspect, and no trans-
fermanon of the data was effective to efsure normal distriburtion,
non-paramerric rests were apphed for comparing groups based on
chi-square approximanon of the Kruskall-Wallis test. Spearnian
rorrelation matrix was rested on cambined data frem the low inten-
sity sites{DS. YNy and another correlation martrix tested on the data
from macerate and high intensity sites (PB, YA, RNLRE L. In the case
that the same vanables were correlated in the two matnces. the
relatienship was conswlered not o be influenced by agricolturat
activity, Stanstical analyses ware performed using SPSS® sofrware
1 SPSS Inc., Chicago. IL. LISATL

3. Resulrs
3.0 Hepanc and plasma retinoid (evels

in the hver, the major torm of esterified retinoids was cetinyl
patmitate which accaunted for S0% of rotal osters (Fig. 2ZA) The
retinyl palmitate concentiation tended to be hugher for sites assao-
clated vath tow sgricultural activities { Fsgs = 29.96, p < 0.001). The
low contamination sites, DS and YN had sizmficantly highev val-
ues than PB site imediuniysnd RB L high). The lowest concentration
found at PB was significantly different from aft athey sites, Retinol

Table 2

concentratons were also significanty different among sites as
the YA. RN and RB sites showed higher valuss compared t DS
and PB lovations iFg gg = 7.69. p < 0.0017  Fig. 2B% When the malar
rate of retinyl palmutare to retinel swas axamined. alf medium
and high sites demonstrated lowvier values campared 1o Jow sites
(chi-seuare = 46.02, p < G001 (Fie. 2C0 When sites were grouped
according to their contaminaton burden isee Secnon 24 retinyl
palmitate cairelated positively with hepatic retmobm bath groups
(oroup Le=057 p=0.002 =27 2roup L r=064, p=00011=561,
 group H only, rennyl palnutate carelated posinvely with ag
(r=044.p=0.001, n=551nd hepatic reunal was negativelv col
lated with hiver weight (1 = —0.27, p=0.003, n= G621

Plasma retmaid datar Table 1 show the magor forms of vitamm
A-rettmol, DROH and one metabolite, 13-01s-4-0xa-RA. CGinly the RB
site showed a stanstical tendency to have a lawer reunol than the
DS sita (Tukey p=0.08) All-frans-3 4-didehydroretinol was tound
in every sampte but only in low concentrations, Neverctheless, sig-
nificant ditferences were revealed between sites, the Jowest value
assaciated with bullfrogs livmg i the reference site. When the 13-
C15-4-0%0-RA metabolite was compared between sites, only YA and
RB were stausticaliy different from the pesticicde-free site, DS and

from the meditnm conraminared site, PBiFg75=4.62, p<0.01).
While no correlation impheating retinol was found within
the low contaminatad group, a shaht negative velanionstup

was observed Detween plasma retinol and hepatic mtingl n
the medium-high contaminated group (1 = —0.37. p< 002, n=57
{Table 23 In both groups (low and medium-high’. DROH was pes-
itvely cerrelated with retinyl palmitate and hepatc retinaf bur
negatively conelated with hiver weight and positively corvelated
with plasma retinol in the medium-high contamination group.

3.2 REH and LRAT acniaties

The retinyl ester hydrolase was monre active m pH conditions
berween 7.0 and 9.0 reaching a maximum at 7.0 (Fig. 345 The

Frog mass, age, hepanc reinaids, and plasmartic retineids »ariables: correlations and descriptive statistics Upper right = low contaminacion: DS and YN Dawr eft= mediuen

and high contaminaaon: PB, YA, RN and RB.

Variables 1 2 3 4 5 [ 7 3 < 10 1
) Frog rnass - a67 30 31 28 19 —.03 RE] 02 RE] 59
2.Age 54 - 04 15 28 .21 22 4% - 08 23
3. Liver waight 617 19 - —.16 -3 -3 —-24 -.36 32 o7
4. Ratinyl patmitate 30 447 - 7™ 557 -.21 .05 -22 25
5. Hepatic retinal e ar 547 - 337 6 537 -.07 08
8. Hepatic DROH -10 o5 a7 - .20 417 -26 Q7
7.REH —14 08 B5YT 587 - 23 A2 54
S, LRaT —-12 19 .47 637 27 - a9 13
2. Plasma retinol 3 —az -21 -.37 -47 —.68" - .51
19 Plasima DROH -9 10 45" (W 58" 637 -307 - 07
11 12205 4-axo-RA —12 23 14 .02 A2 27 o8 -1 -~
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hydrolysis of all-traris retinyl palinntare as a function of incubation
time i3 shown in Biz, 3B, The 90-nun incubation was selected as
being in the lingar poroon of the curve and showing the small-
est coefficient of varation, A relatively large range of protem
{45-300 pg ) was used e increased the REH activity and the lower
concentranons showed a migher coefficient of variation (Fig. 3¢).
Although a higher yate of hydralysis was abserved with largest
amaunt of proteins, a 60 pd of wncresomal suspension (=185 11g
prateing was routinely used for all assays. The effect of incr2as-
ing concentranon of all-trans retinyl palmitate on REH acovity 1s
depicted in Fig. 3D. For a substrate concentration of 200 UM, a
plateau was not reachad. Higher concentrations lead to reduced
hydrolysis activity and maximized coetficient of varianion (dats not
shown) Based on optimuim pH, time and protein se¢ condinions, an
Apparent iy of 57.9 phwas found and a Ve 0f0.35 nmel of retinol
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. 3. Assay conditions for measuring REH xctivity, Bullfrog livar microsomes wers incubated ar 27 - C. final volume 250 11l Effectof f A) pH. B incubation time, 11 pratein
ancentration, and (D) retinyl palrmitate concencration on REH activity. Kinetic paramaters i Lineweaver-Burk plat), inse¢ D.

formed; g protein/h was deterpuned Jinset. B, 300 REH activity
was notstimulated by the bile salt analogue CHAPS cancentrations
from SO MM o 15O mM reduced the race of hydiclysis from 20% o
S7% (data not shown.

LRAT activity was alse higher i alkaling mcabation conditioms
as shown an Fig. 4A. The ume-dependent esterification acriviry
mereased mare or less hinearly for 20-mm incubanen period. Atter
this ime. the sctivity tended todecrease asdepicted in Fia 4B, A20-
o ncubation was selecced far all LRAT assavs, The escenfication
acovity incredsedin alinearfashion by anincreasing aimaunt ot pro-
teins (Fig. 40 WIITh 10 il of all-trans-retinal as substrate. the LRAT
activity demonsorated tvpical Michaelis-Renton kinetcs (Fig. 4D
AN apparent Ko, of 1.79 pM and a maximum velocitv of 114 ol of
retinyl pabmitate were values denved from Lineweaver-Burke plot
{1nset. Fig. 4D
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Fig. 4. Assay conditions for measunng LRAT activity. Bulltrog liver microsemes were incubated at X7 . final volume 250l Etfece af (AY pH, ni= 3, (B)incubation e, 1)
protein concantratian. (Oy retinol concentration on LRAT activity. Kinatic paramnaters | Linewzaver-Burk placi ins2t D



8l

ML By er il S AQueds Torcalagy 9) (2009 S1E-125 123

i
[

T

)

N

i

ROUnmole/mg prot.
M

H[H

[
(13
RUES T
& = 1
E £
E w20
Tz
F=e
< E
5 |
C —
I |
v

() 1=0

= T

x

= e o

X

=

= so- - |

=

= I

Low High

Fig. 5 Enzyme actwities assay=d in ballfrog liver microsomes from the Yamaska
River basin REH and LRAT acrivity in samples fram o and high contaminated
sites were compared using Kraskal-Wallis cest Boxes extend trom Z5th to 73h
percenrile, line is the median and whiskers show the distribution from the o
v> smiallest observed values. 1A) REH activiny, (BY LRAT activiry, and (€ molar ratio
ob the esterification hedralysis activity,

3.3 REH and LRAT activines from the Yamaska River s bullfrogs

REH and LRAT activities weare measured in bullfrogs fiom
all sites. However, two sites were excluded frony the sratisci-
cal analysis. The YA site wihich lacked samples 'n=33 and RB
for which REH and LRAT activities <ould net be clearly demon-
strated. The enzymatic activities were then compared between
Cwo SHtes assoctated o low agricultural contamination. DS and YN,
and the twao sites representing the waoist water quality. RN and
RE. The comparison between sites showed staustic differences fer
hydrolvsing activity (Kiuskall-wWallis. chi-square= 29, p <0.001,
a=3, i1=391if1g. SA) and esterification activicy | Kroskall-wWallis.
clli-square = 13,1, p=0.004, d=3 n=391/Fi2. 5B When the molar

ratio of LRAT/REH was considered, differences were also revealsd
benween sites (IKroskall-wallis, chi-square=20.6. p<0.001 =73,
1i=39) (Fig. SCL In lowy contaminated group (Table 23 no rala-
nonshep was found berween the hydrolysis acteaty and other
parameters however, in the contanunated one, there was g nega-
tive relationship between REH and liver weahtyr= —C.55 p=0.00%,
n=27; and a posinve association with tetinyl palnitate (r=0.69.
L~ 00T =261 hepatic ratinol (v =059, p=0.001, 1 =28)and plas-
matic DROH (1= 0.68. p < G001 n =271 In boch groups, LRAT activity
was elated to hepane retino! but i the contanimated graoup.
LRAT activity was pesitively related with plasma DROH i = 0063,
p=C001 n1=26) and neganvely associated vith plasnmia retingl
v =069, 0 <00, =26

4. Discussion

The results confirmed earlier findmgs with respeact to rennoid
cancenaratons in hiver and plasma aswell as idenufying buachemi-
cal mechanisms asseciated with these observations. Bullfrogs were
founc to have a similay averall profile of hepatic retinods as other
vertebrates: thar s, at least SU% of total esters are retinyl palnmitate
and retinel is the myor non-esterified form Fram all sites sam-
pled, the propornon of reuny! palimitace (o toral esters remained
the same.

[nexanuning the hepanc mealariano of retinyl palmitate/rennol
at the different sites (Fig. 2C), it1s possible o see g dwrect relation-
ship to the level ef contamimation. According to the water analyses,
the DS site has undetectable concentrations of all herbicides and
bestwarter quality including nitrite (0.01 UM NGz -NjiSpear et al..
2009), confirnung that che frogs fram this site are not exposed to
pesnciides or toxiclevels etnutrients. We thereforecansidered DSto
berthe reference site wihictis consistentwith highestretingel plaznia
levels (Table T and highest hepatc retinod 1atio (Fig, 2 Can-
versely, RB was associated with highest hecbinide concentrations.
potentially toxic tevels ot nitrite and very poar water quality (Spear
et al., 2009). Frogs trom the RB site had the Jowest plasmaetnol
concentrauons and the Jowest ratio of hepatic reunawds, Gur data
farmolac ratio{Fig. 2C ) alsoindicates that there could be a threshold
berween the low contanunation site of YN and those known o be
maoderately and highly contaminated, This would mean that mun-
imal centanunation is required to exert an apparsatly subsrantial
mpact o0 the retineids, Qcther factars such as age, diet and expo-
sure o OCs contaminants may also have influenced retinocd status
and these are discussaed below.

The changes in the molar raue of retinyl palmictate 1@ recinel
in the liver (Fig, 2 were examined in light of two key enzymes
involved 1n the dynamics of hver retingid accumolation and
mabihizatian, The main aspects of retinod dyoamics under nor-
mal physinlogy (Fig. 1) involve regulation of hieh divoary cetinol
by ncregsed net esterification (e, greater LRAT/REH activity
whereas low dietavy retinol is compensared for Dy increased not
hydrolysisiie lawer LRAT/REH accivitvieffecavely mobalizing liver
retinol to maintamn the supply of retnal e exerahepatic sites, The
low contaminated sites DS and YN were tound to have areater LRAT
acovity in camipanson with HER in the same individuals (Fig. 5C.
suggesting net retinyl palnucate stortage. This result is consistent
with relatively high retinyl palmitate values i bullfrogs from the
low contaminated sites (Fig. 2C0 In the high contaminated sites
RN and RB. however, the LRAT;REH acuwvity s stanificantly loweer in
comparison with the law contanunated sites winch, in che absence
of othar factors, would mean net retinol meihizatian and would
eventaally lower retiny] palmitate levels, These enzyme activines
may explain the lower RN and RB retinyl palmitate/ cetinel malas
ratines (Fig. 2C). Thus, between-site differences yo LRAT and REH




82

123 M Boily eral SAGuats Toxwoloy B (2000118125

ACTivities account far the changes in hepatic retinoids. These results
SUEZEST an unpact on the regulation of hepatic retinod concentra-
tions by LRAT and REH.

In che case of aquatis vertebraces, 1esearch into possible effeces
by pesticides or water quality on hver retinord metabalism s at
this stage only rudimentary. That retineid enzymatic activity can
e altered by crganochlorine compuounds (OCs7is well documented
in many anomal groups: manne mammals, bieds and fish, both in
the laboratory and the wild (Ndayibagira and Spear. 199%: Ralland,
20000 Asa consequence, many forms of retincids have beenused as
iomarkers. This study did not analyse OCs, However, a report fram
the Ministiy of the Enviconment of Québec i Laprerre. 19995 shoves
the presence of same PCBs and DDTs in several species af fish tis-
suesin the Yamaska region. The leveals varied with species. but this
study indicated thatspecimens from RN are less contamimated than
those from YN. Given the LRAT/REH activities and hepatucetinods
in bullfregs from the YN site. it would he reasonable to assume
that chese OC compounds are not respensible for impacts on these
systems, especially at the RN site.

In sites where there are high levels of retinol in the liver. we
would expact the same in the bleod as 1615 assumed that the bload
levels are. wnder normal conditions, directly linked o liver levels,
Blrod levels{Table vyhowever, do nat suppaort this assumpticn and
the expectedincieaseisin tact a sheht decrease. Furthermeore, there
15 e cnrrelation benwean retingd in the blood andetinol in the hver
for the low contanunatian group iTahle 27 and the same parame-
ters are poorly carrelated in the medium and high contamination
aroup i —0.32 p<0.05 These findings indicate that. although liver
ratnol js available. 1t may be mobihized Jess efficiently mnto the
Lloadstreant Alternatnvely. plasma retinol catabohsim at pevipheral
sites feg kidney p may be accelerated at the contaminated sites.

The hepatic reunol level detectecl at the PB site 1s comparable to
these at DS and tiom Table 1, plasma retinolis similar to other sites
[except RBI This could be the resultof a compensatory mechanism
W manitain adequate cancentration of plasma retinol. In a study
withrats exposed to lupenciuxol, Schindler et al, 1 20041 abserved
decreased in plasma retnol followed by an increase of REH activicy.
In sur study, REH activity in PB could nat be clearly demonstrated.
The values for retinol farmed (mg praotemnyh were barely lugher
than in blank reactions. T explain PB resulcs. other physiological
processes could be invesngared such as the intestinal absorption
o the dietseuwrce. All other sites showed statistically highet means
than PB and DS, plateawing between 75 pmeolig and S0 wmolig.

Hepatic DROH is less concentrated in the liver than retinol. How-
evertis parfectly cocrelated to plasmaDROH (r = 1.0 whatever the
contanmaten status of the site {Table 21, Unlike retnol. plasma
DROHdataseem o follow the centanunation gradient, mulicatng a
pasitive relationship. DROH molecule is steuctu ally different from
the reunel molecuale, lacking the double bond necessary t the for-
mancn of (oist retinoid 1somers. A few studies have reported that
thedehydro-bioactive torms play a ssgrnficant rele i the embryonic
develspment of the cluck. zebrafish and Xencpus (Kraft et al.
Ross ar al, 20007 In adult sturgeon and catfish, more than 90
thew retinords are present in the DROH forms i Goswame and Barua,
19813, Our data indicate that LRAT actvity is pasitively related to
liver and plasma DROH winch maybe indicate other metabolisns
pathwavs. This is supparted by recent studies where retinol sat-
urase iRersatr) converts retinot to DROH (Moise ar al . 2005, 2007).

A cunicus finding is the wide, berween-site fluctuations in
Plasma levels of the retungic adid (RAT metabolite, 13-cis-4-oxae-
RA. The highest concentrations of 13-cis-4-ax0-RA occuried at
the moderate contaminared site YA and che high contaminated
site RB (Table 11 RA and seme of its metabalites are kimown ta
e motogically potent molecules with respeat to gene regulation,
ranscriptional activation (Beckett and Perkovich, 19997 and mer-

phogenetic influences in cmbryanic development (Haffimann and
Eirhele. 1994; Ross et al, 2000 Under Liboratary conditions, avian
and amphibian embryos have beon cbserved to express malforma-
tians in the presence of Ra and the merabalite 4-¢xe-RA vwhich
mirror thase found inamphibiansinchewild Tinappel et al. 1993;
Gardiney and Hoppe, 1999, The metabalite 13-cis-4-ox00s the end
result of successive anstonmanons: retinaldehyds oxadized o RA
by retinal dehydrogenase \RALDH). follawed by D450 catabolism
to 4-hydroxy-RA and 4-oxe-RA [Minse et al., 20051 The ‘a5’ forms
arise from isomerization. Less potent than other RA forms. 13-01s-
4-0x0-RA may also he considered teratogenic 1Creech Kraft ot al,
1991; Tzimas et al. 1994 And. as such. the nbserved wide Nuc-
tuanians woutd nat be expecrad. One might speculate that higher
ievels of 13-¢1s-4-0x0-RA at the YA and RB sites are the result of
grearer oXidanve actviry assocrated with local contamination,

Maay factars, other than 2nvironmental centaminatien, influ-
ence the retnoid status of vertebrates, although specific data on
amphibians are lackig With respect to nuoritton, the retineid pre-
cursons 3-varatene and related carorenaoids are porentially ingested
as & normal part of the diet of bulifrogs and theiwr contribution
w the retinaid status needs © be evatuared. Exvessive phosphate
and nitrate levals in those Yamasha sites that are associated with
moderate and meensive agnculture {Spear et al., 200497 would ba
expected to promote the growth of macrophytes and algzae. Oul
casualobservations confirm the high primary productivicy of these
sub-warersheds. Thus, caratenads are expected 1 be plentiful in
foadwehs of the agricultural sites,

Another factor influencing retinoid status (s parasite burden.
Liver retinowds may be diminished in animals that are subject to pai-
astuc infecuans, However, a lower incidence of parasitic infecuans
tie fewer parasite s s} was found o the bullfroas collester
from the maoderate and intensive agoicultural sitesifNacogliese et
ak. 2009).

Under normal conditions, liver retinyl palmitate concenuanons
rend to increase with age over the life span of vertebrate erganisms.
although this study was restricted to adults, age was posiive
related with retmnyl palmitate concentrations for those bullfrogs
inhabiting the maderate and high contamunared sites (Table 2). The
correlation suggests that age may have been a facwr influenring
the retinoid status in the present study, However, the relatonsiip
iscomphicated by sigmficantdecreases in body length (SWL) at sites
PE. RN and RB comparad with the [ow contanunation sites, [wer
growth rate (age versus bady lengthiat the RN site as well as Jawer
Body mass and lower rate body mass gain at site RB/Spear et al,
2009). These results indicate that between-site differences in age,
lengeh, growth and retinod status are assaciated wath the mocderate
and hugh contaminated sites. In the case of the low contaminated
sites where adult mate bullfrogs tended to be older, larger and have
areater retinyl palmitace/retinol ratis, reunyvl pajmitate was not
correlated saith age (Table 20 [T 1S interesting m note the excent
w which vartables ace cocrelated o the roedivm-high group, Thus
indicates a conplex response to their environmencal conditions.,

In conclusien. chis paper shows that hepatic retingnds are influ-
enced by agriculture actvity. To examine possible underlyving
mechamsms, the optuntal assay conditon for REH and LRAT are
described for R catespiana. The results sugaest an impact at the
level of enzymes repulation.
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