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AVAN T PROPOS 

Ce mémo ire s' inscrit dans une démarche d ' identifi cation des re lations 

ex istantes entre la contamin ation aux PBDE, la transcripti on et l' acti vité des 

déiodinases. Ces information s permettront d ' appu yer les hypothèses de 

débromination du BDE-209 par les dé iodinases. Bien que le no mbre d 'études portant 

sur les impacts du BD E-209 sur la faune augmente, peu d ' informations co ncern ant sa 

métabo li sa ti on ex istent pour la fa une avi a ire, et plus généra le ment sur les enzymes 

impliquées dans ce process us. Le goé land à bec cerc lé (La ru s de lawarens is) ni chant 

sur l'île Des lauri ers, s ituée à que lques kil o mètres de l'îl e de M ontréa l, con titue un 

modè le d 'étude de cho ix à cause des concentrations en PBDE, nota mment BD E-209, 

retrouvées chez ces o iseaux mai s auss i à cause de leur mode de v ie (habi ta ts, régime 

a limentaire) . 
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RÉSUMÉ 

Les PBD E so nt des retardateurs de fl amm e halogénés utili sés depui s le début 
des années 70. D epuis plus ieurs décéni es, il es t fai t éta t de la présence de ces 
composés dans l'environnement, dans la faune et chez les êtres humains . Parmi les 
tro is mé langes PBDE co mm erci a li sés, seuls les mélanges de penta- et oeta-BOE sont 
so umis à une res tricti on de produ cti on et d ' usage au niveau mondial. Le mé lange 
décabromodiphényl éther (deca-BD E), composé majorita irement de BD E-209 (97%) 
est soumis à une res tri ct ion de so n u age en A mérique du nord . Cependant, aucune 
règlementation au ni vea u in te rnati onal n' a été adoptée po ur le moment. Ce manqu e 
de régul ation et 1' usage pers istant du BD E-209 da ns certa ins grand s pays exportateurs 
de produit manufac turés provoquent une augmentation des qu antités de BDE-209 
présentes dans l'environnement. De fortes concentrati ons de PBDE, notamment de 
BDE-209 et d 'autres co ngénères fo rtement bra més, ont été détectées au co urs des 
derni ère années dans le fo ie des goélands à bec cerc lé (Larus deLaware nsis) ni chant 
près de M ontréal QC, Canada. La débrominati on in vivo du BD E-209, observée chez 
quelques o iseaux, provoque la fo rmation de co ngénères fa ibl ement bromés, plus 
pers istants et tox iques que la mo lécule mère. Cependant, le système enzymatique 
responsabl e de cette réacti on n ' a pas enco re été identifi é. Co mme les PBDE et les 
hormones thyroïdi ennes partagent d ' importantes s imil arités structure ll es, il a été 
suggéré que les dé iodinases so ient impliquées dans les réacti ons de débromination du 
BDE-209 chez les o iseaux. Les dé iodin ases (type 1, 2 et 3) so nt des sé lénoprotéines 
cata lysant la conversion des horm ones thyroïdi enn es . Le but de ce mémoire est 
d 'établir des re lations entre les concentrati ons hépatiques de P BDE accumul ées, la 
transcription et l'activité des déiodinases hépatiques de type 1 (D 1) a insi que de 
déterminer si les hyp othèses de débrominati on par les D 1 sont plausibl es pour une 
espèce for tement exposée au PBD E, le goéland à bec cerc lé de la région de Montréa l 
QC, Canada. Les résultats de cette étude ont révélé que l' acti vité de Dl chez les 
mâles est significativement plus é levée qu e chez les feme lles, alors qu e ce lles -c i ont 
tend ance à avo ir un e transcripti on de D 1 plus é levée que les mâ les. Aucune 
corré lat ion n 'a pu être établi e entre les ni veaux de transcription de Dl et l'acti v ité de 
Dl . Les concentrati o ns hépat iques les plus é levées d ' hepta- et oeta-B OE ont été 
détectées chez les o iseaux ayant les plus fo rtes act ivités de D l. 

Mots clés: PBDE ; deca-BDE; retardateurs de fl amm e halogénés; 

biotransform ation; dé iodinase; essa is in vitro; o iseaux 





fNTRODUCTlON 

Les retardateurs de flamme (RF) so nt des composés synthétisés dans le but de 

réduire la propagation de la flamm e pour les matéri aux auxqu els il s so nt aj outés afin 

d 'offrir un plus haut niveau de sécurité lors d ' incendie. [niti a le ment employés pour 

l'aj out aux rés ines de plastique et aux appare il s é lectroniques/é lectr iques, leur usage 

s ' est étendu aux tex til es, peintures, matériaux de construction, voitu res et av ions 

(S iddiqi et al., 2003). 

les po lybromodiphényléthers (PBDE) so nt une famille de retardateurs de 

flamme halogénés largement répandus dans l'environnement et ce, aussi bien en 

milieu terrestre qu 'en milieu aqu atique (Chen et al., 2012; de Wit, C.A. et al., 2010; 

Wu et al., 20 12). 11 a été démontré que les PBD E sont respo nsables de plusieurs effets 

tox iques observés dans la faune. En effet, le penta-BOE affecte le déve loppement 

neurocompo rtementa l et le développement du système thyroïdien chez des o iseaux 

juvénil es (Kar lsson et al., 2006). Dans le cas du mélange oeta-BO E, des perturbations 

de la thyroïde, des tum eurs sur le foie ou encore des effets tératogènes chez les rats, 

les po issons, les oiseaux et les lapins, ont été constatés (Costa et G io rdano, 20 11· 

Karlsson et al., 2006). 

La biotransfo rm at ion du BD E-209 (97% du mélange deca-BDE) a été étud iée 

chez quelques espèces de mammifères et chez les poissons, ma is peu d ' informations 

so nt di spo nibl es concernant la faune av ia ire. Quelq ues études ont rapporté que la 

débromination du BD E-209 en congénères du gro upe des penta- et oeta-BOE a li eu 

chez le rat « Sprague-Oawley » (US.EPA , 2008; Huwe et Smi th 2007) , la ca rpe 

commune (Cyprinus carpio ) (Noyes et al., 20 1 0), 1 'étournea u sansonnet (Sturnus 

vulgaris) (Van den te en et al., 2007) et pl us récemm ent chez la crécerelle 
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d 'Amérique (Falco sparverius) (Letcher et al., 20 14), mai s les mécani smes liés à ces 

observat ions so nt inconnus . De p lus, les données recuei lli es par Chabot-Gi guère et al. 

(20 13) suggèrent que la vo ie des cytoch romes P450 ne semble pas être impliquée 

dans le métabolisme du BDE-209 chez les goé lands à bec cerc lé (Larus 

delawarensis). La débromination séquentiell e des composés fortement bromés (BD E-

209) a été proposée comme une des vo ies métaboliques possibles chez les espèces 

av iai res et chez les poisso ns (Chabot-Giguere et al., 2013; oyes et al. , 2011 , 20 13). 

Les hypothèses actue ll es cib lent la dé iod inase comme enzyme potentiell ement 

responsable de la débromination du BDE-209 compte-tenu des sim ilarités structura les 

des PBDE avec les hormones thyroïdiennes. 

Au niveau de la région de Montréa l, le goéland à bec cerclé s ' est étab li dans 

une zo ne fortement to uchée par la po ll ution et, de ce fait, est exposé à plusieurs 

fam ill es de polluants, dont les RF. Parmi ceux-ci , le BDE-209 se démarq ue par sa 

capacité d 'accum ul ation chez cette espèce par rapport aux autres PBDE retrouvés 

dans cette espèce. Par exemple, les concentrat ions de BDE-209 mesurées dans les 

oeufs des goélands à bec cerclé de 1 ' î le Des lauri ers sont entre 1,5 et 8 fo is plus 

élevées que ce lle d 'autres goé land répartis dans la région des grand s lacs au Canada 

(Chen et al. , 20 12) et so nt j usqu' à 32 fo is plus élevées que celles mesurées dans 

d 'autres espèces av iaires d 'Europe (Gentes et al., 20 12). 

Ce projet a pour but l 'étude de l' association des concentrations de PBD E sur l'activité 

et la transcripti on des dé iodinases hépat iques de type 1 chez le Goéland à bec cerclé. 

Celte espèce a été sél ctionnée notamment à ca use de l' accumul ation élevée de BDE-

209 au niveau hépa tique a insi que pour son abondance dans la rég ion de Montréa l. De 

plus el le se retrouve à un niveau é levé de la chaîne troph ique et se nourrit dans des 

environnements divers ifiés auss i bien urbains que périurbains. Le goé land à bec 

cerc lé est par co nséquent une espèce forteme nt exposée aux PBDE et notamm ent au 

BDE-209. 



CHAPITRE ! 

I. I Revue de littératu re 

l.l.l Généra li tés 

Les PBOE sont des retardateurs de flamme halogénés utilisés depui s le début des 

années 70. Il s connaissent de nombreuses utili sat ions , nota mment dan s les prod uit de 

la vie quot idienne te ls que les appare il s é lectron iques, les maté riaux de co nstru ctio n, 

etc. (Siddiq i et al. , 2003). Les PBO E sont des composés synthét iques ajo utés à la 

matri ce, mais ne forment pas de li ens covalents avec ce ll e-ci. De ce fa it, il s ont 

tendance à diffuser hors des produits manufacturés, lors de l' usure ou du recyclage, et 

à se retrouver dans l ' env ironn ement. Il ex iste trois principaux mé langes de PBD 

ayant été commercia li sés sur le marché: le penta-BOE, oeta-BOE et deca-BDE 

(Darnerud et al., 200 I ). Ces formulations diffèrent par les classes de congénères qui 

les composents (tableau I .1 ) . 

Tableau 1.1 Composition des trois pdncipales formulations commet·ciales de 

PBDE (Tiré d e: de W it, 2002) 

Mélanges tetra- penta- hexa- hepta- oeta- no na- BOE-
commerc iaux BDE BDE BDE BDE BDE BDE 209 

Penta-BO E 24-38% 50-62% 4- 12% Trace - - -
Oeta-BOE - 0,50% 12% 45% 33% lü% 0,70% 

Deca-BDE - - - - Trace 0,3 -3% 97-98% 

Depuis 2002, le nombre cro issa nt de résu ltats démontrant les effets négatifs et 

la diffusion des PBOE dans l'environnemen t a mené à une suppress ion gradue lle de 

la production et de l' utilisat ion des deux principaux mélanges (penta- et oeta- BDE) 

au niveau international. En E urope, une législation concernant le cas du mélange 
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deca-BDE a été adoptée au courant de l'année 2008 tandi s qu 'aux États-Unis et au 

Canada, le BSEF (Bromine Science and Environmental Forum), une orga ni sa ti on 

regroupant plusieurs producteurs de retardateurs de fl amme bromé , a consenti à 

l'é limination volontaire de 1 usage et de la production du deca-BDE d ' ici la tin de 

l'année 201 4 (Ni et al. , 201 3). Le deca-BDE a également été proposé d ' être listé en 

annexe de la convention de stockholm sur les polluants organiques persi stants (POP). 

La nomenclature utili sée pour les PBDE est similaire à celle mi se en place pour les 

PCB (S iddi qi et al., 2003). Les congénères sont numérotés en fo ncti on du nombre 

d' ato mes de brome sur la molécule, et de leurs pos itions sur les anneaux aromatiques . 

Il ex iste de ce fa it 209 congénères de PBD E poss ibles, le BD E-209 étant la molécul e 

complètement bramée (F igure 1.1 ). 

PBD E PCB 

( )fZ)-oQ () 
Br n Br 111 (Cl), D-O (C ilm 

Figure 1.1 Comparaison des structures chimiques des 

poiybromodiphényies éthers (PBDE) et des biphényies poiychiorés (fr: BPC 1 

cng: PCB) (Tiré de Clark Williams-Den-y et Abbotts, 2004) 

1.1 .2 Tox icité des mélanges penta- et octa-BDE 

Dû à 1 omn iprésence des PBDE dans l' environnement, le nombre de recherches ur 

les effets tox iques de ces composés a signifï cati vement augmenté durant les derni ères 

années . Le mélange penta-BD E est connu pour affecter le développement 

neurocomportemental, l' homéostas ie des hormones thyroïdiennes, et 1 'octa-BDE 

comme étant tératogène chez le rat et le lapin à un e concentration de 2mg/kg 

(Darnerud, P., 2003). Chez 1 hu main, l'oeta-BOE a été déc laré comme étant tox ique 
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et class ifi é se lon ces deux règ lements : R6 1 · Repro. Cat. 2 Peut provoquer un danger 

pour le foetus et R62; Repro. Cat. 3 Risque pos ibl e d'altération de la fertilité 

(Comm ission EU , 2005) . De plus, la présence de congénères plus faib lement bromés 

(penta- et hepta- BOE) dans le mélange ainsi que la formati on poss ible de dibenzo-p

di ox ine et dibenzofuran poly-bromés durant la combustion à des températures très 

élevées de produit contenant de l' oeta-BO E augmentent les risques li és à la tox icité 

de groupe de PBDE (Commiss ion EU , 2005). Fernie et al. (2005) ont conduit une 

étude in vivo sur les effets des PBDE chez une espèce aviaire, la crécerelle 

d'Amérique (Falco sparverius) . Les résu ltats obtenus dans cette étude compren nent 

un changement de l' homéostas ie des hormones th yroïdi ennes, du rétinol (o u vitamine 

A), et du glutathion . En 2009, dans une seconde étude, Fernie et al a démontré qu ' une 

contamination environnementale au DE-7 1 (mélange de penta-BDE et d'HBCD) 

était lié à un amincissement de la coqui lle et du succès de l'éc losion chez la crécere ll e 

d'Amérique. Plusieurs autres études, chez les poissons tête de bou le (Pimephales 

promelas) et la truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss) ont li é la présence de PBD E 

à des perturbations du système thyroïdien (mod ifi cation de l' homéostas ie des TH , de 

l'activité des déiodinases, compétition pour les récepteurs cellulaires des TH) comp te 

tenu de la ressemblance structurale entre certains congénères des PBD E et les 

hormones thyroïdiennes (Feng et al. , 20 12; Noyes et al., 20 I l , 20 13) (F igure 1.2). 
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Figure 1.2 

a) 

b) c) 
Br Br o--b-Br K-

>0>={, 

Br 
Br:Çc:Br 
Br 1 ~ O:QBr Br 

Or -:7 1 

BI ~ Br Br 

Structure de la a) thyroxine, b) d'un hydro~'Y (-OH) PBDE (4' -

0H-BDE-49) et duc) BDE-209 

Ces simil arités au niveau de la structure chimique sont accrues dans le cas des 

01-1-PBDE qui possèdent un groupe -OH tout comme les horm ones thyroïdi ennes. Ils 

peuvent do nc entrer en com péti tion avec la Thyrox ine (T4 ) pour ses transporteurs, la 

transthyréti ne (TTR) et l' albumine, provoquant alors une augmentati on de la 

concen trat ion de T4 non li ée, suiv ie d' une perturbati on généra le de l' homéostas ie des 

TH circul antes ( tapleton et al. , 2006; Ucan-Marin et aL. , 2009). L'accumulation de 

T4 non liée stimule éga lement le cataboli sme hépatique des T4, ce qui se traduit par 

une diminution des concentrations de T4 circulante. De plus, une étude récente de 

Técher et al. (20 16) a observé une assoc iation pos itive entre les concentrati ons en 

PBDE chez le goé land à bec cerclé et les ratios de T4 totale sur T3 totale dans le 

plasma, ainsi qu'avec la transcription de plusieurs gènes impliqués dans la régul at ion 

de l' axe hypothalamo-hypophyso-thyroïdi en ( ynthèse, métaboli sme, act ion et 

transport). 
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1. 1.3 Le cas du BD E-209 

Depuis la déco uverte de la propagat ion et l'omniprésence des PBDE dans 

l'environnement, plus ieurs études se sont penchées sur les paramètres d ' expos iti on, et 

su r le destin des PBDE au se in de différents organismes v ivants. Ces recherches se 

so nt essentie ll ement focalisées sur l'expostion , la bioaccumulation et la tox ic ité des 

congénères fa ibl ement bromés (i.e BD E-15 , -47, -99, -100, -153) à cause des fortes 

co ncentrations détectées chez les espèces aq uat iques (Ross et al., 2009). lÀ ca use de 

sa fo rte hydrophobicité ( log Kow = 9), le BDE-209 s'adso rbe fac il ement aux 

particules dans l'eau et les sédiments. Il se bioaccumul e alors dans les organi smes 

aq uatiques retrouvés a u niveau des sédiments mai s aussi chez les o rga ni smes filtreurs 

(les moul es et les crustacées.) (La Guardia et al. 20 12). E n effet, Vi ga no et a l (201 1) 

s'est intéressé à la biodisponibilité du BDE-209 chez la ca rpe commune (Cyprinus 

carpio) résidant dans la rivi ère Po (Italie). Mal gré les fortes concentrat ions de BD E-

209 présentes dans les sédiments et chez les espèces invertébrées de cette rivière, le 

BDE-209 n'a pas pu ê tre détecté dans les échantill ons de carpes co ll ectés . Cependant, 

la présence de fa ibl es concentrat ions de congénères id entifi ées comme prod uit de 

débromination (BDE-154 et BDE-202) suggère qu e le BDE-209 est biodisponib le et 

qu'il subit une débromination chez cette espèce (V igano et al. 2011 ). A u ni veau du 

fleuve St-Laurent, de fortes concentrations de BDE-209 o nt été détectées en ava l du 

s ite de traitement des eaux de Montréal , des résultats s imil ai res o nt été observés. De 

faibles concentrations de BDE-209 ont été retrouvées chez 60% des maskino ngés 

(Esox masquinongy), 36% des brochets (Esox lucius) et 2 1% des perchaudes (Perca 

jlave ·cens) échantill onnés comparé aux PBDE faibl ement bromé (e .g BD E-47, -99, -

100, -49, et 153) retrouvé dans 100% des échantillons à de fortes concentrations 

(Houde et al. , 20 14). En effet le BDE-209 est faib lement biodi sponible pour les 

espèces aq uat iques en co mpara iso n au BDE-4 7, -99 ou -153 que 1 'on retrouve quasi 

sys tématiquement chez ces même espèces (Ho ud e et al., 2014). Il est d iffic il e 

d 'extrapoler ces résultats pour éta blir un scénari o fiable sur les impacts de ce 
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conta minant sur des espèces terrestres qui , à l' inverse, accumulent de fortes 

concentrati ons de BDE-209 (Yu et al. 2011 ; Mo et a l. 201 2). Les inform ations 

re lati ves aux BDE-209 dev iennent de plus en plus abondantes en ce qui concerne la 

surve illance des concentrations dans la fa une terrestre et av iaire, mais il est important 

d'obteni r plus de données sur sa toxicité et son métaboli sme pour pouvo ir établir des 

règlementati ons appropri ées en réponse aux risques liés au BDE-209 . 

Des études de tox icité mesurant l'effet du BDE-209 sur la pri se de poids, la 

consommati on de nourri ture, ou d 'autres s ignes cliniques ont démontré une faible 

tox icité du BDE-209 chez des rats nourris avec une nourri ture fo rtement contaminée 

(j usqu 'à 10 000 mg/kg/jour) el chez des lapins exposés par vo ie dermique (8000 

mg/kg) (EPA, 2008). Les études de tox icité subchroniques ont démontré un impact du 

BDE-209 sur la glande thyroïde et le fo ie, au ni veau hi stologique, ainsi qu ' une 

diminution du taux de triiodothyronine (T3) circulante à des doses compri ses entre 

300 et 600 mg/kg (Lee et al., 2010). Chez les oiseaux, l'exposition d'œufs de poul et à 

80f.lg/oeuf de BDE-209 a induit une mortalité embryonnaire allant jusqu 'à 98% 

(S ifl eet et aL., 2009). Pl oLI!·de et al (2013) a démontré qu ' il existait une corrélation 

entre l' expos ition à de fo rtes concentrations de PBDE et la déminérali sati on du tarse 

chez les mâ les goé land à bec cerc lé. Les conclusions de cette étude soulignaient la 

poss ibili té que la perturbation de l' homéostas ie des hormones th yroïdiennes fasse 

parti e des facteurs provoquant ce phénomène (Piourde et al., 201 3). 

1.1 .4 Le BDE-209 dans la fa un e av iaire 

À travers le monde, de nombreuses études fo nt l'état des concentrati ons de 

PBDE retro uvées da ns les ti ssus d'espèces av iaires . Le BDE-209 est retrouvé de 

faço n ubiqu itaire dans le monde, avec des ni veaux de concentrati ons variant d' un 

continent à l' autre dO aux hi storiques d' utili sati on et de producti on. 

En Europe, le BD E-209 a été retrouvé dans les œufs de fa ucon pèlerin (FaLco 

peregrinus) du nord (4,63 ng/g p.h.) et du sud (4,79 ng/g p.h .) de la Suède (Lindberg 
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et al., 2004) et dans les œ ufs (0,76 ng/g p.h .) d 'épervier d 'Europe (Accipiter m'sus) du 

Royaume-Uni (Les li e et Boer, 2006). 

E n Amérique du nord , de fortes concentrations en BD E-209 ont été retrouvées 

dans les oeufs de fa ucon pèlerin de Ca liforni e (moyenne: 136 ng/g p.h.) (Ho lden et 

al., 2009), Chesapeake Bay (VA, US) (moyenne: 6,3 ng/g p.h.) (Chen et al. , 201 0) et 

du nord est (Connecticut, Massachusetts, Maine, New Hampshire, Rhode Is land, and 

Vermont) des Éta ts-Unis (moyenne: 50,0 ng/g p.h.) (Chen et al., 2008). 

E n Asie, les tourterelles des bois (Steptopelia turtur) nichant aux a lentours 

d'un s ite de recyclage de produits é lectroniques de Quingyuan dans la provi nce du 

Guangdong dans le sud de la C hin e éta ient fortement contam inés au BDE-209 

(moyenne: 54,9 ng/g p.h.) (Nie et al. , 2015). De même les écha ntill ons de foie du 

faucon crécerelle ni chant dans la region de Beij in dans le nord de la Chine décelait 

des concentrations moyennes de BDE-209 de 367 ng/g p.h. (Chen et al. , 2007) . Une 

étude conduite par Luo et a l en 2009, sur des poul es en liberté collectées près de s ites 

de recyc lage de produits é lectron iques, a révé lé la présence de fortes concentrations 

de BDE-209 (moyen ne: 5.20 ng/g p.h. ; range: 0.92 - 292 ng/g p.h.) et de ses produits 

de débromination ( i. e . BDE-207 (mean: 2 ng/g p.h. ; ran ge: 0.26 - 632 ng/g p.h.) , 

BDE-196 (mean: 0.38 ng/g p.h. ; range: 0.06- 118 ng/g p.h.)) (Luo et al., 2009). 

Deslauriers dans la régio n de Montréal, le BDE-209 représente un des congénères les 

p lus abondants détecté dans le foie de cette espèce (moyen ne: 57,2 ng/g ww) avec 

une contributi on re lative par rapport à la somm e des co ncentrations de tous les PBDE 

a ll ant de 10 à 20% (Gentes et a1,20 12). D ans les travaux de Gentes et a l (20 12), to ut 

comm e dans la présente étude, plusieurs produits de débromination du BDE-209 ont 

été détectés dans les ti ssus de goé land à bec cerclé (e.g. BDE- 196, -1 97, -20l , -202,-

203, -204, -207, -208). Pour cette raison , il es t important de déte rminer le destin elu 

BD E-209 dans l'organi sme des espèces aviaires. 
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1.1.5 Métabo li sme du BDE -209 

11 ex i te peu d ' informations concernant les mécani smes régissant le 

métabo li sme des PBDE. Les hydroxy-PBDE (OH-PBDE) ont été identifi és dans 

que lques études portant sur le métabo li sme, in vivo et in vitro, comme étant des 

méta bo lites de certains congénères des PBDE fa ibleme nt bromés (Wiseman et aL. , 

20 1 1). Cepend ant, il s ne peuvent pas être générés directement à partir d ' un 

congénère fo rtement bromé te l que le BDE -209, qui est saturé en é léments brome, ce 

qui rend la mo lécul e indi sponibl e pour une oxydati o n (Chabot-Gi guère et al., 20 13). 

Dans certa ins cas, les taux de fo rmat ion des OH-BD E sont très fa ibl es m algré la 

di sponibilité de congénères PBD E fa ibl ement bromés, notamm ent pour les 

mi croso mes de rats tra ités au phénobarbita l - un inducteur des cytochromes P45 0 2b 

(CY P2b) (W iseman et aL. , 2011 ). Para ll èlement, une étud e sur la bio trans formati on in 

vitro et in vivo sur le poul et (Gallus gallus) n 'a pas identifi é d ' OH-BD E comme 

métabo li tes du BDE-209 (S tapleton et al., 2006) . 

Les résultats de Van den Steen (2007), obtenus dans le cadre d ' une étude in 

vivo chez l'étourneau sansonne t ont été parmi les premi ères données qui ont permis 

de confi rmer la débromin ati on du BDE -209 en composés mo ins bromés chez les 

01seaux. Po ur ce fa ire, ces auteurs ont utili sé un implant so us-cutané à base de 

s ilicone, insta ll é au ni veau de la cage thorac ique de l' o iseau, et qui li bère 

continue ll ement du BDE -209 de faço n à s imule r une contaminati on 

environn ementa le. Suite à la période d ' expositi on, des co mposés du groupe des nona

(BD E-206, -207, -208) et octa-BDE (BDE -1 96, et -1 97) ont été identifiés, dans les 

musc les et le fo ie, comm e issus du métabo lisme du BDE -209, car il s n ' appara issa ient 

pas dan le patron de co ntam ination du groupe contrô le. 

En Espagne chez deux populati ons de c igognes bla nches (Ciconia ciconia) 

urba ines et rura les, les fo rtes fréquences de détection (83% et 100% respecti vement) 

et la prédom inance du BDE-209 (44, 1% et 38,6% de contribution re lati ve à 

l' ensembl e des PBDE respectivement) et des BDE-207, -208, -206 et -202 dans leurs 
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œufs suggèrent la débro minati o n du BDE-209 chez ces o iseaux (Munoz-Arnanz J. el 

al., 20 Il). 

Les observa ti ons fa ites par Van den Steen so nt appuyées par les récents 

résultats de Letcher et al. (2014) qui ont étudi é chez la crécere ll e d 'Amérique (Fa/co 

sparverius) in vivo , l'accumulati on, la débromination et l'i nducti on des cytochromes 

P450 après expos ition par la diète au BDE-209. Suite à la pé ri ode d 'expos ition et de 

dépurati on, plusieurs PBDE ont été mes urés dans le fo ie des o isea ux exposés, dont le 

BDE-1 96, -1 97, -203, -206, -207, -208 et -209. Tl es t à noter que les BDE-203, -207 

et -208 n'ont pas été détectés chez les o isea ux du groupe co ntrô le. Ces rés ultats sont 

en accord avec les co nclusions fa ites par Van den Steen (2007) ct so utiennent la thèse 

de la débro minati on du BDE-209 chez les espèces av ia ires. Cepend ant, ces deux 

études n ' ont pas fourni de rés ultats concernant le complexe enzymatique impliqué 

dans la réaction de biotransformati on. 

Une autre étude men ée par Chabot-Gi guère et al. (201 3) sur la 

biotransformation in vitro du BDE-209 chez le goé land à bec cerc lé , a démontré que 

le BD E-209, incubé avec des microso mes hépatiques acco mpagnés du cofacteur 

NADPH, n 'éta it pas biotransfo nné. Ces résultats suggèrent que les enzymes 

appartenant à la famill e des CYP ne so nt vra isem blablement pas impl iqués dans le 

réacti ons de débromination des PBDE fo rtement bromés . De plus, les travaux de 

Mckinney et al. (2011 ), ont démontré une très fa ibl e déplétion du BD E-209 dans les 

microso mes hépatiques de mammifè res marins incubés avec du N ADPH co mme 

unique co facteur suggérant que les CYP sera ient peu ou pas impliqués à cette étape 

de la bi otransformatio n du BDE-209. 

Noyes et al. (2 011 , 20l 3) ont étudi é la débrominatio n du BD E-209 chez les po isso ns 

Tête de boul e (Pimephales prame/as), et son im pact sur le sys tème thyroïd ien. Les 

résultats ont co nfirmé la débromination du BDE-209 chez le po isso n tête de boul e. La 

fi gure 1.3 présente les vo ies de débro mination et so uli gne un retra it préférenti e l des 

bromes au niveau des pos iti ons méta- et para- des cyc les aromatiques . D e plus, les 

perturbations sur les taux d ' hormones thyroïdi ennes ont été re li ées à une 

------------~-------------------------------------' 



12 

augmentat ion transitoire de 1 'expression des gènes des déiodinases sut v 1s d' une 

diminution de leur expression au terme de la période d exposit ion. Cette enzyme a 

pour foncti on la déiodinati on de l' horm one thyroïdienne T4, au ni veau de la thyroïde, 

du foie, et du cerveau pour former un isomère actif de la T3-0RD (Outer-Ring 

Deiodination) ou inactif T3 IRD (lnner-Ring Deiodination) (Figure 1.4) (Kohrle, 

2002). 
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Figure 1.3 Prédiction des voies de débromination du BDE-209 chez Je Tête 

de boule (Pimepltales promelas) (tirée de Noyes et al., 2011) 

Les PBDE étant structuralement proches de hormones thyroïdiennes (cf Figure 1.2), 

il a été proposé que les déiodinases hépatiques de type 1 so ient impliquées dans le 

méca ni sme de débromination du BDE-209 (Noyes et al., 20 13, 20 11 ). L 'expos ition 

au BDE-209 constitue donc un risque car 1) cette molécule possède un potentiel de 

perturbation du système thyroïdien et 2) ses métabolites, des PBDE faiblement 
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bromés pouvant à leur tour générer des OH-PBO E, sont reconnus pour être plus 

tox iques, bi oaccumulabl es et plus persistants que la molécule mère (Cf 1. 1.2 

Tox icité des mélanges penta- et oeta-BOE) 

1.1.6 Les déiodinases 

Les déiodinases sont une famill e de sé lénoprotéines , mes urant approx imativement 

29 à 33 kDa, retrouvées majoritairement à la membrane du réti culum endoplasmiq ue. 

Il existe troi s isoformes de l' enzyme (D 1, 0 2 et 0 3) qui dif fèrent par les réactions 

qu ' il s peuvent catalyser, et par leur distribu tion dans les tissus périphériques . Ces 

enzymes sont très bien conservées à travers les vertébrés et les mammifères (Oarras et 

al., 2006) . E ll es se caractéri sent par la présence d ' une sé lénocystéine et de deux 

rés idus d' histidines au niveau elu site actif. La sé lénocystéine qui est responsa ble de 

l'activité des déiodinases est insérée grâce à l' ajout de l'élément SECIS en ava l d ' un 

codon stop UG A au ni veau de l' extrémi té 3' -UTR de I' ARNm des dé iod inases 

(Oentice et al., 201 3). Le cycle cata lytique de l'enzyme est compo é de deux 

réactions. Dans un premi er temps, il y a un transfert d' un r+ au ni veau du groupement 

selenoate (Se-) pour former le comp lexe : enzyme-Se-T. Dans un second temps, la 

réduction du complexe E-Se-I par un cofacteur comportant un groupe - th iol. Les 

cofacteurs uti li sés généralement en laboratoire pour les essa is in vitro sont le 

dithiothreito l (OTT) ou le dithioeryth ritol (OTE) (Këhrle, 2002; Sanders et al. , 1997). 

Les déiodinases sont responsables de la régul ation de l'activ ité des horm ones 

thyroïdiennes. En effet, chez les oiseaux, la thyroïde produi t majori ta irement la 

prohormone inactive th yrox ine (T4) qui est ensui te métaboli sée pa r les déiod inases au 

niveau des ti ssus périphériques (Këhrl e, 2002). Pour obtenir une version active de 

l' hormone, les déiodinases vont catalyser la conversion de la thyrox ine (T4) , en 3-3' 

trii odothyronine (T3) , par déiodinati on de l' anneau aromatique externe, Outer ring 

---------- - --------·- - ---- --------------------' 
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de iod inat ion (ORO) (F igure 1.4). Elles peuvent éga lement produire une version 

inactive 3-3 reversed- triiodothyroni ne (rT3) et diiodothyronine (T2) pa r déiodination 

de l'anneau aromatique interne ou lnner ring deiodi nat ion (lRD) (Dan·as et al., 2000) 

(Figure 1 .4 ). 

Les déiodinase de type I sont expri mées majoritairement au niveau du fo ie chez 

les oiseaux, mais on en retrouve éga lement au ni veau des reins, des in testins et des 

poum ons (Dan·as et al., 2000). Les D J sont les seules déiodinases capables 

d' effectuer la dés iodati on au nivea u in te rne et externe (IRD et ORD) et clone de 

produ ire de la T3, rT3 et T2 à partir de la prohormone T4 (McNabb el al, 1992). Chez 

le poulet, la D 1 possède une très longue dem i-vie (8 h), comparée à la 02 (27 min) et 

la D3 (24 min) (Dan·as et al., 2000). Les Dl ne présentent pas la même affi ni té pour 

toutes les ho rmones thyroïdi ennes. Le substrat préférenti e l de la D 1 sera la rT3 

comparé à la T4 et la T3 . Toutes les déiodinases peuvent être inhi bées pa r des 

molécu les tel les que l' iodoacétate ou l'ac ide ïopanoïque (Dan·as et al. , 2000). 

Contrai rement aux autres déiod inases, la D 1 peut être éga lement in hibée 

irréversib lement par le 6-n-propyl-2-thiouraci l (PTU) avec laque ll e il forme un 

complexe: enzyme- e-S-PTU (Kohrle, 2002). Cependant, chez certa ins vertébrés, le 

PTU ne provoque qu une fa ible, (Til ap ia) vo ir aucune (Xenopus) inhib ition de la D 1 

(Sanders et al., 1997). 

Les dé iodinases ont été étudiées sur quelques modèles av 1a1res fréquemment 

utili sés en laboratoire (e.g. poulet, canard, cail le), mais il ex iste peu d' info rmation sur 

le fonct ionnement de ces enzymes chez les oiseaux à l'état sauvage (Dan·as et al. , 

2006). 
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q 
lnner ring deiodination (IRD) .. 
Outter ri ng deiodination (ORO) 

Figure 1.4 Conve•·sion de T4 en T3 actif (Outer-Ring Deioclination) ou rT3 

ou T2 inactif (Inner-Ring Deoiclination) 

1.1. 7 Modèle d 'étude : Le goé land à bec cerclé 

Le goéland à bec cerclé est une espèce de la fam ille des lar idés assez répandue 

au Québec avec une population d 'environ 123 500 couples nicheurs dénombrés au 

début du 20ième siècle (Brousseau, 1995) . À partir des côtes ori entales de l' Amérique 

et du go lfe du Mexique, il s migrent vers le nord dès le mois de mars et s'établi ssent 

en co lonie (Gauthier et Aubry, 1995 ; Gabrey, 1996). On les retrouve général ement le 

long du fleuve St-Laurent où ils sélectionnent des petits îlots ou berges où la 

végétation est peu dense (Brousseau, 1995). En milieu urbain, on peut les observer 

sur les ai res de remblayage, et sur les to its d' immeuble ou d' usine ou certains oiseaux 

établissent leurs nids. Le goéland à bec cerc lé est un oiseau opportuni ste, se 

nourri ssant de ce qu ' il trouve: poissons, déchets, insectes, vers de terre, et peti ts 
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mammifères (CEAEQ, 2005) . Son aire d'a limentation peut être située à plusieurs 

kilomètres du li eu de nidification, mais il est ra re de le voir se dép lacer à plus de 

l 5km de sa co lonie pour se nourri r (Nell is, 200 l ). Il fréq uente souvent les li eux 

d'enfo uissement technique et les zones urba ines aux abords des places publiques, d s 

restaurant et des poubell es à la recherche de nourriture (Caron-Beaudoin et al. 20 13). 

De plus, des études récentes ont montré des corrélat ion entre les niveaux de BDE-209 

des goé land à bec cerclé de l' île Des lauri ers et la fréquentation des lieux 

d'enfou issement technique des régions avo isinantes (Gentes et al., 2015). Bien qu ' il y 

ai peu d' in fo rmati ons sur l' accumulati on des PBDE au cours de sa péri ode de 

mi grato ire, le goé land à bec cerclé représente modèle d'étude idéale pour étudier la 

contaminati on aux PBD E dans la région de Montréal et les zo nes environnantes, mais 

auss i afi n de déterminer comment l'orga ni sme de cette espèce avi aire sauvage réagit 

à cette contaminati on. 
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1.2 Hypothèses et objectifs 

Les goélands à bec cerclé nichent sur l'î le Deslauriers à proximité d ' une zone 

fo ttement to uchée par la pollution d'origine anthrop ique (région de Montréa l). De ce 

fa it, il s so nt exposés à une large gamme de polluants, dont les retardateurs de flamme 

halogénés tel que les PBDE. L'o bjectif principal de ce projet est de déterminer les 

re lations entre les concentrations de PBDEs accumulées et la transcription et 

l'activité des déiodinases hépatiques chez le goé land à bec cerc lé du fleuve St

Laurent. Les résultats de cette étude indiqueront les re latio ns entre la contamination 

de l' espèce et les déiodinases hépatiques de type 1, tant au niveau de l' act iv ité que de 

sa transcription et pourront stimu ler de nouve ll es pistes de recherches dans le cadre 

d'études futures. Ce projet s'i nscrit donc dans une démarche d'élucidation quant aux 

hypothèses de débromination du BDE-209 par les Dl chez un modè le av iaire te l que 

le goéland à bec cerclé. 

1.2. 1 Objectif spécifiq ue 

1. Déterminer s' il ex iste des re lat ions entre les concentrat ions hépatiques 

des PBDE fortement bromés (hepta-, oeta-, nona- et deca-BDE) , la 

transcription et l ' activi té des cléiodinases hépatiques de type I chez le 

goéland à bec cerclé nichant dans la région de Montréal, QC 

1.2 .2 Hypothèses 

1. La transcription et l'activ ité des déioclinases hépatiques de type I 

va ri ent en fo nction des concentrations de PBDE accum ul ées dans le 

foie du goéland à bec cerclé du fleuve St-La urent 

Cons idérant le potentiel de perturbation el u système thyroïd ien par les PBDE 

ains i que leur s imil arité structura le avec les TH, les co ncentrations de PBDE 

accumulées dans le fo ie provoqueraient un e induction ou une réduction de la 



18 

transcription des D 1 hépatiqu es qui se traduirait par une augmentation ou une 

diminution de l' activité des D 1 hépat iques chez le goéland à bec cerclé. 

2. Les individus ayant de fortes activi tés de Dl possèdent de plus fortes 

concentrations de hepta-, oeta- et nona-BDE 

Cons idérant la débromination du BDE-209 en congénères du gro upe des 

hepta-, oeta- et nona-BDE mise en év idence chez les oisea ux dans des études in vivo 

(Letcher et al. , 2014; Van den Steen et al., 2007), ains i que la possible impli cation 

des déiod inases dans cette réaction de biotransfo rmation , il es t prévu d 'o bserver de 

plus fo ttes concentrations d ' hepta-, oeta- et nona-BDE chez les goé land s à bec cerclé 

ayan t de fortes act ivités de Dl en compa ra ison aux indi v idus ayant de fa ibles activités 

de Dl. 



CHAP ITRE lT 

RELATlONSHIPS BETWEEN POLYBROMINATED D!PHENYL ETHERS, 
TRANSCRIPTION AND ACTIVITY OF TYPE 1 D E!ODINASE lN A GULL 

HIGHLY EXPOSED TO FLAME RETARDANTS 

A nthony Franço is a, Romy Técher a, Magal i l-:Ioude b' Philip Spear a and 

Jonathan Verreault a,* 

a Centre de recherche en toxicolog ie de l'env iro nn ement (TOX EN), 

Département des sc iences bio logiques, Université du Québec à Montréal , C.P . 8888, 

Succu rsa le Centre-vi ll e, Montreal , QC, H3C 3P8, Canada 

b Enviro nment Canada, Centre Saint-Laurent, 105 McGill Street Montrea l, 

QC, H2Y 2E7, Canada 

Accepted man uscript onl ine: 14 January 20 16, in Journal of environm ental 

toxico logy and chemistry 



20 

ABSTRACT 

Deca-brominated diphenyl ether (deca- BD E) mi xture, composed mainly of 
BDE-209, is subj ect to usage restri cti ons in No rth America and Europe, although 
global action on its continued use has yet to be undertaken. Relati vely large 
concentrat ions of PBDEs, especiall y BDE-209 and its higher-brominated degradati on 
products, have been reported in ti ssues of ring-billed gull s (Larus delawa rensis) 
breed ing near the densely-popul ated city of Montrea l (QC, Canada) . There is limited 
knowledge of BDE-209 biotransformation and tox icoki neti cs in birds. Deiodinases, a 
class of enzymes cata lyz ing thyroid hormone conversion, have been suggested to be 
involved in BDE-209 debromi nation in birds. The obj ective of thi s study was to 
invest igate th e re lati onshi ps between PBDE concentrati ons and type 1 deiodinase 
(Dl ) transc ri pti on and in vitro ac ti vity (microsomes) in li ver of Montrea l- breeding 
ring-billed gu li s. Ring-bi li ed gu li s exhibiting hi ghest 0 l activity in li ver microsomes 
accumulated the greatest liver concentrati ons of hepta- and oeta-BO Es. Activity of 
D 1 was in verse! y related to concentrati on rati os of BDE-209 to Oocta- and Ohepta
BD E. An even stronger in verse relati on was found between Dl activity and BDE-209 
to l:nona+octa+hepta-BD E concentrati on rati os. The mRNA levels of Dl in liver of 
gull s were in verse ly assoc iated with li ver concentrati ons of L:octa-BDE. The present 
find ings suggest that Dl is potenti all y in vo lved in BDE-209 biotransfo rmati on and 
accumu lation of higher-brominated PBDEs in li ver of rin g-billed gu li s. 

PBDE; deca-BDE; halogenated fla me retardants; 

biotransfo rmati on; deiodinase; in vitro assay; bird 
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2. 1 lntroduction 

Polybrominated diphen yl ethers (PBDEs) are a class o f ha logenated fl ame 

retardants (HFRs) used in a range of consumer products (e.g., plas tics, upholstered 

furniture, textiles, electronics, and insul ati on materia ls) to delay igni tion, and thus 

compl y with international fire safety standards. In 2009, the production and use of 

two commercial PBDE fo rmulati ons (i.e., penta- and octa-BDE) were banned under 

the Stockho lm Convention on Persistent Organic Pollutants (POP) [1] . The use of 

Deca-BDE, consisting of >97% of the full y brominated congener BDE-209, was 

recentl y phased-out in No rth Ameri ca and Europe (201 4), although it is still used 

today in many countries in Asia [2]. 

Bioaccumulati on of BDE-209 and severa! hi gher-brominated PBDE 

congeners have been reported in ti ssues of birds worldwide. For instance, in urope, 

BDE-209 was determined in peregrine fa lcon (Falco peregrinus) eggs from north 

(mean: 4.63 ng/g wet we ight) and south (mean: 4.79 ng/g wet we ight) Sweden [3]. 

Even greater BDE-209 concentrations have been reported in peregrine fa lcon eggs 

from North America (up to 136 ng/g wet weight in Ca li fo rn ia [4] and 50 .0 ng/g wet 

weight in Northeast USA [5]). ln As ia, li ver ti ssue of common kes trels (Falco 

tinnunculus) from northern China (Beijing area) contained unusuall y large BDE-209 

concentrations (mean : 367 ng/g wet weight) [6]. A study of free-ranging chi ckens 

(Gallus domesticus) samp led nea r an e-waste recycli ng site in China [7] also reported 

moderate liver concentrati ons of BD E-209 (mean: 5.20 ng/g wet weight) and two of 

its potential debrominati on products (BD E-207, mean: 2.0 ng/g wet weight and BD E-

196, mean: 0.38 ng/g wet we ight) . ln ring-billed gull s (Larus delawarensis) breed ing 

near the dense ly-populated city of Montrea l (QC, Canada), BDE-209 represented one 

of the majo r PBDE congeners fo und in li ver (mean: 57.2 ng/g wet weight) , making 

up between l 0 and 20% of I 45 PBD E congeners [8] . Severa! higher-brominated 

PBD E congeners that are known or putat ive degradation products of BDE-209 (e.g. , 
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BDE-196, -197, -201 , -202, -203, -204, -207, and -208) were also detectee! in liver of 

these rin g-bill ed gull s [8,9] as we il as in other species of birds from different regions 

[4,6,7]. 

Seq uenti al debromination was suggested as the ma111 biotransformation 

pathway fo r BDE-209 in birds [9-11]. For instance, Van den Steen et al. [ 1 0] 

demonstrated that European starlings (Sturnus vulgaris) exposed to BDE-209 

re leased from sil ast ic implants accumulated oeta- and nona-BDE congeners (e.g. , 

BDE-197, -206, -207, and -208) , which suggested that in vivo debromination ofBDE-

209 occurrecl in the se bi rd s. ln a noth er study conducted by Letcher et al. [ 11 ], grea ter 

concentrations of BDE-1 96, -197, -203, -206, -207, and -208 were fo und in American 

kestrels (Falco sparverius) fed cockere ls (Gallus domesticus) inj ectee! with BDE-209. 

However, to our knowledge, no informati on is ava ilab le on the enzyme system 

involved in the debromination ofBDE-209 in birds. Nonetheless, a study by Chabot

Giguère et a l. [9] showed that BDE-209 incubated with ring-billed gull li ver 

microsomes (NADPH was used as cofacto r) for 90 min did not yield higher

brom inated PBDE congeners, suggesting that cytochrome P450 (CYP) isoenzymes 

are unlikel y to be invo lved in the biotransformation of BDE-209 in liver of this 

spec ies. It was postul ated in thi s study, and another conducted on fi sh [1 6] , that 

de iod inases may catalyze bromine removal from BDE-209 in ve rtebrates. 

Deiodinases are membrane-bound se lenocystein enzymes associated with the 

cndoplasm ic reticulum in vertebrates [1 2]. The three isoforms of thi s enzyme (D l , 

D2, and D3) differ in their act ivity and distribution in peripheral ti ssues . Deiod inases 

catalyze iodine remova l from the prohormone thyrox ine (T4) to yield the active 

thyroid horm one triiodothyronine (T3) by outer ring deiodination (ORD) or its 

inactive fo rms, reverse-T3 (rT3) and diiodothyronine (T2), by inner rin g deiodinat ion 

(IRD) [13 ,14]. Dl has been shown to maintain equi librium ofthyro id hormone leve ls 

dur ing altered thyroid events (e.g., thyrotox icosis and iod ine defic iency) [15]. Dl 
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may also play a ro le in thyroid ho rmone clearance v ia formatio n of T 2 through both 

ORD and IRO. Because PBOE congeners share some structura l s imil ariti es with 

thyroid hormones, a growi ng number of studi es suggest that deiodinase-mediated 

debromination of PBOEs may take place in vertebrates. For example, Noyes et a l. 

[ 16] fed BDE-209 to fathead minnows (Pimephales promelas) for up to 28 da ys, 

followed by a 14-day depurat ion period, and observed changes in deiodinase (D 1 and 

0 2) mRNA levels in liver. It was suggested that D 1 mRNA expression levels were 

up-regu lated during the depuration period, while 02 mRNA showed a tran sienl up

regulat ion at day 14 and 42, and contro l-like mRNA levels at day 28 [ 16]. To our 

knowledge, no stud y has exp lored the linkages between tissue PBDE accum ul at ion 

and deiodinase express io n and act ivity in birds. 

The objective of the present study was to investigate the re lati o ns hips between 

liver PBO E concentrations, an d transcription and in vitro act ivity of 01 (a major 

dei odinase in bird li ve t") in ring-billed gu li s breeding near the metropo li s of Montreal. 

T he ring-billed gull is the most abund ant gull spec ies breeding in this area of the St. 

Lawrence River [17]. T hi s urban-adapted omni vorous bird is known to benefit from a 

wide a rray of anthropogenic-related habitats to forage (e.g., waste management 

fac ilities and urban a reas), and was shawn to be exposed to hi gh concentratio ns of 

PBDEs, and especiall y BOE-209 [18]. Moreover, hi gh PBOE exposure in male ring

bill ed gull s from Montreal area has been suggested to adverse ly affect bone (ta rsus) 

minera l density (i.e., bone tissue demineralization) [19], whi ch cou ld be li nked , 

among other factors, to thyroid horm one disruption. Recent findings from our 

laboratory further showed that PBDE concentrations in rin g-bill ed gull s were 

posi tive ly associated with the ratio of total T4 to T3 levels in plasma, and transcription 

of severa! genes invo lved in hypotha lam ic-pituitary-thyroi d (HPT) ax is (i.e. , 

synthes is, metabo li sm, transport, and action) [20]. We hypoth es ized th at 01 

transcription and in vitro activity in liver of ring-billed gull s a re re lated to li ver 

concentrations ofBDE-209 and its potential debromination products. 
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2.2 Materi als and methods 

2.2 .1 Sample co ll ection 

l'ieldwork was carri ed out in May 201 3 on Des lauri ers Island located in the 

St. Lawrence Ri ver, 3.25 km downstream of Mo ntrea l. Approx imately 44,000 pairs 

of rin g-billed gull s nest on th is island annually [2 1], which makes it the largest 

co lony in Eastern Canada. Adult males (n = 8) and females (n = 14) were randoml y 

se lected in ali areas of the colony and live-captured whil e incubating using a nest trap 

triggered from a di stance by a remote contro l. Birds were euthanized by cervical 

dislocation. The left lobe of the li ver was co ll ected within 5 min of euthanas ia, and 

aliquots wcre stored immed iately in li quid ni trogen and R ALater (Qiagen, Toronto, 

ON , Canada). The ri ght lobe of the li ver was kept on ice in a coo ler wh ile in the fie ld . 

ln the labo ratory, the left lobe of the li ver sto red in li qui d nitrogen was transferred to 

a -80°C freezer un til microsome preparati on (secti on 2.4.1) and the ri ght lobe was 

kept in a -20°C freezer until chemica l analys is (sec ti on 2.2). The li ver (left lobe) 

aliq uot kept in R ALater was stored at -80°C until Dl RNA extraction (section 2.3). 

Perm iss ion to co ll ect ring-billed gu lis was granted by the Canadian Wildl ife 

Service (perm it no. C-23), whil e capture and hand ling methods were approved by 

the lnst itut ional Conînîi ttcc ûn Pd1Î rnal Ca r~..~ of the Uni versi té du Québec à Montr~a l 

(permit no. 768), and complied with the guidelines issued by the Canadi an Couneil 

on Animal Care (Ottawa, 0 , Canada). 

2.2.2 PBDE analys is 

Live r samples were analyzed fo r 3 1 PBDE eongeners. The sample preparati on 

procedures which included li pid content determinati on, extracti on, and clean-up 

employed fo r the analys is of PBDEs in ti ssues of ring-billed gull s have been 

prev iously described [1 8], and were applied without modifi cation. Identifi cati on and 
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q uantificat io n of ta rget analytes were perfo rmed using a gas chromatograph (GC) 

coup led to a sing le quad ru po le mass spectrometer (MS) (Agi lent Techn o logies 5975C 

Seri es, Pa lo A lto, CA, USA) operating in the e lectron capture negat ive io nizalion 

mode (GC/M S-ECNI) [18]. T he analytica l co lumn (15 m x 0 .2 5 mm x 0. 10 ~un) was 

a fused-silica DB-5 1-fT capill ary co lumn (J & W Sc ientific, Brockv ille, ON, Canada). 

Quali ty co ntro l and ass urance procedures inc luded p rocedura l method blanks and 

sta nda rd reference materi a l (SRM 1947; Lake M ichigan fis h t issue) fo r each batch of 

ten sam ples . Blank correction of a li samples was perfo rm ed fo r the fo ll owing PBDE 

congeners: BDE-47, -1 97/204, -206, and -209. Mean (± SEM) interna i standard 

recoveri es f rom rin g-bill ed gull liver, blank and SRM 1947 sampl es were as fo ll ows: 

BDE-30 (90 .7 ± 2.4%), BDE -1 56 (92 .9 ± 3.6%), and [ 13C] BDE-209 (57.9 ± 3.7%) . 

Co ncentratio ns of PB DEs were quantifiee! using an in ternai standard approach, and 

thu s a li analyte concentrations were recovery-co rrected . M ethod limi ts of detect ion 

(MLODs; defï ned as s igna l to no ise ratio (SIN) = 3) and method limi ts of 

q uant ifica ti on (MLOQs; mi nimum amoun t of ana lyte produc ing a peak w ith IN = 

10) were based on rep licate analyses (n = 8) of matri x samples sp iked at a 

co ncentratio n of3 -5 tim es the estimated detect ion limi t [8]. 

2 .2.3 Hepatic Dl mRNA transcrip tion analys is 

Tota l RNA was extracted fro m l0-20 mg of rin g-bill ed g ull li ver stored in 

RNALater (kept at -80°C) using the RNeasy plus mi ni kit (Q iagen) fo ll owi ng the 

manufacture r' s instructions. Each sa mpl e was fi rst d isrupted in 50 j.!L of ch i lied RLT 

P lus buffer (Q iagen) us ing a steril e pl ast ic pestle and 550 Il L of RLT Plus buffer \,vas 

added , and further ho mogenized. A genomi c D A elimination step was inc lu ded 

using a gDNA e liminator spin co lumn (Q iagen) at 12,000 x g fo r 30 s at roo m 

temperature. RNA co ncentrati on and purity were estimated us in g a NanoDrop 1000 

spectrophoto meter (Therm o F isher Sc ientifi c, Miss issauga, ON, Ca nada). The 

abso rbance ratios (A260/A280) were between 1.9 and 2 .1 . RNA integri ty was 
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checked aga inst the Experion Automated E lectrophoresis System (Bio -Rad, 

Mi ss issauga, 0 , Canada) using the Experi on RNA StdSens Analys is kit (Bio-Rad). 

The R.: A Quality lndicator va lues were between 9 and lü . A tota l vo lume of 20 11L 

complementary DNA (eDNA) was prepared using the QuantiTect Reverse 

T ranscript ion kit (Q iagen) fo llowi ng the man ufacturer's instructi ons, and stored at -

20°C until real-time quantitative PCR ana lys is (qPCR). 

Gene sequences were not avai labl e fo r Dl or the 3 reference genes (see below) for 

ring-bi lled gull s. A primer pair desi gned by Crump et a l. [22] for chicken (Gallus 

ga llu s) Dl (access number: NM_ OO I097614.l; 5' -

TCTTTGTGCTGAAGGTGAAGTGG-3 ' (f01wa rd) and 3 ' -

AGGTCGGTTATCTCGCATGAAAC-5' (reverse) ; amp licon length 133 bp) and 

manufactured by IDT (Coralv ille, lA, USA) was va lidated for ring-bill ed gulls as part 

of a compan ion study [20] . Primer pairs for the 3 reference genes were designed 

based on chi cken mRNA sequences avai lab le o n NCBJ w ith P rimer-BLAST from 

N CBJ (Pr imer3 with Blast [23]). T he pri mer pairs used to amp lify the se lected 

refe rence genes (ana lysis by geNorm and Normfinder in GenEx) were as fo llows: 5 ' 

ACGGAGAATGTCGTGGTGTT-3' forward) and 5 ' 

GCAGTGCCATCACCTGTACT-3 ' (reverse) (ampli co n length 151 bp) for succinate 

dehydrogenase complex subunit A (SDl-lA), 5' -ACTACAACCACCTGATGCCC-3 ' 

(fo rward) and 5 ' -CTTCACGTCTTGCTTTGCGT-3' (reverse) (amp li con length lOI 

bp) fo r TATA box binding protein (TBP), and 5' -CATCACAGCAAGCGACACAG-

3' (forward) and 5 -GTACAGAGGTGTGGTTCCCG-3 ' (reverse) (amp li con length 

114 bp) for ribosomal protein L27 (RPL27). A ca li bration curve was performed fo r 

cach primer pair (sta rtin g eDNA concentratio n: 500 ng, 8 seriai dilutions) to est imate 

PCR efficienc ies (values were between 90-ll 0%) and limits of detect ion. T he qPCR 

amp li fications were run in 96-well s plate, and each reaction was performed in 

triplicate. Each we il cons isted of 5 11L eDNA template diluted at 50 ng/ flL, 6.5 11L 

iQ™ SYBR Green supermix (SYBR Green l dye, 25 units/mL iTaqTM DNA 
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polymerase, 0.2 mM of each d TPs, 3 mM MgCI2, 50 mM KCI , 20 nM Tris-I-!CI 

buffer, pH 8.4, 10 nM fluorescein and stab ili zers) , 0 .26 ~LL f01ward and reverse 

prim ers (200 nM each), and 0.98 ~tL DEPC-treated water. Cycl ing parameters were 

95°C for 2 min, then 40 cycles at 95°C for 15 s and 60°C for 5 s . Amplification 

specificity was verified w ith a melting curve. No-template control (NTC) wa 

included on each plate. Data acquisition was perfonned by CFX Manager software 

(B io-Rad). Quantification cycle (Cq) va lues were then imported into GenEx 5.31 

E nterprise software (Mu ltiD Ana lyses AB, Santa C lara, CA, USA), and fold change 

va lues were calcul ated after efficiency correctio n and normalization app lyi ng the 

comparative threshold method (t..6.Ct) [24] and Cq geometrica lmean as reference. 

2 .2.4 Hepatic microsoma l deiodinase activ ity determination 

2 .2.4. 1 Hepatic microsome preparation 

Ring-billed g ull li ver microsomes were prepared by differentiai 

ultracentrifugation based on previous work [9]. BrieOy, 400 mg of liver was thawed 

on ice and homogenized using a Potter-Elvehjem tissue grinder in a phosphate buffer 

(O.lM KH2P04, O.lM Na2HP04 ; pH 7.4). The homogen ized li ver was then 

transferred to a cool (approximate ly 4°C) polyallomer tube and centr ifuged at 9,000 x 

g fo r 15 min. The supernatant (S -9 f raction) was then centrifuged at 100,000 x g for 

60 min , and the resulting pellets were re-suspended in a phosphate-sucrose buffer 

(O. IM KI-hP04, 0.1 M Na2HP04 - 0.25M sucrose; pH 7.0) . The final microsomal 

suspension was a liquoted in 2 mL cryovia ls that were kept at -80°C until the D 1 in 

vitro activity assay (section 2.4.2 .). T he hepatic microsomal protein content was 

determined following the Lowry method [25]. 

2.0.4.2 Dl activ ity assay 
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Measurement of hepatic microsomal Dl activity was performed using an in 

vitro assay adapted from Noyes et al. [26]. Preliminary tests were conducted to 

determi ne th e optimal reacti on time (30, 45 , 60, 75 , 90, or 120 min) (S upplemental 

Data, Figure S 1) and substrate (unl abe lled -T4) concentration (0 .25 , 0.5 , 0.65 , 0.75 , 

l.O, or 2.0 J.!M) (Supp lemental Data, Figu re S2). The reaction using 1 mg of ring

bil led gull hepatic microsomal proteins was found to be linear up to 75 min with a T4 

concentration of 0.65 f.!M. Ali conditions, including reaction, blank, and contro l tubes 

were tested in dupli cate. Briefly, reaction and contro l (A and B) tubes consisted of 

ring-billed gull liver microsomes (1 mg proteins) in a potass ium phosphate buffer 

(0 .1 M KH2P04, O. lM a2HP04; pl-I 7.4) spiked with 0.5 f.lCi L-[ 125 I]T4 (Perki n 

Elmer, Wa ltham, MA, U A) and 0.65 J.!M of T4. Contro l A tubes, in wh ich no 

cofacto r was added, were used to moni tor for any non-microsomal biotic or abiotic 

transfo rmation, whil e in contro l B tubes (i.e., negative controls), propy l-n-thiourac il 

(PTU) (S igma Aldrich, St-Loui s, MO, USA) was used as specifie 01 inhibitor 

[12, 13,16] at concentration of2.5 mM (100% inhibiti on in gullliver microsomes; see 

section 2.5.3. and Supplemental Data , Figure S3) with the cofactor. Bl ank tubes 

consisted of ring-bi ll ed gull hepatic microsomes ( 1 mg proteins) in potassium 

phosphate buffer on ly. The final vo lume of the reaction was 500 J.!L for a li tubes. The 

tubes were first prei ncubated fo r 5 min at 4 1 oc (bird body temperature) in a water 

bath , and the reaction was started by add ing lü mM of the cofactor dithiothreitol 

(DTT) (S igma Aldrich) to ali tubes (except fo r contro l A) with a 5 f.lL syringe, and 

incubated for 75 min. The reacti on was term inated by the add ition of 500 f.!L ice-co ld 

methanol (Sigma Aldr ich) and the so lution was centrifuged (9,000 x g; 10 min). 

The concentrati ons of 1251-labeled T4 and its deiodinated products [125 T]'T2 and 

[125I]T3 (S igma Aldrich) were determined using a narrow-bore hi gh-performance 

li qu id chromatograph (HPLC) (1200 seri es; Agil ent Technologies, Toronto, ON, 

Canada) comprised of a degasser, binary pump, and auto matic injector. The inj ection 

vo lume was 15 ~LL. The mobi le phase (0.4 mL/min flow rate) was changed along a 
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linear grad ient between 0 and 9 111111 fro m 48% methanol:52% water (0. 1% 

phosphoric ac id) to 58% methanol:42% water (0 .1 % phosphoric ac id), and the final 

conditions were held until 14 min. A Z01·bax Ec li pse Plus C-18 co lumn (Solvent 

Saver HT; 3 x 50 mm ; 1.8 !lm partic le size) was used to separate [125 T] T4, [
125I]T2, 

and [125I]T3 (S upplemental Data, Figure S4), which were quantifi ed using a Perkin

Eimer flow scinti ll ation detector (Radiomatics mode! 61 OTR; 125 IlL vo lume; 

Gamma C-Fiow counting cell ; Boston, MA , USA) with a ProFSA data acqui sitio n 

package. Continuous peak monitoring was conducted at 230 nm using 400 nm as 

reference (series !lOO di ode-array detector; Agi lent Technologies) and a UV detector 

was used to determine retention times for authenti c T4, rT3, T3, and T2 standards. 

The hepatic microsomal 01 in vitro activity 1n ring-billed gull hepatic 

microsomes was detennined using the fo llowing equation: 

Where C25 I]T3 area (CPM) corresponds to mean [1251 ]T3 peak area in reaction tubes, 

[T4]i (!lM) to in itial sp iked T4 concentration, and [125 1]T4 area (CPM) to mean [125l]T4 

peak area in control A tubes. Microsomal T2 activ ity was calcul ated by substituting 

[125I]T2 area (CPM) in the first tenn of the equati on. Thi s resul t was divided by the 

time of reaction ( in min) and protein quantity (in g). D 1 act ivity was ca lcul ated using 

the individual T3 and T2 peak areas, however, since T2 can be fo rmed through both 

ORD and IRD, the present assay did not all ow discriminating between the relative 

contributions of ORO and IRD. For this reason, total Dl activity was calcul ated by 

summing [125l]T3 and C25 l] T2 formation rates (in pmol/min/g of proteins), and used to 

express overall Dl acti vity in rin g-billed gullli ver microsomes. 

2.2.5 Statist ica l ana lys is 
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Norm al distribution of the data was ve ri fied using the Shap iro-Wil k test. Because a 

norma l distribution co ul d not be achi eved fo r most va ri ables and because of low 

samp le size, non-parametri c tests we re used. Wil coxon tests were performed to 

dete rmine potential di ffe rences in hepatic Dl transcrip tion and activ ity as we il as 

PBDE concentrat ions between male and fe male ring-billed gull s. Spearman rank 

correlation was used to examine the strength of the relationships between D 1 

transcription and activity, and PBDE concentrati ons. Fo r these correlati on analyses, 

combined ma les and fema les were used. D l relat ive quantiti es (Dl RQ) were log2-

transfo rmed in order to di scriminate "hi gher" and " lower" D l mRNA leve ls between 

individuals (males and fe males combined) compared to thi s sub-populati on geometrie 

mean D l RQ. Thi s analys is yielded two separate groups, a high (n = 11 ) and a low (n 

= Il ) D l mRNA transcription group, fo r whi ch di fferences in D 1 activity and PBDE 

concentrations were analyzed using the Wilcoxon tes t. The low D 1 mRNA 

transcription group conta ined more males (n = 6) than females (n = 5), whil e the hi gh 

D 1 mRNA tra nscription gro up conta ined more fe males (n = 9) than males (n = 2). 

Liver concentration (ng/g wet weight) ratios of BDE-209 to Inona-, Iocta-, and 

I hepta-BDE and their combined sums Cinona+octa+hepta-BDE) were used as 

markers of sequential BDE-209 debrominalion as these erc shown to be the most 

abunda nt congener classes in in vivo studies of birds dosed with BDE-209 [10,11] 

and to correct for differences in liver PBDE concentrations between males and 

fema les (Supp lementa l Data, Figure S5). The statist ical package used was JMP 1 0.0.0 

(SAS lnstitute lnc., Cary, NC, USA), and tests were considered to be signifi cant 

when p :S 0.05 or tendencies when 0.05 < p :S 0. 1. 



3 1 

2.3 Results 

2.3.1 Hepatic PBDEs concentrations 

Tableau 2.1 Mean(± SEM) relative contributions CYo) to I31PBDE 

concentrations and mean and range concentrations (ng.g-1 wet weight) ofPBDE 

congener classesa determined in live1· ofcombined ring-billed gull males and 

females (n = 22) breeding in Montreal arca (QC, Canada). 

Relative 
Mean± SEM Range 

Contribution 

L 3Di-BDE 0.1 0.16 ± 0.03 <MLOQ- 0.41 
Tri-BDE 0.1 0.11 ± 0.02 0.02- 0.39 
Is Tetra-BDE 20.6 26 .3 ± 3.81 9.36 - 68.6 

IsPenta-BDE 39.5 50.4 ± 7.75 ll.l-132 

I4Hexa-BDE 12.3 15.8 ±3 .13 3.76- 59.3 

I4Hepta-BDE 0.5 0.62 ± 0.15 <MLOQ- 2.34 

IsOcta-BD E 7.4 9.49 ± 1.85 1 .50 - 32.5 

I3Nona-BD E 6.9 8.81 ± 1.63 2.29 - 28.9 
Deca-BD E 12.5 15.9 ± 1. 90 2.98 - 32.5 

L31PBDE 128 ± 18.6 39.8- 334 

a I 3Di-BDE: BDE-7, -10, and -15 ; Tri-BOE: BDE-17 ; I 5Tetra-BDE: BD E-47, -49, -

66, -71 , and -77; I sPenta-BDE: BDE-85, -99, -100, -119, and -126; I 4T-Texa-BDE: 

BDE-153 , -1 39, -140, and -138 ; I 4Hepta-BDE: BDE-171 , -180, - 184, and -191 ; 

I sOcta-BDE: BDE-1 96, -1 97/-204, -201 , -203 , and -205 ; I 3Nona-BDE: BDE-206, -

207, and -208 ; Deca-BDE: BDE-209. 

MLOQ: Method li mit of quantification. 

Tetra-, penta- and deca-BDE (BDE-209) were the major congener classes found in 

ring-billed gull liver (Tab le 1). The 6 major PBDE congeners detected in both male 

and female ring-bi li ed gullliver were (in decreasing ord er) BDE-99, -47, -209, -153 , 

l 00, and -207 (S uppl ementa l Data, Figure S5). There was no difference in 
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concentrati ons o f the sum of a li 3 1 PBD E congeners (i .e. , L3I PBDE), Idi-BDE 

through Ipenta-BDE, I hepta-BDE and I nona-BD E between sexes. However, 

fema les tended to have lower I hexa-BDE (X2 
= 3.40; p = 0.07) and Iocta-BDE (X2 

= 3.15 ; p = 0.08) concentrati ons compared to ma les. Liver BDE-209 co ncentrations 

direct! y assoc iated with those of I hepta- BD E (r = 0. 66; p = 0.0007), Iocta-BDE (r = 

0.72; p = 0.0002) , I nona-BD E (r = 0.9 8; p < 0.0001 ), and Inona+octa+hepta-BDE (r 

= 0.95; p < 0.000 l) in combined male and female ring-bi !led gull s. Concentration 

ratios of BDE-209 to I nona-BDE (X2 = 4.48; p = 0.03), Iocta-BDE (X2 = 7.45; p = 

0.006), I hepta-BD ~ (X2 = 5.07; p = 0.02), and nona+octa+hepta-BD E (X2 = 6.73; 

p = 0.0 1) wcre s ignifica ntly lower in ma les compared to females . One male ex hibited 

unusua ll y high co ncentratio ns of PBDEs, and thus thi s bird was excluded fro m 

further analyses as it was identified as an outli er based on the Jackkni fe test. 
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2.3 .2 He pa ti c 01 transcripti on 

Tableau 2.2 Comparisons (Wilcoxon tes t) of mean (±SEM) tota l Dl activi ty 

(pmol.min-l.g-1), concentrations (ng.g-1 wet weight) of PBDE congener classes 

(see Table 1 for details on congener composition) and their su ms as weil as 

selccted PBDE concentt·ation t·atios between the two Dl transcription groups 

(i.e., high and low; see section 2.5.) in eombined male and fcmalc ring-billed gu lis 

brecding in Montt·eal at·ea (QC, Canada). 

Transcription groups 
Variables Low High p valu e 

(n = 11) (n = 11) 
Total 0 l activity 351 ± 19.6 278 ± 19.1 0. 1 
Tri-BO E 0.25 ± 0.05 0.18 ± 0.03 0.9 
I s Tetra-BDE 28.2 ± 4.48 24.3 ± 3. 15 1.0 
I sPenta-BDE 53.6 ± 8.73 47.2 ± 7.00 1.0 
I4 Hexa-BDE 25.3 ± 4.92 14.7 ± 2.25 0.4 
I 4Hepta-BDE 4.5 6 ± 0.78 2.35 ± 0.40 0.07 
I sOcta-BD E 13.7 ± 2.11 5.26 ± 0.97 0.006 
I 3Nona-BDE 29 .8 ± 3.36 18.8 ± 2.8 1 0.1 
BD E-209 18. 1 ± 1.69 13.7 ± 2.06 0.2 
L 31PBDE 157 ± 23. 1 114 ± 15.5 0.4 
BDE-209: I 4hepta-B DE 5.46 ± 0.77 7.5 6 ± 0.94 0.3 
BDE-209: l:5octa-BDE 1.64 ± 0.2 1 3.25 ± 0.35 0.01 
BDE-209: l:3nona-BD E 0.63 ± 0.02 0.72 ± 0.01 0.02 

BDE-209:Inona+octa+hepta-BDE 0.40 ± 0.02 0.52 ± 0.03 0.03 

The Dl gene transcripts were s ignificantly greater in female (1.4-fo ld) com pared to 

male ring-billed gull s (X2 
= 4.19; p = 0.04) . o relation was fo und between Dl 

mRNA levels and tota l 0 l activity (see section 2.5 .3.) in combined males and 

females . In ring-billed gull s for whi ch Dl mRNA leve ls were catego ri zed in the 

" low" Dl transcription group relati ve to th is sub-population geo metri e mean, to ta l Dl 
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activity tended to be greater (1.3-fold) compared to gull s that were categorized in the 

"high" Dl transcription group (X2 = 2. 18; p = 0.1) (Tab le 2). 

2.3.3 Hepatic D 1 act ivity 

Radi olabell ed [125 I]T3 and [125I]T2 were both quantifi ed in liver microsomes (l 

mg protei ns) of ring-billed gu Ils incubated during 75 min with [1251]T4 (Supplementa l 

Data, Figure S4). The addition of PTU in the assay resulted in the non-detection of 

neither [125 l]T3 nor [125l]T2 (S upplemental Data, Figure S4). Formation rates of 

[
1251JT3 (X

2 = 5.07; p = 0.02) and [125I]T2 (X
2 = 2.91; p = 0.09) were significant ly (or 

tended to be) lower in fema le ring-billed gull s compared to males. Tota l Dl ([ 125 I]T3 

+ [125 l]T2 fo rmation rates) activity in male ring-billed gull s (mean: 377 ± 35.8 

pmo l/min/g; range: 2 13-568 pmol/min/g) was signiflcantly hi gher ( 1.4-fo ld) (X2 
= 

5.70; p = 0.02) compared to females (mean: 279 ± 20. 1 pmollmin/g; range: 129-491 

pmol/min/g). 

2.3.4 Re lat ionships between hepat ic PBDE concentrations, and Dl transcription 
and activity 

The D 1 mRNA leve ls in li ver of combined rin g-bi li ed gull males and fema les 

were negative ly assoc iated with li ver concentrati ons of L:octa -BDE (r = -0 .45; p = 

0.03) and individual octa-BDE congeners : BDE-201 (r = -0.49; p = 0.02), BDE-1 97/-

204 (r = -0.45; p = 0.03), although it was not significant fo r BDE-1 96 (r = -0.37; p = 

0.08). o rela ti on was fo und between li ver Dl mRNA Jevels and concentrations of 

other PBDE congener classes or indi vid ual congeners. Combined males and females 

in the "low" Dl transcription group accumu lated significant ly greater (2.5-fold) li ver 

concentrat ions of L:octa-BDE (X2 = 7.43; p = 0.006); a trend that was a iso observed 

fo r l::hepta-BD E concentrations in this same group (2 -fo ld greater; X2 = 3.27; p = 

0.07) (Tab le 2). Moreover, gu ll s in the "high" D 1 transcription group exhib ited 

signifï cantly greater BDE-209:L:nona+octa+hepta-BDE concentration ratios (1.3-
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fo ld) (X
2 

= 4.84; p = 0.03), whi ch was cons istent w ith BDE-209:Inona-BDE ( 1.2-

fo ld greater) (X
2 = 5. 13; p = 0.02) and BDE-209:Iocta-BDE (2-fo ld greater) 

concentration rat ios (X2 
= 6.39; p = 0.0 1) (Tab le 2) . 

Tota l 0 l activ ity in li ver microsomes of gu li s (males and fema les combined) was 

inverse! y re lated to the ratios of BDE-209:Inona+octa+hepta-BDE concentrat ions (r 

= -0.55 , p = 0.008; Figure 1 ). Co nsistent in verse re lationshi ps were observed for the 

fo llowing co ncentration rat ios: BDE-209:Iocta-BDE (r = -0.48; p = 0.02; Figure 1 ), 

BDE-209:Ihepta-BDE (r = -0.47; p = 0.03; F igure 1), and BDE-209:Inona-BDE (r 

= -0 .35; p = O. l) . A positive re lationship, although not signi:ficant, was found between 

tota l D 1 activity and concentrations of I hepta -BDE (r = 0.40; p = 0.06) and Iocta

BDE (r = 0.38; p = 0.08) . Moreover, tota l Dl act iv ity tended to be pos itive! y 

assoc iated w ith concentrations of indiv idua l hepta- and oeta-B OE co ngeners: BDE-

180 (r = 0.4 1; p = 0.06) and BDE-1 97/-204 (r = 0.39; p = 0.07). No re lation was 

fo und between tota l D l activity, and BDE-209 and I3 1 PBDE liver concentrations. 
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2.4 Discuss ion 

2.4 .1 PBDE concentrations 

Hepatic BDE-209 concentrations tn Montreal-breeding ring-billed gull s 

generally were greater relat ive to those reported for severa! spec ies of birds from 

Europe [3 ,27] , but were within the same concentration range as reported fo r birds of 

prey, e.g., peregrine fa lcons in North A meri ca [5]. H owever, BDE-209 concentrations 

in ring-billed gull s were lower than severa! av ian species fro m Asia [4,6,7] where no 

usage restriction on deca-BDE has thus far been undertaken [2]. Moreover, PBDE 

co ncentrations and co ngener patterns found in liver of ring-billed gull s co ll ected in 

2013 differed sli ghtl y from those collected by Gentes et a l. [8] from the sa mc 

breeding colony in 2010. More specifica ll y, mea n BDE-209 co ncentrations in gull s in 

the present stud y were lower and contributed less to LJt PBDE concentrations 

(13.7%) compared to 2010 (25%) [8]. One potenti a l explanation wo uld be that these 

diffe rences are attributed to the overrepresentation of ma les in the 20 10 sa mpl e (6 

fema les and 22 ma les; no sex-specifi c mea ns were reported) relative to the present 

study ( 14 fema les and 8 ma les). In fact, because ring-billed gull samp le co ll ecti on 

was carried out between 1 and 28 days post egg-l ay ing in both these yca rs, fe ma les 

may have transferred a significant PBDE burden to their eggs [28]. Tnterest in g ly, li ver 

concentrations of hi gher-bro minated congeners Cihepta- and Inona-BDE, and BDE-

209) in female ring-billed g u li s did not di ffe r from those of males, w h il e I hexa- and 

Iocta-BD E concentrations tend ed to be lower in females co mpared to males. This 

genera l PBD E pattern difference between sexes was co ns istent w ith the in ovo 

transfer dynami cs fo r PBDEs reported e lsewhere that showed preferent ia l depo iti on 

of lower-bro minated PBDEs in to eggs co mpared to hi gher-bromi nated congeners 

(e.g., [28 ,29]). Furtherrnore, in a recent stud y [1 8], di fferences in fo raging s ite 

preferences (i.e. , time spent in waste management fac iliti es) led to greater BDE-209 

concentrations in plasma of male ring-billed gull s breeding in Montreal a rea, but not 
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1n females , which suggest that forag ing behav ior may 111 part exp lai n these sex

spec ific differences in li ver PBDE profi les . 

Concentrations of hexa-, oeta- and nona-BDE congeners that accu mulate in 

ring-billed gull liver can be influenced by envi ronmental exposure to BDE-209 

degradation products originati ng from abiotic (e.g. , UV li ght and heat) and biotic 

processes (e.g., bacterial activity and metaboli sm in vertebrates) [3 0,3 1]. For 

example, exposure of BDE-209 to UV li ght was shown to yield hexa-BDEs and 

traces of other lowcr-brominated congeners by photolytic debromination [30]. 

onetheless, hexa-, oeta- and nona-BDE congeners are also fo und in trace amounts in 

oeta-BOE and deca-BD E commercial mi xtures [32]. Hence, a portion of the higher

brom inated PBDE burden in rin g-billed gull li ver resulting from dietary and/or 

atm ospheric ex posure can origi nale, at !east in part, from these sources . However, 

because ring-bi ll ed gull s accumu late a seri es of potenti a l BDE-209 debromination 

products (e.g., BDE-1 96, -1 97,-20 1,-206, -207, and -208) (e.g., [8,9, present study]) 

th at are rare! y detected in ti ssues of aq uat ic orga ni sms such as fis h co ll ected from the 

St. Lawrence River near Montrea l [33] , further suggests that non-di eta ry exposure 

may be more important than dietary exposu re in explaining the bioaccumulat ion of 

the e higher-brominated congeners in thi s spec ies [18]. Thi s is partly supported by a 

study of Gentes et a l. [18] who fo und pos iti ve associat ions between the time spent 

fo ragi ng (determined using miniature GPS data loggers) in waste management 

faci li ties wher large amo unts ofPBDE-conta ining products are di scarded, and BDE-

209 concentrat ions in p lasma of male ring-billed gull s. Alternat ively, in vivo 

biotransfonnation of BDE-209 cou ld also have occurred in ring-billed gull (e .g., 

debrominat ion pathways med iated by hepatic deiodi nases). 

2.4.2 1-lepatic deiodinase type [transcription and activity 
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Type 1 deiodinase in li ver of vertebrates is impli cated in both ORD and !RD 

of thyroid hormones, which leads to the formation of the 3 main deiodinated 

products: T 3, rT3, and T2. The Dl possesses greater subs trate affinity for rT3 and T 3 

relative to T 4 [ 15]. The HPLC chromatograms of ring-bill ed gull hepatic microsomes 

incubated with T4 (and DTT as cofactor) showed that 2 peaks corresponding to T3 

and T2 were formed in the 75 min in vitro assay. A rT3 peak was identified in a few 

samp les, although values were below the method detection limit for quantification in 

ali samp les . T hi s suggests that both ORD and !RD took place in this in vitro assay, 

however, no information on the relative contributions of these 2 iod ine- remova l 

pathways could be obta ined. The PTU was used as a specifie inhibitor of Dl [12] , 

which has been shown to be the major deiodinase type present in bird liver, fo ll owed 

by much smaller act ivi ties of D2 and 03 [1 3,34]. Because D3 is a Iso capable of fRD 

(formation of rT3 from T4, and T2 from T3) [12,13] , and because no T 3, rT3 or T2 

peaks were detected in liver microsome incubates in which PTU was added , thi s 

confirms that both ORO and IRD were cata lyzed by D 1 in the present assay, but not 

02 or D3. T he absence of a rT3 peak above quantification li mit in a li sam pies may be 

explained by the greater affin ity of rT3 to deiodinases relative to T4 [ 15] , wh ich would 

have result:ed in its nearly co mplete degradation during the 75 min assay. 

Both hepatic Dl activity a nd mRNA leve ls differed between male and female 

ring-billed g ull s. Differences in hepat ic Dl activity and mRNA expression between 

sexes have been observed in some mamma 1 ian models . For ex am pie, Mi yash i ta et a l. 

[35] showed that after orchidectomy, male rats exhibi ted s ignifi ca ntl y lower D 1 

mRNA level s and activity. The Dl activ ity and mRNA concentrat ions reached 

control leve ls in the orch idectomied rats after testosterone injection. 1-l owever, no 

difference in D 1 mRNA levels and activity was observed after ~-estradiol (E2) 

administrat ion or ovariectomy in fema le rats. A more recent study by v osié-Jurjevié 

et a l. [36] a lso showed that orch idectomy of young rats resulted in a decrease in Dl 

activity and TSH levels, and that testosterone admini stration resulted in a recovery of 
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D 1 activ ity and T SH levels to control leve ls. However, there is to our knowledge no 

in fo rmation ava il ab le on th e underl ying mechani sms th at link testosterone leve ls, D 1 

acti v ity, and the regul ati on of the I-lPT axis in rats or any oth er vertebrates. 

Regardless, these s tudi es sugges t that sex hormones, and m ore spec itï call y 

testosterone, may play a ro le in the regul ati on of D 1 in li ver of rats, w hich may also 

be the case for bi rds. 

No re lati onship was fo und in present ring-billed gull s betw een hepatic Dl activity 

and its transcripti on. Ri ese et a l. [37] suggested that the absence of re lati on between 

D 1 mRNA express ion and act ivity in fem ale mi ce could be attribu ted to a reduced 

trans lationa l effic iency forD 1 (and other selenoprote ins) in fe males du e to E2 action 

because ovari ectomi zed fe males presented ma le-li ke hepati c Dl mRNA transcripti on 

leve ls assoc iated w ith increased hepatic Dl ac tiv ity. Sin ce the thyroid ax is is we ll

conserved among ve rtebrates, it could be suggested that s imil ar mechani sms leading 

to a mi smatch in Dl transcripti on and acti vity levels in ring-billed gull li ver may be 

at pl ay. Moreover, th ere a re a number of pos t-transcriptiona l and post-translati ona l 

events identifi ed fo r D2 in human and cbi cken. Fo r exampl e, a lternative spli c ing, 

presence of specifie sequence moti fs (selenocyste in in sertio n sequence: SECIS) and 

5 ' or 3 ' untranslated regions regul ating the express ion of D2, could a Iso occLll. fo rD 1 

[38]. S ince the regulati on of de iodinase mRNA leve ls and activity are dynamic, those 

events co uld lead to a mismatch between transcription and translation [39] , w hich 

may part ia ll y expla in the Jack of assoc iati on between Dl acti vity and mRNA 

transcription levels in ring-billed gull s. A lternati ve ly , the absence of a re lationship 

co ul d be attri buted to the di f ferent matri ces used fo r the ir dete rmination . H epati c 

microsomes were used to determine D l in vitro activity, whil e whole (homogenized) 

li ver was used fo r D l mRNA qua nti ficat ion. A lthough Dl is pr imar il y located in the 

endop lasmic reticulum membrane, a sm ail am ounl of D 1 can a lso be fo und in th e cel! 

membrane as demonstrated fo r examp le in rats [40]. 
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2.4.3 Re la tio nships between PBD Es, and Dl transcription and acti v ity 

Hepati c I nona-, Iocta- and I hepta-BD E concentrat ions were greater tn 

co mbined rin g-bill ed gull males and fema les in which li ve r Dl transcrip tion was 

lower as weil as in ind ividua ls that exhibited grea ter hepatic mic rosoma l total Dl 

acti v ity . Furthermore, concentrati on rati os of BDE-209 to I nona- and Iocta-BD E 

were grea ter in ind ivid ua ls in w hich D 1 mRNA tran script io n levels were larger. 

Mo reover, tota l D 1 activ ity was inverse! y re lated to concentrati on rat ios of BD E-209 

to I hepta-, Iocta- and I nona-BD E. However, no re lation was fo un d between li ver 

concentrati o ns of BDE-209 and D 1 mRNA transcription and tota l D 1 acti v ity in rin g

bill ed gulls. As suggested by Noyes et a l. [1 6] in a fi sh study, co mpensatory 

mechani sms can modul ate de iodinase express io n fo ll owing lo ng te rm ex pos ure to 

BDE-209 in response to decreased pl asma thyro id hormone levels. However, in thi s 

study, changes in de iodinase mRNA levels did not trans late into changes in 

de iodinase act iv ity [1 6]. Beca use the ring-billed gu li s have been chroni ca ll y exposee! 

in the ir env ironment to high co ncentrations of BD E-209 and other PBD Es [8, 18] , thi s 

may have e lic ited perturbatio ns of the ir H PT ax is. l n fact, a study f rom our research 

group on M o ntreal-breeding rin g-billed gull s fro m the sa me co lony uncovcred 

multiple re lati onships between c irculating thyro icl horm one leve ls, mRNA leve ls of 

severa! thyroid-re lated genes, and PBDE concentrati ons [20]. Hence, compensato ry 

mechani sms of the HPT ax is could expla in, at !eas t in part, the absence of an 

assoc ia ti on between to ta l Dl activ ity and li ve r BDE-209 co ncentrations in ring-billed 

gu lis. 
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2.5 Conclusions 

The present ring-billed gull stud y confïrmed that Dl is the major deiodinase invo lved 

in thyroid horm one deiodination in bird hepatic microsomes. Major putative BDE-

209 degradati on prod ucls (e.g., BDE-1 96, -1 97, -20 1, -206, -207, and -208) were 

detected in ring-bi lied gu Il li ver, and a num ber of relati onsh i ps were fou nd between 

their concentrati ons (and ratios to BDE-209 concentrations) and li ver D 1 

transcription and activity. However, despite these significant relationships, the 

present study des ign could not confirm that Dl -mediated debrominati on of BDE-209 

took place in ring-billed gull li ver. Moreover, despite that D 1 is the main deiodinase 

cxpressed in bird li ver (mi crosomes), it shou ld also be considered that 02 and 0 3 

may play simil ar rote as Dl with respect to BDE-209 biotransformati on in the non

microsomal fraction of hepatocytes or in other peripheral ti ssues . Ongo ing work in 

our laboratory is a iming to investigate the biotransformati on capacity of ring-billed 

gull hepati c mi crosomes towa rd BDE-209 using an in vitro assay targeting 

deiod inases, and the potential effects the co-incubati on of hepatic microsomes with 

BDE-209 may have on T4 deiodinati on rate in thi s assay. 
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Figure 2.2 Mean(± SEM) total deiodinase (Dl) activity (pmol.min-1.g-1
) in 

pooled liver microsomes of ring-billed gu lis (n = 5) for 6 reaction times (min). 

The reaction using 1 mg of rin g-billed gull hcpatic microsomal proteins was 

found to be lincar up to 75 min. 
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Figure 2.3 Relationships behveen unlabelled-thyroxine (T4) concentrations 

(~J.M) and tota l deiodinase (D 1) activity (pmol.min- 1.g- 1
) in poo led livcr 

microsomcs of rin g-bi lled g ulls (n = 5) rept·csented using A) M ichael is-Menten 

and B) L ineweaver-B urk plots. A T 4 leve! of 0.65 ~J.M was sclected for th e 

reaction using 1 mg of ring-billed gull hepatic microsoma l proteins. 



300 

,...-..... 

..-b 250 

..-
1 

c 
E 200 -
0 
E 
Q_ 

.......... 150 
>. ...... 

-::;: 
...... 
ü 
cu 100 

..--
0 

cu 50 ...... 
~ 

0 

1 • 
1 • 1 

• 

• 
• 

0 

• 
0.5 

• 
1 1.5 2 

PTU concentrations (mM) 

• 
2.5 

51 

3 

Figure 2.4 Rclationship betwccn conccntt·ations of propyl-n-thiouraci l 

(PTU) (mM) and total cleiodinase (Dl) activity (pmol.min-'.g- 1
) in poolcd liver 

microsomes of ring-billecl gu lis (n = 5). A PTU levcl of 2.5 mM rcsultcd in 100% 

inhibition of Dl activity in ring-billcd gullliver microsomes. 
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Figure 2.5 HPLC chromatograms showing pcaks of iodinc-labelled 

thyroxine (e 25l]T4) and its deiodinated products diiodothyronine ([ 125I]T2) and 

triiodothyronine ([125I]T3) in ring-billed gulllivcr microsomcs incubatcd A) 

without propyl-n-thiouracil (PTU; negative control) and B) with 2.5 mM of 

PTU. SF: Solvcnt front. 
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congenc1·s (or co-clution) to I3 1PBDE concentrations (ng/g wet wcight) 

detcrmined in livcr of male (M) (n = 8) and fcma lc (F) (n = 14) ring-billcd gu lis 

brcccling in Montreal arca (QC, Canada). 





CONCLUSIONS GÉNÉRALES 

En conclusion, ce mémoire a eu pour bu t de mettre en re li ef les re lat ion 

ex istantes entre les concentrati ons de PBD E, la transcripti on et l' ac tiv ité des 

déiodinases hépatiques de type l . Bien que plusieurs études se so ient intéressée à la 

biotransformation du BDE-209 ces travaux ont mis l'accent sur les produi t de la 

réaction, ce qui a permis de déterminer que la débrominati on séquentie ll e du BDE-

209 était la vo ie majeure de biotransformati on de ce composé chez les oiseaux et les 

poissons. Cependant, il existe peu d' informati on sur le système enzymatique 

responsable de cette réaction, ce qui laisse comme hypothèse l' implica ti on des 

déiod inases à cause des re semb lances structurales des PBDE avec les horm ones 

thyroïdiennes. Plusieurs indices témoignant de la débromination du BD E-209 ont pu 

être soulignés. 

Dans un premier temps, l'essai d 'activité des déiod inases a permis de 

déterminer que la Dl était la déiodinase majori ta irement impliquée dans la 

conversion des hormones th yroïdiennes dans les microsomes de fo ie de goélands à 

bec cerclé. L 'anal yse des échantill ons de foie a révé lé la présence de congénères de la 

classe des na na-, oeta- et hepta-BDE (e.g., BDE-1 96, -1 97, -201 , -206, -207, et -208) 

identifi és comme produits de débrominati on du BDE-209 chez les oiseaux. Bien que 

certains de ces composés puissent être générés par la dégradati on photolytique (UV) 

ou bactéri enne du BD E-209, il s sont retrouvés à de très fa ible concentrati on dans 

1 'environnement. Cependant, les co rrélati ons retrouvées entre 1 'activité de D 1 et les 

concentrations et rati o de PBDE ne permettent pas de confirmer présentement que la 

débrominati on in vivo du BDE-209 s'effectue chez le goé land à bec cerclé. Il est 

éga lement importa nt de mentionner qu e, bien que celte étude po rte sur la D 1 
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majoritairement exprimé dans le foi e des oiseaux (ici au ni veau des microsomes), il 

est poss ible de considérer que la D2 et la D3 puissent agir de façon similaire à la Dl 

vis à vis de la biotransformation du BDE-209 dans d'autres ti ssues périphériques . 

Afin de confirmer l' implicati on des D 1 dans la débrominat ion du BDE-209, 

d'autres expéri ences sont présentement en cours dans notre laborato ire. Dans un 

premier temps, il serait important de réa li ser des essa is de bi otransformati on du BDE-

209 avec les microsomes de goé land à bec cerclé et d'observer après incubati on 

l'appariti on de produits de débromination par rapport aux contrôles. Dans un second 

temps, il serait in téressant d'observer l' impact du BD E-209 sur la réaction de 

conversion des hormones thyroïdi ennes par la Dl en réa li sant un essa i d'activité avec 

co incubati on du BDE-209 en plus du substrat naturel de la Dl (T,t ou rT3). Cette 

manipu lation permettra d'observer s ' il y a un e diminution de l' acti vité de la Dl en 

présence du BD E-209 tandi s que l' essa i de biotransfo rm ati on permettra de déterminer 

si ces in teractions sont dOes à la biotransformati on du BDE-209 par la D 1. 

Bien que des mesures ai ent déjà été pri ses en Amérique du Nord, le mainti en 

de l' util isati on ainsi que l'exportati on de produits manufacturés contenant du BDE-

209 dans certains pays, condui t à renforcer le " réservoir" de BDE-209 dans 

l' envi ronnement. De p lus, la formation de congénères p lus fa iblement bromés suite à 

la débrom ination du BDE-209 attén ue les efforts de régulati on déjà menés pour les 

mélanges de penta - et oeta- BDE. L' importance d' une étude comme cell e-ci est 

l'apport de nouvell es info rmati ons permettant d'aider dans des processus décisionnels 

de régul ati on plus appropriés pour l'ensemble des PBDE, mais auss i d ' aider à la 

compréhension du devenir du BDE-209 dans l'organisme d'espèces aviaires et de son 

im pact sur le système th yroïdi en. 
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