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Résumé

Des délais de 3-4 ans ont été observés dans la maturation sexuelle des dorés jaunes
femelles (Sander vitreus) exposées a des modulateurs endocriniens (ME) dans la
Riviere des Outaouais. En raison du rdle que jouent les hormones thyroidiennes (HT)
dans I'initiation de la maturation ovarienne des poissons, un déréglement des HT était
alors suggéré. Le doré jaune est un grand prédateur, et représente ainsi un nouveau

modele d’étude des HT chez les poissons.

Les objectifs de cette étude étaient de déterminer si les taux d’HT étaient modulés
chez les dorés jaunes immatures exposés aux ME dans la Riviére des Outaouais, et de
développer un nouveau biomarqueur moléculaire, en clonant et en mesurant
I’expression hépatique des déiodinases. Deux déiodinases, les types I et II (D1, D2)
convertissent la pro-hormone thyroxine (T4) en hormone active triiodothyronine (T3),

tandis que la déiodinase de type III (D3) inactive ces deux hormones.

Les dorés jaunes immatures ont été capturés a Riviére Blanche, situé en aval des
émissaires des effluents municipaux d’Ottawa et de Gatineau, et & Plaisance, en aval
des effluents d’usines de pétes et papier, ainsi qu’a un site de référence (Deep River).
Le taux plasmatique de T, était plus du double chez les dorés jaunes de Plaisance,
tandis que les taux de Tj étaient plus élevés d’un facteur de 1,5 aux deux sites en aval,
comparativement a ceux de Deep River. De plus, le ratio molaire de T3:T4 était
diminué de 50% chez les individus péchés a Plaisance. Les trois déiodinases ont
ensuite été clonées et localisées dans les tissus du doré jaune, et leur expression a été
évaluée dans le foie des individus de la Riviére des Outaouais. La seule différence
observée fut a Riviére Blanche, ol le taux hépatique d’ARNm de D2 chez le doré
jaune était plus élevé que celui des poissons des autres sites. Les résultats de ce
nouveau biomarqueur moléculaire différent de ce qui serait attendu selon le mode de
régulation des déiodinases par la T; présenté dans la littérature, et suggérent que
d’autres parameétres doivent étre évalués afin de cibler I’effet des ME dans

I’environnement sur la cascade des HT des poissons. Par contre, le site de Plaisance se
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démarque au niveau de la modulation des HT, ce qui suggére que les effluents des
usines de pates et papier pourraient étre responsables de cet effet, et contribuer au
retard dans la maturation sexuelle des femelles. Ces travaux mettent en exergue
I’intérét d’étudier le systeme thyroidien du doré jaune en tant que modéle de grand

prédateur, et présentent les déiodinases comme nouvel outil d’étude chez cette espece.

Pt~ O ﬁ =

Etudiant Directeur de recherche

iv



Remerciements

Avant tout, ce mémoire n’aurait jamais vu le jour sans Daniel Cyr. Il m’a accueilli
dans son équipe sans réserves et m’a généreusement offert I’accés de son vaste savoir
scientifique, ainsi que des conseils de navigation pour les eaux houleuses de la
recherche. Il m’a d’autant plus encouragé a découvrir et dépasser mes limites dans le

labo, dans les congrés et sur le terrain.

Ce projet a aussi bénéficié de 1’apport de collaborateurs de choix et amateurs de
péche: David Marcogliese, Henri Foumnier, Richard Pariseau, ainsi que de leurs
formidables équipes. Merci infiniment & Julie Dufresne et Mary Gregory de m’avoir

formée, guidée et d’avoir ensuite accepté que je partage mon expertise avec eux.

Un beau gros merci a tous mes consoeurs et confréres des réunions de lab : Johanna,
Valérie, Ben, Pan, Evemie, Alexandra, Stéphanie, Aurore, Isabelle et No&l. Votre
soutien, scientifique ou autre, a rendu mon séjour & I’IAF plus qu’agréable et j’en
garde des souvenirs hors-prix. Cela va de méme pour les autres professeurs, tous les
étudiants et le personnel de soutien. Je vous laisse la tiche d’élire une nouvelle « reine

des potins » et je vous souhaite un déménagement serein vers Laval.

Je ne peux négliger de remercier mes amis « externes » qui ont été trés nombreux a
écouter (souvent au prix d’un thé) le récit de mes succés et de mes déceptions
scientifiques. Je note tout particuliérement les merveilleux colocs avec qui j’ai habité

lors de cette aventure : Wendy, Jessica, Steve et Claudine.

Je réserve mes plus tendres remerciements & toute ma famille (immédiate et étendue),
du petit Zachary au grand Press, mais surtout et avant tout mes parents Paulette et
Andrew — pour tellement de choses mais particuliérement pour leur sagesse, leur
¢coute et leur foi inébranlable en mes capacités, mes grand-parents — de m’avoir
appris le cribbage, les régles du tennis et le secret du giteau au zucchini, et mon frére

André, de m’avoir légué sa joie de vivre et son sens de I’aventure. Je vous aime gros!

Je dédie ce mémoire & ma grand-mére, Rita Picard, qui est décédée en mai 2005, et

qui m’a appris que 1’amour est le plus beau de tous les cadeaux.






Table des matiéres

Résumé iii
Remerciements v
Table des matiéres vii
Liste des figures ix
Liste des tableaux ix
Liste des abréviations X
Introduction 1
PREMIERE PARTIE : REVUE DE LA LITTERATURE 5
Chapitre I : Le systéme thyroidien chez les poissons 6
1. Biosynthése, régulation et transport.............cccuveeverereeeseeeesrersessssesesessrsrssssssnns 6
1.1, Labiosynthése de 1a thyToXine ...........cceueuierineerereeeneieeeseeeeeseeseessere oo, 6
2. Larégulation CENtIAlE .........ceceeueeeeereeeriiriteeeneeeeeeeereeesesesesees e eeeresesnessoes 8
3. Letransport des HT .......cccoveemieeeeeiteritiieeteeeseeceneenseeeesesessesssssesess s e eans 11
3.1, TranSport SANGUIN ..........cccereeeererurrrerirresneriseseeseseessonsseseenesessessesessssssssssns 11
3.2,  Transport MEMBIANAIIE .........cceveereueerereirerinierenesieteseceaesesessesessesesssesenssnes 13
4. Régulation et métabolisme périphérique.............cveveeeeeevevererereerererersresenn, 14
4.1, DESIOALION.....ccuvueerrrerterrrirrererereteereer e sse et eeseeeesesesssesessesesesssrssenes 14
4.1.1.  Déiodinase de type 1 (D1).....ccecevurrevrereeerirereeeeeceereeseeesesesesssesesssrssens 16
4.1.2.  Déiodinase de type 2 (D2).........ccevrerererrrmeereeremeseeesssresesssssssssssssssesssnons 18
4.13.  Déiodinase de type 3 (D3).....ceceevreerreirireerereereneeeseeeseresessesesssessssesons 19
4.14.  Role des déiodinases dans la régulation périphérique des HT ................ 21
4.2, Sulfatation et glucuronidation ................cveeveeeeeereeereereersessserseesesssesssesns 23
5. Mécanismes d’action des HT ..........cceueuermvuerinireeereneeeenereesssessesssssseesssnssons 25
6. Fonctions phySiOlOZIQUES.........c.cvevvrerereuiriireeereeeeeeeeeeeeeeeesetesessesee oo eaes 27
6.1.  DEVEIOPPEMENL ........covrvrrirrrerrrrrrrtntetieitee e teeeseresesesssse e e sonsseseseses 27
6.1.1.  Développement eMbBIVONNAITE.............cceevererieemeneeeerrereesserereresessseseesns 27
6.1.2.  Développement larvaire, métamorphose et saumonification ................. 29
6.2, CIOISSANCE .......coeuemeeirirrerenennreresereese ettt ste e eeeseeessete e e s esssesese oo 31
6.3.  REPIOAUCHON ......vevvveueriieteretceceeecre ettt eeere e et 33
6.3.1.  Maturation sexuelle de la femelle............occecvvvvverevverereerereeeeoeeeeoe, 33
6.3.2.  Maturation sexuelle du MAlE.............cccuevvveeeeeeneeeereeesereeeoeeeoeeee o, 35
6.3.3.  Interactions HT et GnRH, GTH, TRH et TSH.......coovevvvevememeeeeosenn, 37



Chapitre II : Les modulateurs endocriniens du systéme thyroidien des poissons39

7. Les modulateurs endocriniens : une problématique mondiale........................ 39

7.1.  Implications pour la santé humaine .........ocovrerreerrerireerierisseerisrnnneennesressns 40

8. Sources et types de modulateurs thyroidiens retrouvés en milieu aquatique...41

8.1.  Métaux et polluants organiques persistants (POP)...........ccccevvvvererucrucnnnnne 41
8.2.  Effluents MunIiCIPAUX ......cccoreerverreresrerreessuesseresuesseneessesssesssessssossnesssssssesas 44
8.3.  Effluents des usines de pates et PAPIET........cocrerveervrenersersssununisrssenssnninsens 45
9. Mode d’action et biomarqueurs des modulateurs du systéme thyroidien........ 47
9.1. Biomarqueurs du déréglement de la cascade des HT chez les poissons......48
9.1.1.  Biomarqueurs MOIECUIAITES.......cceerreeeeerreccrerrreeririnrienresiesstssssrenssnenans 50
Chapitre III : Le doré jaune et la Riviére des QOutaouais 52
10. LedOoréJaune......occoieeiiiieeieenieercreeeissieessesnnesssusssnsescssesssnnssssassenessns 52
10.1. Distribution et cycle biologique du doré jaune.........c.cocevuvrvvnrinvcnnennne. 52
10.2. Importance écologique et CONOMIGUE ........ceereevuerirriinnissesseesensesnseennns 54
11.  La Riviére des QUtaouaiS .........ceverrrremrersnsessesiiesiissessecssisssssiessesssessesesens 55
12. Le doré jaune de la Riviére des Qutaouais..........coceveervecsrcsciseisseissnssnessnnens 57
DEUXIEME PARTIE : ARTICLE 59
Contribution de 1’étudiante 60
Résumé en frangais 61

THYROID DISRUPTION IN WALLEYE (SANDER VITREUS) EXPOSED TO
ENVIRONMENTAL CONTAMINANTS: CLONING AND USE OF I0DO-

THYRONINE DEIODINASES AS MOLECULAR BIOMARKERS............ 63
TROISIEME PARTIE : DISCUSSION ET CONCLUSIONS 103
Discussion et conclusions 105
Liste des références 112

viii



Liste des figures

Figure 1 : Structure de 1a thyroXine (T4)........cceveveereerereeiieierririeeeie e eessesesesesenanans 7
Figure 2 : Modéle de la cascade des hormones thyroidiennes................coovevevreeeveneennn. 9
Figure 3 : La désiodation des hormones thyroidiennes. ...............ccoevvveevrrireercennen. 15
Figure 4 : Distribution du doré jaune en Amérique du nord...............ecevevvvevererenennn. 52
Figure 5 : Carte de la Riviére des Outaouais ............cccceeveeerivreieeeeeieeeeeneeeeeeseeeeneens 55
Figure 6 : Relation entre I’dge et la maturité sexuelle du doré jaune de la Riviére des
OULAOUAIS ......cvviiiiiiiiicertece ettt s sr bt sr s st o st saesneseseneee 58

Liste des tableaux

Tableau 1 : Taux physiologiques d’HT plasmatiques ou Sériques................cccevneneee. 12
Tableau 2 : Déiodinases clonées chez les POiSSOnS.............cveveueerverreeeneerseesereeeeeenens 17
Tableau 3 : Caractéristiques enzymatiques de D2 .........c..oeevveiereveeniereeeceeeneesreeeenenns 19
Tableau 4 : Caractéristiques enzymatiques de D3 ...........ccoouvuvueeevreirinreeererernereneenns 20
Tableau 5 : Réponse des déiodinases de poisson & I’hyper- et I’hypothyroidie .......... 22

Tableau 6 : Usines de pates et papier déversant leur effluents dans la Riviére des

OULAOUAIS ...eevevreernrrieitrriireieeseeeeseeeesseseesressesseseesssnssssssesesssesssssessssesssssssssssessssns 56

ix



Liste des abréviations

11-kétotestotérone

acide acétylsalicylique

AMP cyclique

ARN messager

aurothioglucose

biphényls polychlorés

bisphénol A

constante de Michaelis-Menten
cytochrome P 4501A

déiodinase de type 1

déiodinase de type 2

déiodinase de type 3

désiodation de 1’anneau externe
désiodation de ’anneau interne
dihydrotestérone
3,3’-diiodothyronine

dithiothreitol

effluents d’usine de péte de sulfate blanchie
Energie atomique du Canada limitée
17B-estradiol

éthynyloestradiol
facteur de croissance insulinomimétique de type I

hormone de stimulation folliculaire

3B-hydroxystéroide déshydrogénase
gonadotrophine
Gouvernement du Québec, Ministére de

I’environnement et de la faune
hormone d’induction de la maturation

hormone de croissance

hormone de libération de la corticotrophine
hormone de libération des gonadotrophines
hormones thyroidiennes

hydrocarbures aromatiques polycycliques
iodoacétate

lutéostimuline

méthimazole

Ministére des Ressources Naturelles et de 1a Faune
modulateurs endocriniens

4-nonylphénol

Ontario

11-KT
ASA
AMPc
ARNm
ATG
BPC
BPA
Km
CYPlA
D1

D2

D3
ORD
IRD
DHT

T,

DTT
BKME
EACL
Ez

EE2
IGF-I
FSH
3B-HSD
GTH (GTH; et GTHy)
GQ-MEF

MIH
GH
CRH
GnRH
HT
HAP
Iac



pentachlorophénol
phosphodiestérase

polluants organiques persistants
polybrominated diphenyl ethers
prépro-TRH
6-n-propyl-2-thiouracil

Québec

radioimmunoessai

récepteur aryl hydrocarbon
récepteur de la TSH

récepteur X des rétinoides
récepteurs des HT
sélénocystéine

séquence d’insertion de la séléocystéine
sodium/iodide symporter
sous-unité B de la TSH
sulfotransférase

testostérone

thyréolibérine (ou hormone de libération de la
thyréostimuline)
thyréostimuline

thyroglobuline

thyroid peroxidase

thyroid response element
thyroxine

thyroxine-binding globulin
transthyrétine (ou préalbumine)
triiodothyronine
triiodothyronine inverse

uridine diphospho-glucuronyl transférase
vitellogénine

X1

PCP
PDE
POP
PBDE
ppTRH
PTU
QC
RIA
Arh
TSHR
RXR
TR (TRa et TRB)
Sec
SECIS
NIS
TSHp
ST

T

TRH

TSH
TG
TPO
TRE
T
TBG
TTR

I‘T3
UDPGT
VTG






Introduction

Depuis plus d’une dizaine d’années, la problématique des modulateurs endocriniens
(ME) inquiéte les scientifiques, le public et les législateurs. Les ME, dont plusieurs
sont présents dans I’environnement, sont des composés qui perturbent le
fonctionnement normal du systéme endocrinien. Les ME les plus connus sont les
xénoestrogénes, qui miment 1’action de ’estradiol. En revanche, les androgénes et les
hormones thyroidiennes (HT) sont aussi sensibles & de nombreux contaminants
retrouvés de fagon ubiquitaire dans 1’environnement, notamment dans les écosystémes

aquatiques.

Les HT jouent un rdle essentiel dans de nombreux processus physiologiques des
vertébrés. Chez les mammiferes, ils dirigent le développement neuronal du feetus et du
nouveau-né, et sont impliqués dans le métabolisme, la croissance et la reproduction.
Les HT dirigent la métamorphose des amphibiens, et servent d’intermédiaires
obligatoires dans le contrdle photopériodique de la reproduction chez les oiseaux. Du
cot¢ des poissons, les HT seraient surtout actifs au niveau du développement, de la
croissance et de la reproduction. Par exemple, la saumonification, la métamorphose
des poissons plats et la maturation sexuelle sont perturbés en cas d’hypo- ou
d’hyperthyroidie. Les poissons sont sensibles 3 de nombreux ME, dont ceux qui
affectent les HT. Ils ont donc maintes fois démontré leur utilité dans 1’étude des ME, a

la fois dans un contexte expérimental et comme sentinelles dans 1’environnement.

La présence de ME dans la Riviére des Outaouais est indiquée par des travaux
antérieurs du laboratoire, ainsi que par la présence de sources reconnues de ME, telles
que Ics usines de traitement des eaux municipales et de pates et papier. Dans le bassin
de la Rivi¢re des Outaouais, ces usines sont concentrées aux environs des villes
d’Ottawa et de Gatineau. Des suivis des populations du doré jaune (Sander vitreus)
ont relevé des retards de 3-4 ans dans la maturation des femelles en aval des villes

d’Ottawa et de Gatineau, comparativement a des sites de référence. En raison du réle



que jouent les HT dans la maturation sexuelle des poissons, il a été proposé que le

retard observé pourrait étre relié & un déréglement des HT chez le doré jaune.

Dans le but d’étudier I’effet d’une exposition aux ME sur les HT du le doré jaune, il
est nécessaire de bien comprendre la cascade des HT chez les poissons. Une bonne
connaissance de cette cascade guide alors le choix des biomarqueurs, afin de choisir
ceux qui seraient les plus sensibles et les plus représentatifs. La revue de littérature qui
se trouve en premiére partie de ce mémoire discute en détail du systéme thyroidien des
poissons. Les formes des HT, leur biosynthése et leur régulation seront présentes,
particuliérement en ce qui a trait aux déiodinases. Les déiodinases sont une famille de
trois enzymes qui participent A la régulation périphérique des HT, c’est-a-dire au
niveau des tissus extra-thyroidiens. Ces enzymes activent ou désactivent les HT selon
les besoins de 1’organisme, et sont d’ailleurs régulées au niveau transcriptionnel par
les HT chez le poisson. Le premier chapitre de la revue de littérature présentera aussi
les mécanismes d’action des HT et leur divers roles physiologiques, particulierement

au niveau du développement, de la croissance et de la reproduction des poissons.

Le deuxitme chapitre de cette revue comprend un survol des différents ME
susceptibles de perturber le bon fonctionnement des HT. Les modes d’actions de ces
ME seront mis en relief avec les différents biomarqueurs qui sont couramment utilisés
pour mesurer les effets d¢ ME sur la cascade des HT. De nouveaux outils et
biomarqueurs sont préconisés afin d’identifier quels ME agissent sur les HT, ainsi que
leurs mécanismes d’action. Entre autres, 1’expression des déiodinases est suggérée

comme biomarqueur moléculaire d’une perturbation des HT.

Finalement, le cycle biologique du doré jaune (Sander vitreus) sera présenté, ainsi
qu’une bréve description de la Riviere des Outaouais, afin d’introduire la

problématique des travaux de recherche.

La deuxiéme partie de ce mémoire contient le manuscrit de I’article issu des travaux
de recherche de ’auteur. Les objectifs de ces travaux étaient de déterminer si les HT
du doré jaune étaient modulées en présence de contaminants environnementaux dans
la Riviere des Outaouais, de cloner les trois déiodinases chez le doré jaune, et

d’évaluer si 1’expression hépatique des déiodinases pouvait servir de biomarqueur



moléculaire chez les dorés jaunes de la Riviere des Outaouais. Cet article a été soumis
au Journal of Molecular Endocrinology. La contribution qu’apporte cet article aux
travaux cités dans la revue de littérature sera soulignée dans la discussion de 1’article

et dans la conclusion de ce mémoire.






PREMIERE PARTIE

REVUE DE LA LITTERATURE



Chapitre I

Le systéme thyroidien chez les poissons

Les premiéres études sur la régulation du systéme thyroidien des poissons remontent
aux années 50. Au cours des années subséquentes, il apparait que la biosynthése, la
régulation et le métabolisme des hormones thyroidiennes (HT) sont, d’un point de vue
général, hautement conservés chez les vertébrés. Par contre, malgré de nombreuses
similarités avec ce qui est observé chez les mammiferes, la cascade des HT chez les
poissons présente certaines caractéristiques distinctes (revu en détail par Eales et
Brown, 1993). A moins d’indication contraire, la plupart des travaux cités ci-dessous

ont été effectués sur les poissons, principalement sur les téléostéens.

1. Biosynthése, régulation et transport

1.1. Labiosynthése de la thyroxine

La thyroxine (T4) est produite par la glande thyroide, dont les follicules sont dispersés
dans la région ventrale branchiale du poisson (Raine et Leatherland, 2000, Einarsdéttir
et al., 2006). Le follicule thyroidien est composé d’une couche simple de cellules
épithéliales, nommeées thyrocytes, qui englobent le colloide de la lumiére, ol a lieu la
biosynthése de T4. L’autre forme principale de HT, la triiodothyronine (T3), peut aussi
étre synthétisée par la glande thyroide mais serait plutdt formée a partir de la T4 dans
les tissus périphériques chez les poissons (Eales et Brown, 1993). La production et la

régulation de la T; seront décrites en plus de détails dans la section 4.

La T4 est une molécule dérivée d’un acide aminé, la tyrosine. Comme son nom
I’indique, la T4 comporte quatre ions d’iodures greffés a deux cycles phénols ; ces
derniers sont reliés par un pont diphényl-éther (Figure 1). Ainsi, la biosynthése des
HT nécessite un apport adéquat en iodure, qui provient de la nourriture mais

principalement de 1’eau, absorbé via un transport actif au niveau des branchies (Eales



et Brown, 1993). Les thyrocytes contrlent I’entrée d’iodure dans la glande thyroide
par une pompe spécialisée (sodium/iodide symporter, NIS) située 4 la membrane
basolatérale (Dohan et Carrasco, 2003). Le NIS n’a pas été caractérisé chez les
poissons, mais les follicules de ces derniers sont sensibles au perchlorate, qui est un

antagoniste du transport d’iodure par le NIS (Crane et al., 2005).

Pont diphényl-éther

I I CaH

HQ Q NH,

I |
Anneau extérieur Anneau intérieur
Positions 1'-6' Positions 1-6

Figure 1 : Structure de la thyroxine (T,)

Les iodures sont aux positions 3’ et 5° de I’anneau extérieur et aux positions 3 et 5 de
P’anneau intérieur. (Modifié de Eales et Brown, 1993)

A partir du cytoplasme des thyrocytes, 1’iodure est transloqué vers le colloide, ou il est
oxydé et couplé 2 la thyroglobuline (TG). La TG est une grosse protéine (> 200 kD)
sécrétée par les cellules folliculaires dans la lumiére, et qui comporte plusieurs résidus
tyrosines (Brisson et al, 1974). Sous la double action d’une peroxydase (thyroid
peroxidase, TPO) ces résidus sont iodés pour former des iodotyrosines et sont ensuite
reliés par un pont éther pour former les précurseurs des hormones thyroidiennes. Bien
que les études sur la TG chez les téléostéens remontent 2 il y a plus de trente ans, de
travaux récents confirment que I’iodure est incorporé dans une protéine identifiée
comme la TG chez la lamproie (Manzon et Youson, 2002). De surcroit, la présence de
la TPO est indiquée par des tests d’activité enzymatique chez les poissons
(Chakraborti et al., 1983 ; Eales et Brown, 1993). Le géne de la TPO a été cloné chez
deux espéces d’ascidies, des invertébrés marins (Ogasawara et al., 1999) mais reste a

étre étudié chez les poissons.



La TG iodée est stockée dans le colloide jusqu’a ce qu’elle soit reprise dans les
thyrocytes par pinocytose. Les vacuoles ainsi formées fusionnent avec des lysosomes
contenant des protéases, qui lysent la TG et libérent des iodotyrosines et la T4. La T4
diffuse alors dans le sang, tandis que les iodotyrosines sont désiodées et recyclées par
la cellule. La T4 est la principale forme d’HT secrétée chez les poissons,
particuliérement les téléostéens (Eales et Brown, 1993), bien que plusieurs indications
suggerent que la glande thyroide de I’esturgeon sécréte de la T3 (Plohman et al.,
2002a, 2002b).

2. La régulation centrale

A Vinstar des autres vertébrés, la régulation centrale de la T, chez les poissons passe
par ’axe hypothalamo-hypophysaire (Eales et Brown, 1993) (Figure 2). Selon le
modeéle classique, le premier régulateur de cet axe est la thyréolibérine (aussi appelée
« hormone de libération de la thyréostimuline » ; thyroid releasing hormone, TRH),
une petite protéine clivée de la prépro-TRH (ppTRH) produite par I’hypothalamus du
poisson (Hamano et al, 1996 ; Ohide et al., 1996 ; Aoki et al, 2005). Chez les
mammiféres, la TRH agit sur I’adénohypophyse, ou elle stimule la production de
thyréostimuline (thyroid stimulating hormone, TSH) par les cellules thyréotropes. Par
contre, chez les vertébrés inférieurs, le role exact de la TRH demeure ambigu (De
Groef et al., 2006). Chez les poissons, la TRH stimulerait la sécrétion d’hormones
telles la prolactine et I’hormone de croissance (growth hormone, GH) mais pas la TSH
ou la T4 (Melamed e al., 1995 ; Kabagu et al., 1998). La TRH induit I’expression de
I’ARNm de la sous-unité B de la TSH chez au moins deux espéces de poissons
(Chatterjee et al, 2001, Han et al., 2004). De plus, des lésions au niveau de
I’hypothalamus démontrent que les facteurs hypothalamiques auraient plutot un effet

inhibiteur sur la sécrétion des HT (Sukumar et al., 1997).

Plusieurs facteurs ont été proposés en tant que libérateurs et inhibiteurs (p. ex.,
somatostatine, dopamine) de la TSH (Larsen ef al., 1998), dont I’innervation directe
des cellules thyréotropes par les neurones hypothalamiques (Eales et Brown, 1993).
L’hormone de libération de la corticotrophine (corticotropin releasing hormone ;
CRH) et deux peptides semblables 4 la CRH stimulent la sécrétion de la TSH de

I’adénohypophyse du saumon coho, tandis que cette stimulation est bloquée par un



antagoniste de la CRH, le a-helical CRF (Larsen et al., 1998). L’effet paralléle de la
CRH sur les cascades thyroidienne et surrénale serait régulé au niveau moléculaire par
des récepteurs spécifiques a la CRH exprimés dans les différents types cellulaires de

P’adénohypophyse (De Groef et al., 2006).
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Figure 2 : Modéle de la cascade des hormones thyroidiennes
(Modifié de Eales et al., 1999)

Contrairement 3 la fonction ambigué de la TRH, le rdle clé de la TSH dans la
sécrétion de T est bien connu chez les poissons (Eales et Brown, 1993) (Figure 3).La
TSH est un hétérodimére composé de deux glycoprotéines: la sous-unité a est
commune aux gonadotrophines, tandis que la sous-unité B est propre a la TSH (TSHP)
et est régulée de fagon indépendante 4 la protéine . La TSHP de plusieurs poissons a
été clonée et son expression a été localisée dans 1’adénohypophyse, ainsi que dans les
gonades de certaines espéces (voir section 6.3.3.), et plus rarement dans le foie et les
reins (par ex., Ito et al, 1993 ; Salmon ef al., 1993 ; Martin et al., 1998 ; Yoshiura et
al., 1999 ; Chatterjee et al., 2001 ; Herzog et al., 2003 ; Wang et al., 2004 ; Han et al.,
2004).



Une fois sécrétée par les thyréotropes, la TSH circule jusqu’a la glande thyroide ou
elle se lie & son récepteur (TSHR) qui est couplé & une protéine G pour stimuler a la
fois la synthése et la sécrétion de T,. La TSH provoque plusieurs changements dans le
follicule thyroidien qui ont comme effet d’augmenter le taux de T4 dans le sang, bien
que cette augmentation varie selon I’espéce, la saison et la température (Eales et
Brown, 1993). Une injection de TSH provoque une hausse de I’entrée d’iodure dans
les cellules thyréotropes, ainsi que de I’activité de la TPO (Eales et Brown, 1993). Des
coupes histologiques confirment que sous I’action de la TSH, la hauteur des
thyrocytes s’accroit, le nombre de follicules augmente, leur forme et leurs
caractéristiques ultrastructurales sont modifiées (Smith et Grau et al., 1986 ; Nishioka
et al., 1987 ; Raine et Leatherland 2000). De plus, la TSH induit une plus grande
formation de vacuoles qui apparaissent & la surface apicale des cellules puisque la
micropinocytose normale est remplacée par une macropinocytose ; ceci entraine une
diminution du volume du colloide (Nishioka et al., 1987). Ainsi, une injection de TSH
stimule la sécrétion de HT, tel que confirmé par un marquage accru de la T4 (et de la
T;, tous deux liés 4 la TG) dans les vacuoles pinocytosées par les thyrocytes de
medaka et de truite arc-en-ciel, observé par immunolocalisation (Raine et Leatherland,

2000).

La boucle de rétrocontrdle négatif des HT est menée par la T4, qui inhibe I’expression
de TSH (Pradet-Balade et al., 1997 ; Yoshiura et al., 1999 ; Chatterjee et al., 2001,
Han et al., 2004) via un élément de réponse aux HT sur le promoteur de TSHp (Sohn
et al., 1999b), et qui agit parallélement sur les facteurs hypothalamiques impliqués
dans la libération de la TSH (Brown et Eales, 1993) (Figure 3). La supplémentation de
T; par voie alimentaire, par implant ou par injection peut aussi provoquer un
rétrocontrdle de la TSH (Larsen et al., 1997 ; Moriyama et al., 1997 ; Pradet-Balade et
al, 1997, 1999) mais la T; ne provoque pas habituellement une modification
significative du taux de T4 via I’axe hypothalamo-hypophysaire in vivo (Eales et
Brown, 1993 ; Eales et al., 1999 ; Kang et Devlin, 2003). Par contre, une exposition a
la Ty aurait un effet sur la cyclicité quotidienne de T4 (Leiner et MacKenzie, 2003).
Finalement, lorsque 1’hypothyroidie est induite chez le poisson, par exemple par
traitement aux goitrogénes tel le méthimazole ou a la thiourée, le rétrocontrdle est
relaché et la TSH augmente de fagon marquée (Larsen et al., 1997 ; Moriyama et al.,

1997 ; Pradet-Balade et al., 1997).
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Etant donné la multitude de roles que jouent les HT (voir la section 6), il n’est pas
surprenant que la cascade des HT interagit & plusieurs niveaux avec d’autres systémes
endocriniens. En plus du lien proposé avec les surrénales (Kiihn et al, 1998), les
hormones impliquées dans le développement des poissons, telles la GH et la
prolactine, peuvent aussi affecter la régulation des taux d’HT (Eales et Brown, 1993).
Des interrelations existent aussi avec les hormones du systéme reproducteur (Cyr et
Eales, 1996), qui seront présentées dans la section 3.3. Une discussion détaillée de
toutes ces interactions dépasse la capacité de cette revue mais il serait illusoire
d’étudier le systéme thyroidien des poissons sans reconnaitre la complexité des

facteurs qui peuvent interagir avec ce systéme.

3. Le transport des HT

3.1. Transport sanguin
Les HT, étant trés peu hydrosolubles, doivent se lier & des protéines de transport afin

d’assurer leur distribution par le sang jusqu’aux organes cibles (Mendel et al,, 1987).
Le pool d’hormone lié de fagon réversible a ces protéines, soit plus de 99% du taux
total de T4 et de T, agit aussi en tant que réservoir et tampon dans le maintien de
Phoméostasie des HT (Eales et Shostak, 1985 ; Eales et Brown, 1993). Notons que les
taux totaux (libre et li¢) d’HT plasmatiques sont généralement plus élevés chez les

poissons marins que les espéces d’eau douce (voir Tableau 1).

Les principales protéines plasmatiques se liant aux HT chez les poissons sont
’albumine, la transthyrétine (TTR, aussi nommée préalbumine) et des lipoprotéines
telles que la vitellogénine (VTG) (Cyr et Eales, 1989a, 1992 Babin, 1992 ;
Richardson ef al., 1994 ; Santos et Power, 1999 ; Yamauchi ef al,, 1999 ; Monteverdi
et Di Giulio, 2000). Ces protéines sont principalement exprimées par le foie
(Funkenstein et al, 1999, 2000 ; Santos et Power, 1999). Leur expression et leur
contribution au transport des HT varie de fagon considérable selon ’espéce, selon le
1dle que jouent les HT lors de divers processus physiologiques ainsi qu’en réponse a
une hausse de 17B-estradiol (E;) (Cyr et Eales, 1989a, 1992 ; Funkenstein et al.,
2000 ; Monteverdi et Di Giulio, 2000; Santos et Power, 1999 ; Yamauchi et al.,, 1999 ;
Richardson et al., 2005). Les protéines de transport, dont la VTG, ont aussi été

11



impliquées dans 1’incorporation des HT dans les ceufs, ce qui concorde avec le rdle
central que jouent les HT dans la croissance et le développement des poissons

(Funkenstein et al., 2000 ; Monteverdi et Di Giulio, 2000 ; Power et al., 2001).

Tableau 1 : Taux physiologiques d’HT plasmatiques ou sériques.

Espéce T, (ng/ml) T, (ng/ml) Référence
Espéces marines"
Sébaste (@ vivipare) 16,4-119,3 - Kwon et al., 1999
Sebastes inermis
Daurade 20-56,8 15-66,5 Cerda-Reverter et al., 1996 ; Power et al.,
Sparus auratus 2000
Denté commun 10-50 10-30 Pavlidis et al., 2000
Dentex dentex
Bar n.d.-40 5-18 Cerda-Reverter et al., 1996
Dicentrarchus labrax
Morue -4 10-18 Cyretal., 1998
Gadus morhua
Tambour rouge 2-18 12-24 Leiner et al., 2000

Sciaenops ocellatus
Espéces anadromes

Saumon d’Atlantique 3-17 2-9 Eales et al., 1991
Salmo salar Morin et al., 1993
Saumon coho 12,7-17,1 2-7 Sweeting et al., 1994 ; Ebbesson, et al.,
(saumonification) 1998
Oncorhynchus kisutch
Espéces d’eau douce
Truite arc-en-ciel n.d.-9 0,5-10 Cyret al., 1988 ; Holloway et
Oncorhynchus mykiss Leatherland, 1997
Tilapia 2-6 3-6,5 Van der Geyten et al., 2001
Oreochromis niloticus
Tilapia blackchin 2,18 5,69 Van der Geyten et al., 2001
Sarotherodon
melanotheron
Mrigal 1,3-2,5 - Roy et al., 2000
Cirrhinus mrigala
Choquemort 8,64 8,64 Zhou et al., 2000
Fundulus heteroclitus
Perchaude 15-50 0,8-6 Hontela et al., 1995 ; Levesque et al.,
Perca flavescens 2003
Perche n.d.-15 n.d.-15 Bau et Parent, 2000
Perca fluviatilis
Brochet n.d.-14 2-7 Bau et Parent, 2000
Esox lucius
Sandre 1-8 2-4 Bau et Parent, 2000
Sander lucioperca
Bréme 2-7 2.5 Bau et Parent, 2000
Abramis brama
Chevesne n.d.-15 n.d.-3 Bau et Parent, 2000
Leuciscus cephalus
Perche grimpeuse 29 - Chakraborti et Bhattacharya, 1984
Anabas testudineus
Non-téléostéen
Esturgeon jaune 0,2 (cultivé) 0,3 (cultivé)  Plohman et al., 2002a
Acipenser fulvescens n.d.-2,90(en  n.d.-9,65 (en
liberté) liberté)

® A moins d’indication contraire, ces taux ont été mesurés chez des juvéniles ou des adultes provenant
d’une population contrdle ou échantillonnés 4 un site de référence.
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La cascade des HT du poisson se démarque en plusieurs points des mammiferes, entre
autres par I’expression de VTG, qui peut aussi agir comme transporteur d’HT. De
surcroit, le plus important transporteur de la T4 chez I’humain, la thyroxine-binding
globulin (TBG) n’est pas exprimé chez les poissons. De plus, des études de liaison des
HT a la TTR de saumon coho et la daurade indiquent que cette protéine, un
homotétramere de 60kD, & une affinité beaucoup plus grande pour la T; que pour la
T4, a P'inverse de ce qui est observé chez les mammiféres (Santos et Power, 1999 ;
Yamauchi et al., 1999), un effet qui est attribué aux différences de structure de la TTR
des poissons, tel qu’évalué par cristallisation en comparaison avec la TTR de poule et

d’humain (Eneqvist et al., 2004).

Les HT sont aussi transportées dans le sang par les globules rouges (érythrocytes) :
selon les espéces de poisson, entre 53 15% de la T, et entre 14 et 41% de la T3 dans le
sang se retrouve dans ces cellules (McLeese et al., 1998). L’échange d’HT entre les
érythrocytes et le milieu plasmatique étant trés rapide pour T3 (50% en 30-40 s) et
plus lent pour T4 (50% en 30 min), les globules rouges agissent donc comme les
protéines de transport, servant de pool dynamique d’HT et tamponnant les

perturbations du taux plasmatique de T; (McLeese et al., 1998).

3.2. Transport membranaire

Seules les HT libres, c’est-a-dire celles qui ne sont pas liées & une protéine de
transport, peuvent pénétrer dans les cellules, oi elles induisent la rétroaction négative
de I’axe hypothalamo-hypophysaire, se font activer ou inactiver, et exercent leurs
nombreux effets physiologiques (Eales et Brown, 1993). Les HT, par leur nature
liposoluble, peuvent diffuser directement & travers la membrane plasmique : environ
15% de la T4 et 6-7% de 1a T3 qui pénétre dans les hépatocytes de truite arc-en-ciel a
des concentrations physiologiques s’y rendent par transport passif (Riley et Eales,
1993a, 1993b). La balance est incorporée par des transporteurs membranaires
saturables sélectifs énergie-dépendants, qui ne sont pas modifiés par la concentration
extracellulaire de Na* et qui fonctionnent probablement par endocytose (Riley et
Eales, 1993a, 1993b). Les caractéristiques des transporteurs de T; et de T; ont

plusieurs similarités entre elles mais certaines observations appuient ’hypothése de
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transporteurs distincts, ce qui permettrait aussi une régulation séparée de la quantité
extra- et intracellulaire de ces deux hormones (Riley et Eales, 1993b). Un membre de
la famille des transporteurs monocarboxylates, le MCT8, qui démontre un transport
spécifique des HT, a été identifié dans plusieurs tissus du rat (Friesema et al., 2003)
mais aucune étude n’a jusqu’a maintenant confirmé si un transporteur analogue était

actif chez les poissons.

4. Régulation et métabolisme périphérique

Bien que 1’axe hypothalamo-hypophysaire contrdle la régulation centrale de la T, les
voies métaboliques périphériques jouent un rdle tout aussi important dans
I’homéostasie des HT des poissons et assurent la régulation locale de la forme active
des HT, la T3 (Eales et Brown 1993 ; Eales et al., 1999). Ces voies incluent donc
I’activation des HT ainsi que 1’inactivation des HT par leur désiodation et leur
conjugaison A des groupements sulfates et & I’acide glucuronique. En concert avec
I’échange de HT avec les protéines de transport, les érythrocytes et les tissus, ces

voies métaboliques oeuvrent 3 maintenir ’homéostasie de 1’état thyroidien.

4.1. Désiodation

La T; est la forme bioactive des HT (voir section 2) ; par contre, la glande thyroide
sécréte la pro-hormone Ty. Ainsi, la T4 doit étre convertie en T3 dans les tissus
périphériques, par la soustraction d’un ion iodure de I’anneau extérieur de la T,
(outer-ring deiodination, ORD) (Figure 3). De plus, la désiodation de ’anneau interne
(inner-ring deiodination, IRD) de T et de Ts, produisant des iodothyronines inactives
(T3 inverse (rT;) et 3,3’-diiodothyronine (T,)), ainsi que 'ORD de rT;, sont
d’importantes voies métaboliques des HT et permettent de récupérer I’iodure des HT
avant ’excrétion de ces derniéres (revu par Eales et al., 1999 ; Bianco et al., 2002 ;
Sutija et Joss 2006). Les déiodinases, aussi appelées désiodases, sont les enzymes

responsables de la désiodation des HT.
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Figure 3 : La désiodation des hormones thyroidiennes.

Les déiodinases de type 1 (D1) et de type 2 (D1) prélévent iodure de la position 5°
de I’anneau extérieur de la Ty, tandis que la déiodinase de type 3 (D3) préléve I'iodure
de la position 5 de I’anneau intérieur. (Modifié de Brown et al., 2004b)

Trois déiodinases sont présentes chez presque tous les vertébrés : les déiodinases de
type 1 (D1; absente chez les dipneustes), de type 2 (D2) et de type 3 (D3), sont issues
de trois génes différents, catalysent soit I’ORD, I'IRD ou les deux, et sont
caractérisées par leur profil enzymatique, dont une préférence de substrats (Eales et
al, 1999 ; Bianco et al., 2002). Chez les poissons, comme chez les autres vertébrés, le
site actif des trois déiodinases contient un résidu sélénocystéine (Sec), un acide aminé
rare et essentiel & I’action catalytique de I’enzyme. En présence d’un cofacteur thiol,
le sélénium forme un complexe réversible avec I’iodure et le libére de I’HT. La Sec
est traduite par un codon UGA, qui indique habituellement la fin de la traduction. Une
séquence d’insertion de la Sec (SEC insertion sequence, SECIS) doit étre présente et
former une boucle i I’extrémité 3’ de ’ARN messager (ARNm) afin de recruter le
complexe protéique qui permet a 1’appareil ribosomal de traduire le codon UGA par la

Sec (Bianco et al., 2002). Toutes les séquences de déiodinases fonctionnelles clonées
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jusqu’a présent, chez toutes les espéces, contiennent une SECIS, quoique différentes
formes existent (Bianco et al., 2002 ; Sutija et Joss, 2006). Récemment, il a été avancé
que I’épissage alternatif de I’ARNm des déiodinases au niveau de la SECIS pourrait
permettre une régulation tissu- ou stade-spécifique de P’activité de ces enzymes chez

les poissons (Bres et al., 2006 ; Sutija et Joss 2000).

Les déiodinases, de par leur rdle clé dans la régulation des HT (autant par I’activation
et que par I’inactivation), ont été impliquées dans presque toutes les fonctions
physiologiques des HT chez les vertébrés (voir section 3). Les déiodinases
maintiennent 1’homéostasie des taux d’HT plasmatiques dans I’ensemble des tissus
périphériques qui échangent des HT avec le plasma, dont chez les poissons (Garcia-G
et al., 2004 ; Van der Geyten et al., 2005). Au niveau de la régulation centrale des HT,
elles sont essentielles au rétrocontrdle de la TSH par la Ty, qui doit étre convertie en
T3 dans I’adénohypophyse par ORD, pour que T5 puisse se lier au récepteur nucléaire
des HT et réguler ’expression de TSHp (voir la section 1.2 et 2) (Bianco et al., 2002).
Elles régulent aussi les HT de maniére tissu- et cellule-spécifique afin de favoriser et
de diriger ’action des HT dans les processus de développement, de croissance, et de
reproduction (voir section 3) (Bianco et al., 2002), chez les poissons (voir section 3).
A cet égard, leur réle le plus connu est sans doute la régulation de la métamorphose

des amphibiens (Brown, 2005).

Les déiodinases ont été étudiées en détail chez les poissons, a la fois au niveau
enzymatique et moléculaire, et ce, principalement dans le cadre de la régulation
périphérique de 1’homéostasie des HT. De plus en plus d’études soulignent leur
contribution a la régulation des fonctions physiologiques des HT, tel que décrit dans la
section 3. La présente section discutera principalement des caractéristiques des

déiodinases chez les poissons et de leur réle dans la régulation périphérique des HT.

4.1.1. Déiodinase de type 1 (D1)

La D1 catalyse ’ORD, et peut aussi avoir une activité IRD chez les mammiferes qui
est trés faible ou absente chez les poissons. Bien que la D1 fut la premiére déiodinase

A étre caractérisée et clonée chez les mammiferes (Bianco et al., 2002), sa présence
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chez les poissons n’a pas €té reconnue sans controverse, notamment puisqu’a I’inverse
de mammiferes, elle contribue trés peu 4 la conversion de T4 & Tz sauf dans le cas
d’une hypothyroidie (Van der Geyten et al., 2001, 2005). Chez le Xenopus laevis, D1
n’a été clonée qu’en 2006, et présente un profil d’expression restreint et une trés faible

activité dans les différents tissus sondés (Kuiper et al., 2006)

Le substrat préférentiel de la D1 est la rTs, avec une constante de Michaelis-Menten
(Km) de 160-330 nM chez le tilapia (Mol et al., 1993, 1997), de 180-200 nM chez la
truite arc-en-ciel (Orozco et al., 1997 ; Finnson et al, 1999), de 1250 nM chez le
tilapia bleu (Mol et al., 1997, Mol et al., 1998), de 84-420 nM chez le choquemort
(Orozco et al., 2000, 2003b), et de 800 nM chez la daurade (Klaren et al., 2005). En
plus des espéces nommées précédemment, I’activité de la D1 (ORD de 1T;) a été
mesurée dans divers tissus du saumon de I’Atlantique (Eales et al.,, 1993), du turbot
(Mol et al., 1998), de la plie canadienne (Adams et al., 2000) et de I’esturgeon jaune
(Plohman et al., 2002b). Chez I’ensemble de ces espéces, les besoins de la D1 pour le
dithiothreitol (DTT) (source de cofacteur thiol) sont faibles, étant généralement moins
de 10 mM ; le DTT inhibe méme I'activité de la D1 chez la daurade (Klaren et al,,
2005). A P’inverse de mammiféres, son activité n’est peu ou pas inhibée par le 6-N-
propyl-2-thiouracil (PTU) mais plutdt par P’aurothioglucose (ATG) et I'iodoacétate
(IAc). La D1 a été clonée chez le tilapia, le choquemort, le poisson zébre et la daurade
(voir Tableau 2).

Tableau 2 : Déiodinases clonées chez les poissons®

Espéce D1 D2 D3
Tilapia Sanders et al., 1997 Van der Geyten et al., Sanders et al., 1999
Oreochromis niloticus 2001
Turbot - Marchand et al., 2004 -
Scophtalmus maximus
Truite arc-en-ciel - Sambroni et al., 2001 Bres et al., 2006
Oncorhynchus mykiss
Choquemort Orozco et al., 2003b Valverde-R et al,, 1997 -
Fundulus heteroclitus (incomplet) ; Orozco et

al., 2002

Poisson zébre Thisse et al., 2003 Thisse et al., 2003 -
Danio rerio
Daurade Klaren et al., 2005 - -
Sparus auratus
Dipneuste australien - Sutija er al., 2003 Sutija et al., 2004
Norceratus forsteri
Morue - - Adams 1999
Gadus morhua

® ce tableau présente uniquement les séquences publiées
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Son expression et/ou son activité se retrouvent surtout dans le rein et dans le foie de
certaines espéces, puis dans I’intestin, le cceur, les gonades, les branchies, le cerveau,
Peeil et la peau. D1 est aussi exprimée de maniére stade- et tissu-spécifique (foie,

intestin, rein) lors de I’embryogenése du poisson zébre (Thisse et al., 2003).

4.1.2. Déiodinase de type 2 (D2)

La D2 catalyse uniquement I’ORD. Contrairement aux mammiféres, elle assure
presque toute la conversion périphérique de T4 & T3 chez les poissons (Eales et Brown,
1993 ; Eales et al., 1999). Pour cette raison, c’est la déiodinase qui a regu le plus
d’attention chez les poissons. Elle est particulitrement active dans le foie des
téléostéens, ou encore dans I’intestin des lamproies et des myxines (Eales et al.,
2000), tandis qu’elle joue plutdt un réle d’approvisionnement local de T3 dans certains
tissus de mammiferes (systéme nerveux central, adénohypophyse, tissus adipeux brun,

placenta) (Bianco et al., 2002).

L’activité de D2 a été caractérisée chez plusieurs espéces de poisson, tel que résumé
dans le Tableau 3. Briévement, selon des études de compétition, la D2 préfere la T,
comme substrat, puis la rT; et la T3, quoique ’ORD de la T; est généralement
négligeable. Chez les téléostéens, son K, pour T, et rT; est faible (de I’ordre du nM),
elle nécessite une concentration en DTT de 10-100 mM et elle est inhibée par ’ATG,

moins par I’JAc et est insensible au PTU.

La D2 a été clonée chez le tilapia, le choquemort, la truite arc-en-ciel, le poisson z¢bre
et le turbot (voir Tableau 2). Chez I’ensemble de ces espéces et celles nommées dans
le Tableau 3, son expression et son activité se retrouvent surtout dans le foie et dans
Pintestin de certaines espéces, dans la glande thyroide de I’esturgeon jaune (Plohman
et al., 2002b), dans la rétine, dans 1I’épithélium olfactif de la truite arc-en-ciel et du
saumon rouge (Plate et al., 2002), dans le poumon du dipneuste australien (Sutija et
al., 2002), puis de fagon irréguliére dans les gonades, dans le cceur, dans le cerveau,
dans les branchies, dans la peau, et peu ou pas dans le muscle, dans la rate et dans le
rein. D2 est aussi exprimée de maniére stade- et tissu-spécifique (adénohypophyse, et
faiblement dans la rétine et la vessie natatoire) lors de I’embryogenése du poisson

zébre (Thisse et al, 2003). Son expression fut observée dans la larve du turbot
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(Marchand et al,, 2004) et son activité augmente dans la larve du tilapia suite a

I’éclosion (Reddy et al., 1992).

Tableau 3 : Caractéristiques enzymatiques de D2

Espéce DTT" K. T, KnrT, Inhibé | Inhibé | Inhibé Référence
(mM) (nM) (nM) ATG PTU I1Ac

Choquemort | 25-35 | 0,5-0,9 1,0-11 Oui Non L Valverde-R et al.,
1997, Orozco et
al., 2000, 2002

Esturgeon 10 6,7 - Oui Non Faible Plohman et al.,

jaune 2002b

Lamproie 5-10 0,77-1,25 | - Oui Non Faible Eales et al., 1997

Morue - 1,7-1,9 - Oui Non Faible Cyretal., 1998

Myxine 50 - - Oui Faible Faible McLeese et al.,

d’Atlantique 2000

Plie 25-50 0,6-4 - Oui Non Non Adams et al., 2000

canadienne

Poisson-chat 20 1,09-1,49 | - Faible | Non Non Mol et al., 1998

Saumon coho | - 0,78-0,84 | - - - - Sweeting et al.,
1994

Saumon - 0,35-0,53 | - - - - Morin et al., 1993

d’Atlantique

Tambour 50-80 0,43-6,31 | - Oui Non Oui VanPutte et al.,

| rouge 2001

Tilapia 25-30 0,46-0,87 | - Oui Non Faible Mol et al., 1993,
1998

Tilapia bleu 30 1,23-1,46 | - Oui Non Faible Mol et al., 1997,
1998

Truite arc-en- | 10-25 0,63-2,5 8 Oui Non Faible Frith et Eales 1996

ciel Orozco et al., 1997

Turbot 30 0,41-0,54 | - Oui Non Faible Mol et al., 1998

* Concentration optimale de DTT
®N’a pas été mesuré

L’analyse du promoteur du géne de D2 révéle la présence d’une présumée boite

CAAT, de deux boites TATA-like et de sites de liaison des facteurs de la transcription

GATA-1 et Evi-1 chez la truite arc-en-ciel (Sambroni et al,, 2001), mais aucune boite

TATA et un site Sp1 chez le choquemort (Orozco et al,, 2002). Des études futures sur

la régulation de ces génes permettraient de déterminer la fonctionnalité de ces sites.

4.1.3. Déiodinase de type 3 (D3)

La D3 catalyse exclusivement I'IRD. Ainsi, son réle principal est I’inactivation de T,

et de T3, autant chez les poissons que chez les autres vertébrés, notamment dans le

systtme nerveux central, dans le foie et dans le placenta des vivipares (Eales et al.,
1999 ; Bianco et al.,, 2002). La D3 préfére la T3 i la T4, avec un K, dans ’ordre de
10 (nM) chez les poissons (voir Tableau 4). Ses besoins en DTT sont de 10-50 mM
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et elle est inhibée surtout par ’ATG, mais aussi plus faiblement par I'IAc. Le PTU
inhibe D3 seulement chez la myxine d’Atlantique (McLeese et al., 2000).

Tableau 4 : Caractéristiques enzymatiques de D3

Espéce DTT" K. T, KnT, Inhibé | Inhibé | Inhibé | Référence
(mM) | (aM) (nM) ATG PTU IAc

Esturgeon 10 R 3,3 Oui Non Faible | Plohman etal.,

jaune 2002b

Lamproie - - 1,3 - - - Eales et al., 1997

Dipneuste 15 - 4,5 - Non - Sutija et al., 2004

australien

Myxine 50 - - Oui-T4 | Oui Oui McLeese et al., 2000

d’Atlantique Non-T,

Plie 12,5- 0,6-4 0,6-4 Oui Non Faible Adams et al., 2000

canadienne 25

Poisson-chat | 30 - 4,6-6,5 QOui Non Faible Mol et al., 1998

Saumon coho | - - 0,77-3,2 | - - - Sweeting et al., 1994

Saumon - - 0,66 - - - Eales et al., 1993

d’Atlantique

Tilapia 30 - 5,4-22 Oui Non Faible Mol et al., 1998,
Sanders et al., 1999

Tilapia bleu 20-30 - 3,2-14 Oui Non Faible Mol et al., 1997,
1998

Truite arc-en- | 10 4.9 5,2-5,4 | Oui Non Non Frith et Eales 1996

ciel

Turbot 30 - 2,5-10 Oui Non Faible Mol et al., 1998

? Concentration optimale de DTT

® N’a pas été mesuré

La D3 a été clonée chez le choquemort, le dipneuste australien, et la truite arc-en-ciel
(voir Tableau 2). L’expression de I’ARNm de D3 est détectée dans le cerveau, le foie,
les branchies, le cceur, et les poumons du dipneuste australien (Sutija et al., 2004),
mais a4 un niveau faible ou absent dans le rein. Dans ’ensemble des espéces
caractérisées (voir Tableau 4), I'activité T4RD de D3 a été mesurée dans le foie, le
cerveau, et parfois dans les branchies, le cceur, et le muscle. La T4IRD apparait dans le
rein uniquement suite & une injection d’E; (Wiens et Eales, 2005). Parallélement,
Pactivité IRD sur T; est présente dans le cerveau, le foie, et dans la peau de la truite
arc-en-ciel lors du développement (Fenton et al., 1997), bien qu’elle soit faible dans
les branchies, le cceur et le rein (par ex. Wiens et Eales, 2005). L’IRD de T; et de T4
est aussi impliquée dans la régulation des HT dans la rétine de la truite arc-en-ciel et
du saumon rouge suite & une exposition a la T4 ou & I’hormone de libération des
gonadotrophines (GnRH) et a ét¢ mesurée dans I’épithélium olfactif de ces deux
espéces (Plate et al., 2002).
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4.1.4. Rdle des déiodinases dans la régulation périphérique des HT

Le taux plasmatique de T; est rigoureusement contrdlé chez les poissons, méme lors
d’importantes fluctuations du taux de T4 (Eales et Brown, 1993 ; Van der Geyten et
al., 2005). Puisque T; est peu actif dans le rétrocontrdle de 1’axe hypothalamo-
hypophysaire, la régulation du taux plasmatique T; s’effectue principalement au
niveau périphérique plutdt que par I’entremise de T; et la régulation centrale. Ainsi, en
plus de réguler le taux local de T; dans les tissus, I’ensemble des déiodinases
contribue a la régulation périphérique de Ts. Ceci est indiqué par des études montrant
que Dactivité des déiodinases est trés sensible & 1’état thyroidien, particuliérement
dans le foie. En effet, quelques équipes ont étudié la réponse des déiodinases suite a
Pinduction d’une hypo- ou hyperthyroidie, afin de mieux comprendre leur rdle dans la

régulation périphérique des HT.

Une hyperthyroidie induite par une supplémentation de Tj (et parfois de T4) diminue
Pactivité et I’expression hépatique de D2 et, de fagon irréguliére, de D1, tandis que
Pactivité et 1’expression hépatique de D3 sont augmentés (voir Tableau 5).
L’hyperthyroidie induit aussi une augmentation de D3 dans les branchies a forte dose
de T; ou de T4 (48 ppm) (Van der Geyten et al. 2005), ainsi qu’une diminution de D2
et de 'IRD de Ty (et non de T3) dans le cerveau de la truite arc-en-ciel (Fines et al.
1999). Le produit de ’'ORD de rT3;, nommé 3,5-T,, diminue aussi I’expression et
Pactivité de D2 et ’expression de D1 chez le choquemort, ce qui est la premiére
indication que ce métabolite est bioactif chez le poisson (Garcia-G et al., 2004). Deux
¢tudes ont aussi noté que la modulation de I’activité des déiodinases persistait ou
encore se renversait (c.-a-d. diminuait suite 4 une augmentation ou vice-versa) suite a

la fin du traitement (Van der Geyten et al., 1998, 2005).

En cas d’une Phypothyroidie induite par le méthimazole (MMI) ou suite 3 un jeiine,
Pactivité et ’expression hépatique de D1 augmentent de manitre assez constante.
Pour D2, le MMI tend & augmenter I’activité et ’expression hépatiquc dc D2 mais
Pactivité de D2 tend 4 diminuer suite 4 un jeline de 7 jours (voir Tableau 5). La
réponse hépatique de D3 est moins claire mais tend vers une diminution de I’activité
en cas d’hypothyroidie, tel qu’observé pour D3 dans les branchies et le cerveau de

certains poissons.
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Tableau 5 : Réponse des déiodinases de poisson a ’hyper- et I’hypothyroidie

Espéce (Réf.) Traitement D1 foie D2 foie D3 foie Autre®
Hyperthyroidie
Tilapia 12 ppm T; < activité | activité 1 activité «> activité
(Mol et al., 1999 ; alimentaire D3B D3C
Van der Geyten et
al., 2005) 48 ppm T, | activité 1 activité 1 activité 1 activité D3B
alimentaire > activité
DIR, D2B,
D3R, D3C
Truite arc-en-ciel 12 ppm T, < activité 1 activité 1 activité 1 D2C, D3C
(Fines et al., 1999 ; alimentaire | expression 1 expression (T,IRD)
Finnson et Eales, <> activité
1999 ; Bres et al. D2R, D3R,
2006) D3C (T5IRD)
Choquemort Immersion > activité | activité - -
(Garcia-G et al., Ty | expression | expression
2004)
Esturgeon jaune 12 ppm T, «> activité | activité < activité «> activité
(Plohman et al., alimentaire D1I, D2I,
2002b) D3I, DIC,
D2C, D3C
Tilapia 48 ppm T, 1 activité «» activité < activité 1 activité D3B
(Van der Geyten et alimentaire «» activité
al., 2005) DIR, D2B,
D3R, D3C
Choquemort Immersion > activité | activité - -
(Garcia-G et al., T, | expression | expression
2004)
Truite arc-en-ciel Immersion - 1 activité 1 activité 1 activité D3O
(Plate et al. 2002 ; T, «> activité —sexpression  «> activité
Bres et al. 2006) - D2R, D3R
expression
Choquemort Immersion > activité | activité - -
(Garcia-G et al., 3,5-T, | expression | expression
2004)
Hypothyroidie
Tilapia Jeiine 7 jours <> activité | activité 1 activité (j1) | activité
(Van der Geyten et | activité D3B* D3C
al., 1998, 2001 ; G2-7)
Mol et al., 1999) 0,2% MMI | activité
1 activité 1 activité | activité DIR, D3B,
T expression expression D3C
< activité
D3B
Tilapia blackchin 0,2% MMI 1 activité 1 activité | activité < activité
(Van der Geyten et T expression expression DIR, D3B,
al., 2001) D3R
Truite arc-en-ciel Jefine 7 jours 1 activité | activité - -
(Finnson et Eales,
1999)
Esturgeon jaune Changement 1 activité «» activité 1 activité 1 activité D31
(Plohman et al., de régime (T;IRD) (T;IRD)
2002b) < activité < activité
(T4IRD) D1I, D2I, D31
(T,IRD)

*B : branchies, R : reins, C : cerveau, I : intestin, O : rétine
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Ainsi, les déiodinases répondent rapidement (Van der Geyten et al., 1998, 2005) aux
déréglements de I'homéostasie des HT plasmatiques de maniére 4 corriger ’équilibre
et & maintenir les taux d’HT aux niveaux physiologiques optimaux. Les déiodinases
régulent aussi les taux d’HT en réponse a ou en concert avec divers stimuli endogénes
(par ex., stade de développement, plusieurs hormones), ainsi qu’avec des facteurs
exogénes qui sont souvent associés aux stimuli endogénes, dont la salinité,
I'alimentation, la photopériode/saison/température, et les contaminants
environnementaux (voir le chapitre IT) (Cyr et al., 1998 ; Eales et al. 1999 ; Orozco et
al., 2002 ; Brown et al., 2004b). Le stress est un bon exemple de facteur exogéne qui
agirait en paralléle ou en cascade avec les glucocorticoides pour modifier ’activité des
déiodinases (Kiithn et al., 1998). Par exemple, la manipulation et la perturbation
physique des truites arc-en-ciel tend & diminuer ’activité hépatique de type ORD et
augmenter I’TRD (Johnston et al., 1996 ; Todd et Eales, 2002).

Il est intéressant de constater que 1’expression des génes des déiodinase est souvent
aussi sensible (Van der Geyten et al., 2001, Bres et al., 2006) ou méme plus sensibles
(Garcia-G et al., 2004) que leur activité. Ceci se compare aux mammiféres et aux
amphibiens, chez qui D1 (absent chez les amphibiens), D2, et D3 sont régulées au
niveau transcriptionnel par T3 (Bianco et al. 2002). Par exemple, I’expression de D1
est un biomarqueur trés sensible de 1’état thyroidien chez la souris (Zavacki et al.

2005).

Compte tenu de I’importance des déiodinases dans le contrdle périphérique et local
des HT et de leur réponse rapide aux changements dans I’homéostasie des HT,
Pactivité et I’expression des déiodinases ont été proposées comme outils dans 1’étude
de la régulation périphérique des HT chez les téléostéens (Eales et al., 1999) (voir la

section 9.1).

4.2.  Sulfatation et glucuronidation

La sulfatation et la glucuronidation ont comme fonction de faciliter 1’élimination des
HT en catalysant leur conjugaison a des groupements qui augmentent leur solubilité,

et ainsi, leur élimination dans la bile (Finnson et Eales, 1996) et dans I’urine (Parry et
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al., 1994). Les HT peuvent aussi étre métabolisés par déamination, décarboxylation ou
par clivage du pont diphényl-éther (Figure 1). Par contre, ces derniéres voies n’ont pas
fait I’objet d’études poussées, méme chez les mammiferes, et n’auraient probablement

que des fonctions mineures dans la régulation normale des HT (Wu et al., 2005).

Les premiers travaux détaillés sur les voies de conjugaison hépatiques des HT chez les
poissons ont été effectués par Finnson et Eales, qui ont utilisés la truite arc-en-ciel
comme modele (1996, 1997, 1998, 1999). s ont détecté la production in vitro de HT
glucuroconjugés et sulfatés par des hépatocytes, ainsi que la présence des métabolites
conjugués de Ty, de T3 et de T4 dans la bile de truite (Finnson et Eales, 1996). Par
ailleurs, des HT glucuroconjugés sans HT sulfatés apparaissent dans le plasma et la
bile du tilapia aprés une injection de T; (DiStefano et al, 1998). Dans le foie de
poisson, il existerait plus d’une forme de 1’enzyme responsable de la glucurodination,
'uridine diphospho-glucuronyl transférase (UDPGT) (Finnson et Eales, 1997). Chez
la truite, il n’a pas été possible d’établir si plusieurs formes de la sulfotransférase (ST)
agissent sur les HT (Finnson et Eales, 1998). Par contre, six formes de ST qui
démontrent une activité envers les HT ont été clonées chez le poisson zébre et leur
expression a été évaluée lors de I’embryogenése et au cours du développement
(Sugahara et al., 2003a, 2003b, 2003c ; Liu ez al.,, 2005 ; Yasuda et al., 2005).

Des UDPGT et des ST sont aussi actives dans les reins mais leur contribution a la
clairance d’HT n’est pas modifiée en cas d’hyperthyroidie et serait plutdt déterminée
par la capacité de production d’urine (Parry et al, 1994). Du coté hépatique, des
truites maintenues avec différentes rations alimentaires, ce qui modifie 1’état
thyroidien, présentent des différences dans 1’activité des UDPGT et des ST qui leur
permet de complémenter les déiodinases pour réguler leur taux de HT (Finnson et
Eales, 1999). Par contre, aucun changement dans I’activité de ces enzymes n’a été
observé dans le foie de truites supplémentées en T;; dans ce cas, la régulation
périphérique de T; passe uniquement par les déiodinases (Finnson et Eales, 1999).
Ainsi les différentes UDPGT et les ST présentes dans le foie, et & un moindre degré
dans les reins, contribuent de fagon significative mais non exclusive au métabolisme

des HT, facilitant leur élimination des HT dans la bile et ’urine.
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Chez les mammiferes, les HT sulfatées peuvent étre soit déconjuguées (dans le cas de
TiS) (Kung et al., 1988), ou encore désiodées (TaS, TsS, et rT3S), ce qui permet
recycler I’iodure, dont la seule source extérieure est 1’alimentation (Visser, 1994). La
désulfatation in vitro de T3S par les hépatocytes de truite arc-en-ciel a aussi été
observée, ce qui laisse présager la possibilité d’une remise en circulation de la T;a
partir d’une réserve tissulaire de T3S (Finnson ef al., 1999). Par contre, les déiodinases
de poisson n’ont pas la capacité de désioder les HT sulfatées, méme que la désiodation
est inhibée chez les métabolites sulfatées (Finnson et al, 1999) ; les hormones
conjuguées sont donc évacuées par la bile sans qu’il y ait de recyclage de leur iodure
(Finnson et Eales, 1996). Le recyclage de I’iodure des HT n’est peut-étre pas
nécessaire pour subvenir aux besoins des poissons puisqu’ils peuvent en absorber

amplement a partir de I’eau via leur branchies.

5. Mécanismes d’action des HT

Les mécanismes d’action des HT ont été hautement conservées au cours de
I’évolution. En effet, les études chez les poissons  ce sujet confirment ce qui avait été
préalablement ou parallélement observé chez les mammiferes et chez d’autres
vertébrés, notamment les amphibiens. Ainsi, les HT agissent principalement par
I’entremise de récepteurs nucléaires spécifiques pour induire la transcription de génes.
De plus, I’affinité de T3 pour ces récepteurs est au moins 10 fois plus que celle de T,
d’ou le fait que la T3 est considéré comme la forme active des HT (Darling et al.,
1982 ; Bres et Eales 1986 ; Nowell et al., 2001).

Deux récepteurs des HT, TRa et TRp, ont été clonés chez plusieurs espéces de
poisson, et qui présentent chacun des isoformes issus d’un épissage alternatif
(Marchand et al., 2001, 2004 ; Liu et al,, 2000 ; Nowell et al,, 2001 ; Jones et al.,
2002 ; Kawakami et al, 2003a, 2003b). Ces récepteurs comportent chacun un
domaine de liaison & ’ADN en doigt de zinc et un domaine de liaison au ligand qui
sont hautement conservés (Marchand et al,, 2001). Les TR agissent en tant que facteur
de transcription ligand-dépendant en se liant aux éléments de réponse aux HT (thyroid
response element, TRE) situés dans les promoteurs de génes sous le controle des HT

(Liu ez al., 2000 ; Marchand et al,, 2001). Le TR forme alors un dimeére, soit avec un
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autre TR, ou plus communément, avec le récepteur X des rétinoides (RXR) (Bassett et
al., 2003). Dans la plupart des cas, en I’absence de T3, ce complexe recrute des
éléments co-répresseurs de la transcription, tels N-Cor et SMRT, qui modifient la
structure de la chromatine et réprime 1’expression du géne. Lorsque la Tj se lie au TR,
un changement dans la conformation de ce dernier libére les corépresseurs et favorise
la liaison d’une série d’activateurs de la transcription qui ont, entre autres, une activité
histone-acétyl transférase et permettent la liaison de ’ARN polymérase II ; le gene
cible est alors exprimé. A I'inverse, certains génes sous le contrdle des HT ont une

expression constitutive et sont réprimés en présence de T3 (Bassett ez al., 2003).

L’expression des génes de TRa et TR se retrouve dans un grand nombre de tissus de
poisson, bien que les patrons d’expression différentiels de ces deux types indiquent
qu’ils jouent des rdles a la fois simultanés et distincts, permettant a la T3 d’agir sur
une variété de fonctions physiologiques, notamment lors du développement (Liu ef al,
2000 ; Nowell et al, 2001 ; Power et al, 2001 ; Marchand et al, 2004) et en
interaction avec la cascade de I’acide rétinoique (Essner et al., 1997, 1999). De plus,
la transcription des génes de TRa et TRP sont sous le contrdle des HT (Liu et al.,
2000, 2002 ; Raine ef al., 2004). Bien qu’un TRE n’ait pas encore été identifi¢ dans le
promoteur des TR chez le poisson, un TRE fonctionnel est présent dans le promoteur
du TRP du Xenopus laevis (Ranjan et al., 1994) et de I'humain (Sakurai ef al., 1992).

Quelques mécanismes d’action non génomiques des HT seraient aussi présents et
moduleraient des changements trés rapides dans la cellule, par exemple au niveau des
canaux ioniques (notamment pour le calcium) et des mitochondries (Davis et Davis,
1996 ; Bassett et al., 2003). Une intégrine présente a la surface de la membrane
plasmique, avfs, lie la T, (et la T; avec une affinité moindre) et permet de 1’activation
de la voie MAPK et I’angiogenése induite par la T4 (Bergh et al., 2005). Cette action
non génomique des HT pourrait aussi stimuler la phosphorylation des TR, causant la
dissociation des corépresseurs et une activation accrue de la transcription (Jones et al.,

1994, Bassett et al., 2003).

Chez les poissons, la T; augmente 1’effet de la gonadotrophine sur la production d’E;
sans induire une synthése protéique de novo dans I’ovaire de truite arc-en-ciel (Cyr et

Eales, 1988a, 1988b) mais plutét en inhibant la phosphodiestérase (PDE): la
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dégradation de I’AMP cyclique (AMPc) par la PDE est donc diminuée, ce qui permet
a I’AMPc de stimuler la production d’E; de maniére prolongée (Cyr et Eales, 1989b).
Récemment, il a été signalé que la T; stimulait ’activité de la tyrosine hydroxylase
dans le cerveau d’un poisson chat via la voie de I’AMPc et des messagers secondaires
protéines kinases A et C (Chaube et Joy, 2005). Plus d’études sont nécessaires pour
démontrer I’importance des voies non génomiques, compte tenu la prépondérance du

mécanisme d’action classique de la T; via ses récepteurs nucléaires.

6. Fonctions physiologiques

Les HT sont essentielles a plusieurs fonctions physiologiques des vertébrés. Parmi
leurs roles les plus étudiés, notons leur contréle du développement du cerveau des
mammiferes et de la métamorphose chez les amphibiens. Chez les poissons, les HT
ont souvent un effet permissif sur plusieurs processus physiologiques,
particulierement en ce qui touche le développement, la croissance et la reproduction.
Ces processus sont tous régulés par une multitude de facteurs qui agissent en concert 3
des étapes précises du cycle biologique du poisson. Ainsi, les premiéres indications du
rdle des HT ont souvent été des corrélations entre les étapes critiques de ces processus
physiologiques et des variations dans la cyclicité des taux d’HT. Les études
subséquentes ont alors démontré I’effet d’administration d’HT ou de goitrogénes
(agents anti-thyroidiens) sur ces processus et tendent actuellement & préciser I’effet
des HT selon des paramétres enzymatiques (p. ex., désiodation), biochimiques et
moléculaires. Cette section présente donc un survol des études sur les roles des HT

dans le développement, la croissance et la reproduction.

6.1. Développement

6.1.1. Développement embryonnaire

La présence de T; et/ou de T, a été observée dans les ceufs de toutes les espéces (240)
de poissons étudiés jusqu’a présent (Tagawa et al, 1990b; Power et al., 2001 ;
McComb et al., 2005 ; Yamano, 2005). Ceux-ci proviennent d’un transfert maternel
des HT. La tendance générale indique une séquestration préférentielle de T, plutt que

de T3 dans les ceufs de poissons d’eau douce et I'inverse chez les poissons marins
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(Tagawa et al., 1990b). Tel que discuté dans la section 1.3.1, les HT se lient 4 la VTG;
de plus, le taux d’accumulation des HT dans les ovocytes du choquemort suit de prés
le stade vitellogénique, ce qui suggére que la VTG serait un des vecteurs du transfert
(et/ou de rétention) des HT dans les ceufs (Monteverdi et Di Giulio 2000). Par contre,
la diffusion passive de Tj & partir du liquide folliculaire serait peut-étre une voie de
transport plus importante (Tagawa et Brown, 2001 ; Raine et Leatherland, 2003). Le
taux d’HT dans les ceufs dépend aussi du taux d’HT maternel, puisqu’une injection de
T; chez la mére améne une augmentation de ’hormone dans ses ceufs (Brown et al.,

1988 ; Kang et Chang, 2004).

La baisse des taux de HT matemels dans les ceufs lors du développement
embryonnaire (Tagawa et al, 1990a, b ; Reddy ez al., 1992 ; Raine et Leatherland,
1999 ; Raine et al., 2004 ; Szisch et al., 2005) et la biosynthése de T, et de T3 avant
I’éclosion chez certaines espéces (Greenblatt et al., 1989 ; Crane et al., 2004), suggére
un role physiologique ainsi que la présence de voies métaboliques des HT lors de
I’embryogenése. Dans plusieurs cas, les ceufs qui sont supplémentés en HT (soit par
injection maternelle ou par incubation) présentent de meilleurs taux d’éclosion, de
survie larvaire et de croissance (Brown et al., 1988 ; Reddy et Lam, 1992 ; Hey et al.,
1996 ; Kang et Chang, 2004). Par contre, les mécanismes par lesquels les HT
favorisent le développement embryonnaire ne sont pas bien connus, surtout que le
développement n’est pas toujours avantagé par un traitement aux HT (Power et al.,
2001 ; Raine et Leatherland, 2003 ; Raine et al., 2004 ; Yamano 2005).

Sachant que I’action classique des HT passe par les récepteurs des HT, plusieurs
travaux ont confirmé que les récepteurs TRa et TRP sont exprimés chez I’embryon,
avant méme la formation des follicules thyroidiennes (Essner et al., 1997 ; Yamano et
Miwa, 1998 ; Llewellyn et al., 1999 ; Liu et al., 2000, 2002 ; Nowell et al.,, 2001 ;
Jones et al., 2002 ; Raine et al, 2004). L’activité de T; envers ses récepteurs est
confirmée par ’expression d’un géne rapporteur dans des cellules HeLa et dans des
embryons du poisson zébre en présence de T3 ou d’un analogue (TRIAC) (Essner e?
al., 1997 ; Liu et al., 2000). Il reste donc & démontrer si (et dans quelles circonstances)
la T; présente dans les embryons peut interagir avec ses récepteurs endogénes, ou si

ceux-ci sont couplés avec leurs co-répresseurs afin de taire I’expression de génes lors
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du développement, comme cela serait le cas pour TRa chez le poisson zébre (Essner et

al.,, 1997, 1999 ; Power et al., 2001).

L’ORD fut détectée dans les embryons de la truite arc-en-ciel (Raine et al., 2004) et &
un faible niveau chez un élasmobranche (Squalus acanthias) (Leary et al., 1999) mais
pas chez le tilapia (Reddy et al, 1992). Le role de T; dans I’organogenése est
fortement suggéré par I’expression de D1 et D2 stade- et tissu-spécifique chez les
embryons du poisson zébre (Thisse et al, 2003). Par contre, la plupart des études

tendent & suggérer que la production de T3 ne débute qu’aprés ’absorption du vitellus.

6.1.2. Développement larvaire, métamorphose et saumonification

Les HT seraient aussi nécessaires aux processus de développement suivant 1’éclosion
des poissons, dont la transition larve-juvénile, la métamorphose, et la saumonification.
Ce dernier phénomeéne englobe tous les changements physiologiques qui permettent
aux salmonidés de passer de I’eau douce & un milieu marin. Tous ces processus
impliquent des changements morphologiques importants, dont la restructuration de
tissus et I’organogenése, qui sont intimement liés & 1’action des HT, tel que détaillé

chez les amphibiens (par ex., Huang et al., 2001 ; revu par Brown, 2005).

Tandis que les embryons de poisson dépendent d’un apport maternel des HT, les
larves doivent rapidement prendre en charge la synthése de leurs propres hormones.
Chez les espéces dont les follicules thyroidiens ne sont pas actifs avant 1’éclosion,
I’expression de TSHP et la biosynthése de la T, débute quelques jours aprés
I’éclosion, souvent au moment de I’absorption du vitellus ou du début de
I’alimentation (Sullivan ez al., 1987 ; Brown 1997 ; Garcia Ayala et al., 2003 ; Raine
et al., 2004, Szisch et al., 2005 ; Einarsdéttir et al., 2006). La production de Tj par la
désiodation semble débuter suite a 1’éclosion, généralement peu aprés 1’absorption du
vitellus et augmente en concert avec la transition larve-juvénile (Sullivan et al., 1987 ;
Reddy et al,, 1992 ; Orozco et al., 2003a ; Szisch et al., 2005). Finalement, tel que
mentionnée, 1’expression des TR est déja amorcée mais peut aussi augmenter au cours

du développement larvaire (Llewellyn et al., 1999 ; Jones et al., 2002).
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Les larves vivent des nombreux changements lors de leur transition a 1’état juvénile,
qui leur permetient de se mouvoir librement, de se nourrir et d’acquérir les
caractéristiques des adultes de leur espéce (Power et al, 2001 ; Liu et al, 2002 ;
Szisch et al., 2005). Parmi les changements qui sont accélérés par les HT (T3 ou Tg),
notons I’absorption du vitellus, le développement des nageoires des larves, de la
vessie natatoire, de la structure de la téte et de la machoire, du tractus intestinal et des
glandes gastriques, de la musculature, du systéme immunitaire, de la rétine, la
croissance, le rythme cardiaque, et le changement de pigmentation de la peau, tandis
que les goitrogénes ont des effets contraires (Reddy et Lam, 1992 ; Brown, 1997 ;
Lam et al., 2005 ; Van der Ven et al., 2006). Par ailleurs, la T4 annule les effets des
goitrogénes (Liu et al, 2002). L’ensemble de ces transformations peut étre si
drastique du point de vue morphologique, biochimique, moléculaire et physiologique
qu’on parle de métamorphose chez les poissons plats, les lamproies et les anguilles

(Power et al., 2001 ; Yamano, 2005).

L’effet des HT sur la métamorphose des poissons plats fait 1’objet d’une littérature qui
dépasse la portée de cette revue. Briévement, I’activation des follicules thyroidiens et
une forte augmentation des taux de HT sont fortement corrélées au climax de la
métamorphose et les changements associés a cette transformation sont induits et
accélérés par un traitement au HT et inhibés par les goitrogénes (Miwa et Inui, 1987 ;
Tagawa et al., 1990a ; de Jesus et al., 1998 ; Schreiber et Specker, 1998 ; Power et al.,
2001 ; Yamano, 2005). Au cours des premiéres semaines, sous I’action permissive des
HT, la larve symétrique et pélagique s’aplanit pour devenir asymétrique et benthique,
un ceil migre de autre coté de la téte (Tagawa et Aritaki, 2005), les glandes
gastriques se développent (Huang et al, 1998), la forme de ses globules rouges
change (Miwa et Inui, 1991) et la composition protéique des muscles adopte la

composition adulte (Yamano et al., 1994).

Yamano et Miwa (1998) ont constaté que ’expression des isoformes de TRa et de
TR varie au cours de la progression de la métamorphose du cardeau hirame : TRoA
atteint un bref maximum au climax tandis que deux isoformes de TR augmentent au
climax et restent élevés jusqu’a la fin de la métamorphose. Ces motifs d’expression
sont spécifiques aux tissus et aux stades de la métamorphose, ce qui suggére que les

TR seraient les intermédiaires de 1’action multiple et coordonnée des HT lors de la
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métamorphose. Cette hypothése est appuyée par la forte augmentation de 1’expression
de TRa au climax de la métamorphose et par la montée graduelle de I’expression de
TR suite & la métamorphose de 1’anguille (Kawagami et al,, 2003b) et du turbot
(Marchand et al., 2004), ainsi que par I’expression tissu- et stade-spécifique des TR
chez les poissons en transition larve-juvénile (Liu et al., 2000 ; Nowell et al., 2001 ;
Power et al., 2001). De plus, D2 est surexprimée lors de la métamorphose du turbot
(Marchand et al., 2004).

Notons qu’a I’inverse des poissons plats, la métamorphose de la lamproie est induite
suite 4 une baisse des HT (Wright et Youson, 1977 ; Youson et al., 1994) et est
inhibée par les HT (Manzon et Youson, 1997). Ainsi, la plupart des goitrogénes (sauf
le PTU) stimulent la métamorphose (Manzon et al., 2001). De plus, I’activité des
déiodinases dans I’intestin semble contribuer a cette baisse coordonnée des HT, en
passant de la ORD a la IRD au début de la métamorphose (Eales et al., 2000). Par
contre, le mécanisme par lequel la baisse de HT stimulerait la métamorphose demeure

inconnu (Yamano, 2005).

Finalement, la saumonification, la période d’adaptation des salmonidés a la vie
marine, implique aussi ’action permissive des HT afin d’assurer le bon déroulement
d’importants  changements morphologiques (taille, forme), physiologiques
(osmorégulation en eau salée, composition et réponse des muscles, pigments visuels et
systéme olfactif) et comportementaux (dispersion et migration) (Sullivan et al., 1987,
Sweeting et al.,, 1994 ; Morin et al, 1995 ; Specker et al., 2000 ; Coughlin et al.,
2001 ; Edeline et al, 2005). Le taux de T, démontre un pic clair lors de la
saumonification et les changements dans ’activité des déiodinases dans divers tissus
(foie, cerveau, rétine, branchies) seraient corrélés avec cette période (Eales ef al.,
1993 ; Morin et al., 1993 ; Sweeting et al., 1994 ; Morin et al., 1995 ; Specker et al.,
2000, Plate et al., 2002, Orozco et al. 2002).

6.2. Croissance

Comme il a été observé chez les larves de poisson, les HT contribuent directement 3 la
croissance, en accélérant la prise de poids et la taille (et croissance squelettique) des
individus (Higgs ef al., 1977, 1979 ; Higgs et al., 1982 ; Woo et al., 1991 ; Toguyeni
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et al, 1996 ; Brown, 1997; Gomez et al, 1997; Kang et Devlin, 2003).
L’administration de T4 et surtout de T; permettent une augmentation de la
consommation de nourriture et du taux de conversion de celle-ci (ce taux est calculé
en divisant le poids de la nourriture consommée par le gain de poids de I’animal)
(Higgs et al, 1979). A P’inverse, les goitrogénes, tels le PTU et le perchlorate
d’ammonium ou de potassium, inhibent la croissance (Brown, 1997 ; Kang et Devlin,
2003 ; Crane et al., 2005 ; Van der Ven et al,, 2006), tandis qu’une hyperthyroidie
provoque des déformations morphologiques (Higgs ef al., 2002 ; Kang et Devlin,
2003).

Le processus par lequel les HT stimule la croissance n’est pas connu en détail et les
études sont souvent contradictoires. Par exemple, une augmentation du métabolisme
des lipides par les HT est suggérée par certains travaux, entre autres par la présence
d’un TRE dans le promoteur du géne de la lipase (De et al., 1988 ; Varghese et
Oommen, 1999 ; Oku et al., 2002 ; Kiessling et al, 2005). A P’inverse, d’autres
équipes n’observent pas cet effet ou alors un effet inverse (Farbridge et Leatherland,
1988 ; Woo et al, 1991; Kao et al, 1999), ou encore suggérent plutét un
rehaussement direct ou indirect du métabolisme des glucides par T3 (Fagerlund ef al.,
1984 ; Higgs et al., 1992 ; Ma et al., 2004). Par contre, il est clair que le rdle permissif
des HT dans la croissance implique des interactions parfois complexes avec plusieurs
facteurs, dont la GH (Farbridge et Leatherland, 1988 ; Kang et Devlin, 2003),
I’alimentation, le sexe, et les stéroides sexuels (Higgs et al., 1977 ; Leatherland et
Farbridge, 1992 ; Toguyeni et al., 1996 ; Beeuf et al., 1999 ; Valente et al.,, 2003 ;
Eales et al, 2004). Par exemple, tandis que la GH stimule la désiodation de T4 & T3
(MacLatchy et Eales, 1992 ; Leatherland et Farbridge, 1992), la T; induit la
transcription de I’ARNm et/ou la synthése de GH et d facteur de croissance
insulinomimétique de type I (IGF-I) (Moav et McKeown, 1992 ; Melamed et al., 1995
; Schmid et al., 2003). Un TRE a été identifié dans le promoteur du géne de la GH du
saumon de I’Atlantique, au niveau duquel la T; se lie aux TR pour réguler
I’expression de GH (Farchi-Pisanty et al., 1997 ; Sterberg et Moav, 1999). De plus,
une diminution de la quantité ou de la qualité de la ration alimentaire a un effet
généralement répressif sur le syst¢me thyroidien, notamment au niveau de la
désiodation (Flood et Eales, 1983, Kiihn e? al.,, 1998 ; Van der Geyten et al., 1998 ;
Finnson et Eales, 1999 ; Plohman et al, 2002b) et de la réponse de I’axe
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hypothalamo-hypophysaire (Leatherland et Farbridge, 1992). Le réle permissif des

HT sur la croissance est donc dépendant du régime énergétique du poisson.

6.3. Reproduction

Comme pour le développement et la croissance, le lien entre le HT et la reproduction a
éte soulevé suite & I’observation de corrélations avec les taux d’HT. Ces corrélations
ont été revues en détail par Cyr et Eales (1996), qui décrivent aussi les travaux
expérimentaux qui précisent et approfondissent nos connaissances sur les
interrelations entre les HT et la reproduction chez les poissons. Depuis 1996, plusieurs
études sont venues contribuer 4 1’état des connaissances sur ce sujet, surtout dit a
Papplication des techniques de biologie moléculaire. Malgré le nombre de facteurs
confondants qui interagissent avec les HT ainsi que les différences entre les espeéces
au niveau de la physiologie et des stratégies de reproduction, il est maintenant bien
accepté que les HT ont un effet permissif dans le développement du systéme

reproducteur des poissons.

6.3.1. Maturation sexuelle de la femelle

La maturation sexuelle des téléostéens vivant dans les climats tempérés se fait
habituellement sur une base annuelle, et comprend donc une série d’événements
coordonnés. Bri¢vement, chez les femelles, I’ovogenése débute sous 1’effet de la
gonadotrophine plasmatique (GTH ; certaines espéces auraient deux GTH : GTH,,
semblable & I’hormone de stimulation folliculaire (FSH) et GTHy, semblable & la
lutéostimuline (LH)), qui stimule la sécrétion des stéroides sexuels, dont I’Ey, par les
cellules thécales et de la granulosa de I’ovocyte pré-vitellogénique (Cyr et Eales, 1996
; Patino et Sullivan, 2002). L’E, circule jusqu’au foie et se lie 4 son récepteur pour
induire la vitellogen¢se. La VTG est alors incorporée dans I’ovocyte du stade
vitellogénique, ou elle est accumulée et clivée pour former les composantes
principales du vitellus. La maturation finale et I’ovulation de I’ovocyte seraient
régulées par la GTH (ou spécifiquement GTFy) qui stimule une progestagéne,
I’hormone d’induction de la maturation (maturation-inducing hormone (ou steroid),
MIH) (Ng et al., 1997 ; Patino et Sullivan, 2002).

33



De fagon générale, outre certains téléostéens d’eau douce indiens (dont la perche
grimpeuse), les taux d’HT sont augmentés lors de I’ovogenése et baissent au moment
de la fraie ou peu aprés (Cyr et Eales, 1996), ce qui a été observé récemment chez le
bar d’Amérique (Mylonas et al., 1997, 1998), le flétan de 1’ Atlantique (Bjornsson ef
al., 1998), la morue (Comeau et al., 2000), le dent¢ commun (Pavlidis et al., 2000)
mais pas chez le cyprin doré (Sohn et al., 1999a). La baisse des taux plasmatiques des
HT (surtout pour Tj, et ce, de fagon plus constante que pour T4) serait induite par la
montée de I’E,, tel que démontré expérimentalement par des traitements a I’E; chez la
truite arc-en-ciel (Cyr et Eales, 1989b ; Holloway et Leatherland, 1997 ; Mercure et
al., 2001 ; Wiens et Eales, 2005) et le saumon d’Atlantique (McCormick et al., 2005),
parmi d’autres espéces, sauf les poissons d’eau douce indiens (revu par Cyr et Eales

1996).

Les mécanismes par lesquels I’E; diminue le taux de T incluent notamment une
diminution marquée de la désiodation hépatique de T, et de T3 (Cyr et al., 1988 ;
Yamada et al., 1993 ; Cyr et Eales, 1996 ; Wiens et Eales, 2005), une augmentation de
I’IRD rénale de T3 (Wiens et Eales, 2005), et une modification de la liaison des HT
aux protéines de transport (Cyr et Eales, 1989a, 1992). Ceci est aussi réflété par une
diminution de ’expression hépatique de D1 et de D2 par I’estrogéne éthynyloestradiol
(EE2) de maniére concentration-dépendante chez des femelles gravides du poisson
zebre (Hoffmann et al., 2006). L’E, diminuerait aussi la capacité des récepteurs

nucléaires de lier la T; (Bres et al., 1990).

A P’inverse, la T3 (et plus faiblement, Ts) augmente la production d’E; en synergie
avec la GTH et stimule le développement ovarien & des doses physiologiques ; si le
taux de T; est trop élevé, cet effet disparait (Cyr et Eales, 1988a, 1988b ; Cyr et Eales,
1996). Puisque la GTH induit la production de I’E; par I’entremise de ’AMPc, la T;
permet une augmentation de ’activité de I’AMPc en inhibant 1’action de la PDE, qui
est responsable de la dégradation de I’ AMPc (Cyr et Eales, 1989b). Le rdle de HT
dans la stimulation de la production d’E; au début du développement ovocytaire est
appuyé par le constant que 1’activité hépatique des voies de la ORD est plus élevée
chez la truite arc-en-ciel (D2) et le tilapia (D1 et D2) au début de la vitellogenese, ce
qui correspond avec I’augmentation du taux de T plasmatique (Ruby et Eales, 1999,
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Orozco et al., 2003a). Les HT pourraient aussi jouer un rdle dans la maturation finale
de ’ovocyte, en concert avec la GTHy (Cyr et Eales, 1996), bien que cet effet n’est
pas retrouvé de maniére constante dans les études (Ng et al., 1997). Curieusement, le
PTU provoque chez le poisson zébre une augmentation du nombre d’ovocytes mais
une diminution dose-dépendante de la taille de ces derniéres (Van der Ven et al.,

2006).

Récemment, I’expression des TR fut détectée dans 1’ovaire du poisson zébre (Liu et
al., 2000), de I’anguille (Kawagami et al., 2003a , 2003b) et du cyprin doré mature et
immature (Nelson et Habibi, 2006). La présence des TR dans 1’ovaire de ces poissons
et autres espéces (Cyr et Eales, 1996) permet donc aussi une activité génomique de la
T; dans I’ovaire. Par exemple, la T; induit aussi I’expression (Datta et al., 2002) d’une
protéine ovarienne qui favorise I’activité de la 3B-hydroxystéroide déshydrogénase
(3B-HSD), une enzyme qui régule la conversion de précurseurs stéroidiens en
hormone active, par exemple de la prégnénolone en progestérone (Datta et al., 1999).
Dans I’ovaire, on observe une activité ORD chez le turbot (D1) et la truite (D1, D2
dans I’ovaire pré-vitellogénique) qui agirait en tant que producteur de T; local (Mol ez

al., 1998, Sambroni et al., 2001).

L’ovogenése est un processus qui demande un fort apport énergétique : si les femelles
n’ont pas accumulé de réserves d’énergie suffisantes, leurs gonades ne se développent
pas et elles demeurent immatures (Henderson et al., 1996). Ainsi, vu I’interaction des
HT avec la croissance et I’état métabolique, 1’ensemble de ces observations suggérent
que les HT contribuent de fagon permissive au signal hormonal qui dirige 1’allocation
de Iénergie vers la maturation ovocytaire plutdt que vers la croissance somatique

lorsque les réserves d’énergie sont suffisantes (Cyr et Eales, 1996).

6.3.2. Maturation sexuelle du mile

Chez le poisson mile, c’est aussi la GTH qui stimule la stéroidogenése et la
spermatogenese. Les principaux androgénes sont la testostérone (T) et la 11-
kétotestotérone (11-KT) tandis que la dihydrotestérone (DHT) est faiblement produite

ou absente (revu par Schulz et Miura, 2002). Les androgeénes induisent la maturation
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coordonnée des cellules germinales dans des tubules, nommées spermatocystes,
cemées de cellules de Sertoli. La maturation des cellules germinales se caractérise par
une série de stades, qui sont caractérisés par la présence de différents types cellulaires
qui se succédent. Le premier stade comprend uniquement des spermatogonies
(mitose), puis apparaissent les spermatocytes (méiose) et les spermatides. Ces derniers
signalent le début de la spermiogenése, un processus comprenant la condensation de la
chromatine, la réduction du volume du noyau, et le développement du flagelle; les

spermatides deviennent ainsi des spermatozoides matures (Schulz et Miura, 2002).

A linstar des femelles, les taux d’HT sont généralement corrélés avec le
développement gonadique (Cyr et Eales, 1996). Cette tendance est particuliérement
marquée chez les espéces anadromes, chez qui I’état thyroidien diminue suite au
développement des testicules chez les males, lors de la migration vers la zone de frais.
Ensuite, les taux d’HT remontent au moment de la fraie ou lorsque le poisson entre en
phase de croissance (Cyr et Eales, 1996). Par exemple, un pic des taux de T et de T,
survient suite & I’émission du sperme de la truite arc-en-ciel (Holloway et al., 1999),
ce qui suggere un rdle des HT lors de la période de recrudescence testiculaire. Par
exemple, un traitement de T4 accélére le début de la spermatogenése chez la carpe
(Timmermans et al., 1997). De fagon encore plus probante, une hypothyroidie induite
par la thiourée suivant la fraie chez le poisson-chat d’Afrique perturbe la remise en
marche de la spermatogenése, tel qu’indiqué histologiquement et par la modification
des fonctions de la vésicule séminale (Swapna et al., 2006). Entre autre, la carence en
Ts & ce stade réprime les taux d’androgénes lors de la prochaine phase pré-fraie,
possiblement par ’entremise d’une inhibition de I’axe hypothalamo-hypophyso-

gonadique (voir section 3.3.3) (Swapna et al., 2006).

A Pinverse de I’Ey, les androgénes tendent a stimuler 1’état thyroidien, en augmentant
le taux de T3, et de fagon moindre ou négative pour T4 (MacLatchy et Eales, 1988 ;
Cyr et Eales 1996 ; Holloway et al., 1997), sauf chez le saumon coho juvéniles
(Yamada et al., 1993). Cet effet dépend du régime énergétique du poisson puisque
I’augmentation du taux de T; est seulement significative chez les poissons jeiinés
(Holloway et al., 1997). La désiodation de T, est aussi parfois favorisée par les
androgénes (MacLatchy et Eales, 1988 ; Cyr et Eales, 1996) mais pas de fagon
constante (Yamada et al., 1993).
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Le réle des HT dans la différentiation et la maturation du systéme reproducteur male a
surtout été étudié chez les mammiféres, surtout en observant I’effet des goitrogénes
(St-Pierre et al., 2003 ; Holsberger et Cooke, 2005). Par exemple, le PTU induit une
augmentation du poids testiculaire, du nombre de cellules de Sertoli et de la
spermatogenése chez le rat en prolongeant la période de développement des cellules
de Sertoli (Cooke et al,, 1991, De Franga et al., 1995). Ces effets sont exactement
reproduits chez le tilapia traité au PTU au début de la spermatogenése (Matta et al.,
2002). Les récepteur des HT sont présents dans le testicule (Cyr et Eales 1996) et leur
expression a récemment été démontrée dans les testicules de cyprins dorés immatures
et matures (Nelson et Habibi, 2006). La suite des travaux de Matta permettrait de
confirmer si la Tj agit sur le développement des cellules de Sertoli des poissons via le
récepteur TRal comme chez les souris (Holsberger et al., 2005). A P’instar des
femelles, I’activité hépatique de la D1 et de la D2 est augmentée lors de la
différenciation gonadique du tilapia et au début de la maturation sexuelle (Orozco et
al., 2003a). Finalement, 1’expression stade-spécifique de D2 dans les testicules de
truite arc-en-ciel, et la production locale de T, qui découlerait de I’activité de D2, tend
a confirmer le rdle des HT dans la maturation des gonades, puisque son expression

triple au début de la spermatogenése (Sambroni ez al., 2001).

6.3.3. Interactions HT et GnRH, GTH, TRH et TSH

L’interaction entre les hormones de I’axe hypothalamo-hypophysaire et les HT est un
autre champ d’étude en développement. Les premiers travaux sur ’effet des hormones
de libération des gonadotrophines (gonadotropin-releasing hormone ; GnRH) et des
GTH sur les HT n’ont pas indiqués de tendance claire (Cyr et Eales, 1996) mais deux
études récentes démontrent que les GnRH stimulent la sécrétion de T, par la glande
thyroide in vivo chez le Channa gachua, et deux espéces de carpes (Roy et al., 2000),
et chez les deux sexes d’un poisson plat (Verasper moseri), du saumon coho ct du
cyprin doré (Chiba et al, 2004). Les GnRH semblent agir directement sur les
thyrocytes puisqu’elles stimulent la biosynthése dose-dépendante de T4 par les
follicules thyroidiens isolés in vitro (Roy et al, 2000, Chiba et al, 2004) et

n’induisent pas la sécrétion de la TSH chez le saumon coho (Larsen et al., 1998). De
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plus, la T3 inhibe la transcription d’une forme des GnRH de poisson dans le cerveau
du tilapia méle (Parhar et al., 2000), probablement via un TRE dans le promoteur de
ce géne (Kitahashi et al., 2005). T; réduit aussi la traduction des GnRH et la sécrétion
de LH du poisson-chat d’Afrique (Swapna et al., 2006). Ces études doivent étre
approfondies afin de comprendre la prévalence et les implications physiologiques de

ces interactions.

La TSH, et peut-étre aussi la TRH, joueraient un réle particulier dans les gonades de
poissons. Le récepteur de la TSH (TSHR) a été cloné dans les gonades du bar
d’Amérique et sa séquence est identique au TSHR exprimé par la glande thyroide
(Kumar et al., 2000). Ceci est la premiére étude qui signale la présence de ce récepteur
dans les gonades d’un vertébré. Le TSHR est exprimé dans les cellules germinales de
1’ovaire et du testicule et induit la transcription d’un géne rapporteur en présence de la
TSH et de 1a LH ; un réle de la TSH dans la gamétogenése est alors proposée (Kumar
et al., 2000). Depuis, un TSHR fonctionnel a été cloné et identifié¢ dans le testicule et
’ovaire du poisson-chat africain (Vischer et Bogerd, 2003) et le barbue de riviere
(Goto-Kazeto et al., 2003) et varie selon le stade de maturation dans le testicule et
’ovaire de la limande & queue jaune (Rahman e? al., 2003) mais n’était pas exprimé
dans 1’ovaire du saumon amago (Oba ef al., 2000). Quant & la TSH, elle est exprimée
de maniére stade-spécifique dans les gonades de la limande & queue jaune (Rahman et
al., 2003) et dans ’ovaire de la truite arc-en-ciel (von Schalburg 2005). De plus, son
expression gonadique est modifiée lors du changement de sexe de deux espéces
d’épinéphele (Wang et al., 2004). Finalement, la TRH est surexprimée dans I’ovaire
précoce de truite arc-en-ciel comparativement & I’ovaire normal (von Schalburg et al.,
2005). D’autres recherches sont nécessaires pour comprendre le rdle et le mode

d’action de ces produits d’expression dans les gonades de poissons.
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Chapitre II

Les modulateurs endocriniens du systéme thyroidien des poissons

7. Les modulateurs endocriniens : une problématique mondiale

Plus de 80,000 composés chimiques d’origine anthropogénique sont utilisés
quotidiennement a travers le monde, et un grand nombre de ceux-ci se retrouvent dans
I’air, dans le sol, dans I’eau, et ce, dans tous les écosystémes de la planéte (Carpenter
et al., 2002). Plusieurs de ces contaminants ont la capacité d’interagir avec le systéme
endocrinien, entre autres avec les hormones sexuelles et les HT ; ils sont alors
nommés modulateurs endocriniens (ME). Les ME peuvent perturber la biosynthése, la
sécrétion, le transport, le métabolisme, la liaison, 1’action et/ou 1’élimination des
hormones endogénes (Fisher, 2004). En ce faisant, elles peuvent dérégler diverses
fonctions physiologiques de ces hormones, dont la croissance, le développement et la
reproduction. Les effets des ME sont particuli¢rement inquiétants puisqu’ils peuvent
affecter non seulement la santé d’un organisme mais aussi sa capacité reproductrice et
la santé de sa progéniture, et ainsi nuire aux générations subséquentes d’une
population (Fisher, 2004, Brown et al., 2004b). Les ME agissent parfois par des voies
multiples et paralléles, et plusieurs ME peuvent agir en concert pour produire des
effets additifs, opposés ou peut-étre méme synergiques (Kortenkamp et Altenburger,
1999, Silva et al. 2002). De plus les effets des ME peuvent aussi étre transmis le long
de la chaine alimentaire et de manitre intergénérationnelle. Par exemple, la
consommation de poissons exposés aux xénoestrogénes par des rates en période de
lactation modifie la fonction reproductrice de sa progéniture méle (Aravindakshan et
al., 2004b). De par le nombre de ME connus et potentiels présents dans
’environnement, la variété des organismes exposés et la complexité du systéme
endocrinien, les écotoxicologues sont confrontés 3 un défi de taille sur ce dossier
(Boudou and Ribeyre, 1997).



Les poissons sont particuliérement vulnérables aux ME puisqu’ils sont exposés a une
soupe de contaminants aquatiques durant la totalité de leur cycle de vie. Les premiéres
études chez les poissons se sont surtout penchées sur les xénoestrogénes, des ME qui
agissent sur les hormones sexuelles. Les effets des xénoestrogénes sont observés chez
plusieurs espéces (dont le doré jaune) i travers le monde, et affectent plusieurs
parametres du systéme reproducteur (Jobling et al., 1998 ; Folmar et al., 2001 ;
Aravindakshan et al., 2004a). La cascade des HT des poissons est aussi sensible aux
effets directs des ME, en plus de subir des modifications via ses interrelations avec
d’autres systémes endocriniens ; entre autres, de nombreux xénoestrogénes modifient
aussi les HT (Brown et al., 2004b). Ainsi, depuis les années 90, le nombre d’études
qui se penchent sur les ME agissant sur les HT se multiplie, tout comme les nouveaux
outils d’études, surtout chez des modéles expérimentaux de rats, d’amphibiens et de
poissons (DeVito et al., 1999 ; Crane et al., 2005; Degitz et al., 2005 ; Opitz et al.,
2005 ; Lehigh Shirey et al., 2006 ; Van der Ven et al., 2006).

7.1. Implications pour la santé humaine

Les humains sont exposés aux ME dans I’environnement, notamment par
I’alimentation. Plusieurs ME ont été mesurés dans les tissus, I’urine, le lait maternel et
le sang (plasma et sang ombilical) d’humains, et ce, sur tous les continents (Koch et
al., 2004, Kim et al., 2005, Schecter et al, 2005). La consommation d’aliments
contaminés par des ME (par ex., poissons des Grands Lacs), serait associée a la
diminution des taux des HT (Persky ef al., 2001 ; Turyk et al., 2006). De maniére plus
pointue, certaines études ont observé des corrélations négatives entre les taux d’HT et
la concentration sanguine ou tissulaire de différents ME, surtout les biphényls
polychlorés (BPC) et le plomb (Schell et al., 2004 ; Boas et al., 2006 ; Turyk e al.,
2006). Par contre, ces effets ne sont pas toujours constants et sont difficiles a isoler
des multiples facteurs confondants, dont le fait que les humains sont toujours exposés
a des mélanges de ME. La plupart des études se sont limitées & la mesure des taux
d’HT, donc il n’est pas possible de dire si les faibles baisses des HT observées, qui
demeurent & des niveaux physiologiques, ont des répercussions sur la santé. Par
contre, a la lumiére des expériences sur les animaux, I’hypothése a été avancée que les

processus physiologiques qui dépendent des HT, notamment le développement du
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syst¢tme nerveux central, seraient particuliérement a risque (Brouwer et al., 1998 ;
Colborn, 2002 ; Zoeller ez al., 2002 ; Boas et al., 2006). L’étude des effets des ME sur
les HT permet donc de mieux comprendre les mécanismes d’action des ME auxquels
sont exposés les humains et la faune, et de développer des outils pour évaluer ces

effets.

8. Sources et types de modulateurs thyroidiens retrouvés en milieu aquatique

Depuis les années 70, de nombreux cas de modulation des HT ont été recensés chez
des vertébrés exposés a des contaminants aquatiques, dont les oiseaux, les reptiles, les
amphibiens, les mammiféres (surtout marins) et les poissons (Rolland, 2000 ; Colborn,
2002 ; Brown et al., 2004b). Chez les poissons, des changements histologiques sont
souvent observés au niveau de la glande thyroide (Rolland, 2000 ; Carletta et al., 2002
; Brown et al. 2004b). Brown et collaborateurs (2004b) ont effectué une revue
détaillée des effets des ME sur la cascade des HT des poissons. La somme des études
qu’ils ont sondées, ainsi que les travaux subséquents cités dans les prochaines
sections, met en évidence la multitude de composés ayant la capacité de modifier la

cascade des HT, ainsi que la variété de sources d’ou proviennent ces ME.

8.1. Métaux et polluants organiques persistants (POP)

Les poissons exposés & des mélanges de contaminants retrouvés dans 1’environnement
présentent souvent des modifications de la cascade des HT (Brown et al., 2004b). Ces
mélanges comprennent généralement des métaux ainsi que des polluants organiques
persistants (POP), tels les BPC, les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP),
les dioxines et les furanes et divers pesticides. Les métaux proviennent de sources
naturelles, d’activités miniéres et industrielles, et se retrouvent dans plusieurs types
d’effluents et d’émissions atmosphériques. Les POP ainsi que 1’anion persistant du
perchlorate sont soit produits pour diverses applications ou sont issus des sous-
produits de procédés industriels. Finalement, les agents ignifuges qui regoivent
actuellement le plus d’attention sont le bisphénol A (BPA) et ses dérivés, et les
polybrominated diphenyl ethers (PBDE). Bien que les concentrations de plusieurs
POP ont beaucoup diminué depuis la mise en place de réglementations plus strictes,

les taux des organohalogénes de nouvelle génération croissent toujours, tels ceux des
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agents ignifuges. Ainsi, les POP se retrouvent tous de fagon quasi-ubiquitaire dans

I’environnement.

De maniére générale, les mélanges environnementaux contenant des POP et des
métaux diminuent les taux d’HT des poissons (Brown et al., 2004b). De fagon
individuelle, les effets des ME sur la cascade des HT sont plutdt variables, ce qui n’est
pas nécessairement surprenant compte tenu la variété d’espéces de poissons et de
types, de concentrations, de durées d’exposition et de critéres d’évaluation (endpoints)

utilisées.

- Chez la plupart des vertébrés, les BPC, les HAP, les dioxines et les furanes
diminuent les taux d’HT, un effet qui passerait entre autres par ’activation du
cytochrome P 4501A (CYP1A) via le récepteur Ah (aryl hydrocarbon receptor). Par
contre, les poissons seraient beaucoup moins sensibles a ces POP et 4 ’activation de
cette voie, et présentent méme parfois des élévations des taux d’HT (Brown et al.,
2004b ; Coimbra et al., 2005). Par contre, le B-naphthoflavone, un inducteur du
CYPI1A, diminue le taux de T4 libre (Teles et al., 2005a).

- Les métaux cibleraient plus particuliérement les voies de régulation périphérique des
HT, dont la désiodation (Brown et al., 2004b). La plupart des métaux, dont le chrome
et le cuivre, tendent & diminuer les taux d’HT, surtout la Ts, un effet qui est accentué
suite 3 une courte exposition au B-naphthoflavone (Teles et al., 2005b). Les
perchaudes adultes exposées toute leur vie & des mélanges de métaux lourds ont des
taux de T3 et de T4 diminués en été ; cet effet n’est pas détecté chez les perchaudes
d’un an et moins pris aux mémes sites (Levesque et al., 2003 ; Gravel et al., 2005).
L’arsenic, trouvé sous plusieurs formes dans 1’environnement, n’a qu’un faible effet
sur le systtme thyroidien du poisson, puisque les changements histologiques de la
glande thyroide induits par 1’ion arséniate sont transitoires et ne sont pas additifs aux

effets du perchlorate (voir ci-dessous) (Liu et al., 2006).

- L’action des pesticides organochlorés et organophosphorés touche directement la
glande thyroide, tel qu’indiqué par des coupes histologiques. Ces composés modifient
probablement aussi la régulation périphérique, puisque dans plusieurs cas, le ratio

T3:T4 est soit augmenté ou diminué (Brown et al., 2004b ; dimecron : Thangavel et
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al., 2005). Par exemple, I’Endosulfan, un pesticide organochloré, diminue les taux de
Ts et de rT; mais pas de Ti, et provoque des modifications dans I’activité des
déiodinases dans plusieurs tissus (Coimbra et al., 2005). L’atrazine, un herbicide
populaire, nuit aux mécanismes physiologiques qui permettent la transition vers I’eau
salée du saumon d’Atlantique, un processus qui implique les HT, mais ce, sans
modifier les taux de T; et de T4 (Waring et Moore, 2004). L’herbicide ioxynil et le
pentachlorophénol (PCP), un pesticide utilisé pour la préservation du bois,
compétionnent fortement avec la T; pour la liaison aux protéines de transport du
saumon du Japon (Ishihara et al., 2003). Finalement, les cours d’eau recevant le
ruissellement des terres agricoles contiennent des mélanges de pesticides ; I’exposition
a ce genre de mélange est associée avec une élévation des taux des HT chez le

meunier noir de la Riviére Yamaska (Dorval et al., 2005).

- Les effets déléteres des agents ignifuges sur les HT ont surtout été observés chez les
rats et les amphibiens (Darnerud, 1993; Kitamura et al., 2005; Balch et al., 2006),
mais quelques études récentes suggerent que les poissons seraient affectés de la méme
maniére : la bioaccumulation d’un mélange de congénéres de PBDE chez le touladi
provoque une baisse du taux de T4 qui persiste plusieurs mois aprés la fin de
I’exposition (Tomy et al., 2004). Bien qu’ils n’aient pas mesuré les taux d’HT,
Timme-Laragy et collaborateurs (2006) ont observé des retards au niveau de
Iéclosion et des déformations de la courbe de 1a queue chez des choquemorts exposés
a de faibles doses de DE-71, un mélange commercial de PBDE. Ceci suggere la
possibilité d’un déréglement des HT puisque 1’éclosion et la courbure de la queue sont
reconnues comme étant reliées 4 I’action des HT. Un autre agent ignifuge, le BPA
compétionne avec la T3 pour la liaison aux protéines de transport du saumon du Japon

(Ishihara et al., 2003).

- Bien que le perchlorate ne soit pas un polluant organique, il est persistant dans
I’environnement et se retrouve dans plusieurs systémes aquatiques et parfois dans
I’eau potable. Le perchlorate est un anion généralement couplé & I’ammonium ou au
sodium, et forme un ingrédient principal des propergols solides. Il est libéré dans
P’environnement suite 4 son utilisation dans les roquettes, les munitions, les feux
d’artifices, les coussins gonflables et autres procédés militaires et industriels (Brown

et al. 2004b, Crane et al., 2005). Le perchlorate inhibe I’incorporation de I’iode par la
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glande thyroide, et touche toute la cascade des HT. Il cause des changements
histologiques tels I’hypertrophie et 1’hyperplasie de la glande thyroide, modifie les
taux d’HT (habituellement vers le bas), et provoque des retards et des problémes de
développement chez les poissons (Brown, 1997 ; Manzon et Youson, 1997, 2002 ;
Manzon et al., 2001 ; Patino et al., 2003 ; Bradford et al., 2005 ; Crane et al., 2005 ;
Liu et al., 2006).

8.2. Effluents municipaux

Les effluents municipaux contiennent des concentrations quantifiables de centaines de
produits pharmaceutiques, d’entretien et de soins personnels, ainsi que des sous-
produits de procédés industriels, dont les POP (Brown et al., 2004b). La présence de
xénoestrogénes dans ces effluents est bien connue. Par exemple, on y retrouve
couramment de 1’éthynyloestradiol (EE2) et I’estrone, issus de I’utilisation des
contraceptifs oraux, du BPA et des alkylphénols, une famille de surfactants présents
dans les détergents, et de nombreuses autres solutions utilisées lors de procédés
industriels (Aemi et al., 2004, Servos et al., 2005). Malgré I’interaction entre I’E; et le
systéme thyroidien des poissons (voir section 6.3.1), peu de travaux ont été réalisés
sur I’effet des xénoestrogénes sur les HT des poissons (Brown et al., 2004b). De plus,
les xénoestrogénes font habituellement parti d’'un mélange complexe ou ils sont
associés a plusieurs autres types de contaminants qui pourraient agir en concert sur la

cascade des HT des poissons.

Récemment, il a été observé qu’une exposition 4 I’EE2 diminue 1’expression
hépatique de D1 et D2 de maniére concentration-dépendante chez des femelles
gravides du poisson zébre (Hoffmann et al., 2006). Chez le saumon d’Atlantique, un
alkylphénol, le 4-nonylphénol (NP) inhibe I’adaptation & la salinité et la
saumonification, qui est un processus qui implique les HT (voir section 6.1.2.)
(Madsen et al., 2004). De plus, cette inhibition est associée a une diminution dose-
dépendante du taux de la T4 sept jours aprés I'injection de NP, quoique la baisse du
taux de T3 n’est pas en constante en fonction de la dose (McCormick et al., 2005). Ces
premiers résultats ont été observés suite a une injection de NP mais une étude suggere

que le NP administré par voie alimentaire serait éliminé rapidement par la voie



biliaire, et n’a donc aucun effet sur les taux d’HT (Keen et al., 2005). Finalement, le
NP, ainsi que I’octylphénol et le diéthylstilbestrol, compétionnent avec la T3 pour la

liaison aux protéines de transport du saumon coho (Ishihara et al., 2003).

Brown et collaborateurs (2004b) ont identifiés plusieurs produits pharmaceutiques et
de soin personnel qui pourraient potentiellement modifier les HT des poissons. Cet
effet a été confirmé chez le tilapia pour 1’acide acétylsalicylique (ASA), un inhibiteur
de la cyclooxygénase. En effet, une dose d’ASA suffisante pour réduire le taux de
prostaglandine améne une baisse significative du taux plasmatique de la T; mais pas

de la T4 (van Anholt et al. 2003).

8.3. Effluents des usines de pites et papier

Les usines de pates et papier utilisent d’importantes quantités d’eau lors de leurs
opérations et produisent des milliers de litres d’effluents a chaque jour. La plupart des
effluents subissent un traitement primaire, lorsque les composés solides sont récoltés
par décantation. Depuis les années 90, de plus en plus de pays, dont le Canada,
exigent maintenant un traitement secondaire de nature biologique, qui réduit de fagon
importante la toxicité et la demande biologique en oxygéne de I’effluent, en réduisant
la teneur en acides gras et résineux, et en contaminants organiques, dont la majorité
des BPC, des dioxines et des furanes (McMaster et al., 2003) (voir section 11). Bien
que les taux de plusieurs POP ont considérablement diminué dans ces effluents depuis
la mise en place de traitement secondaires, des mélanges complexes de nombreuses
substances utilisés lors des procédés de fabrication de la pate et libérés par le bois se
retrouvent dans ’environnement. De plus, plusieurs contaminants organiques produits
avant les nouvelles réglementations demeurent stables dans les sédiments pendant
plusieurs décennies (Kukkonen et al., 1999). La présence de plusieurs types de
contaminants est couramment observée dans les écosystémes recevant ces effluents,
entre autres dans les tissus des poisson : les acides résiniques, les phytoestrogénes (des
xénoestrogénes dérivés des plantes) tels que le genistein, les phytostérols
(particulicrement le P-sitostérol), les surfactants (dont le NP), les composés

organiques chlorés, les pesticides (dont le PCP), le BSA, et les biocides (MacLatchy et
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Van der Kraak, 1995 ; Kiparissis et al., 2001 ; Septlveda et al., 2001 ; Lacorte ef al.,
2003).

Malgré le grand nombre de contaminants présents dans les effluents des usines de
pétes et papier qui pourraient modifier les HT, trés peu d’équipes ont mesurés les
effets de ces effluents sur les HT des poissons. Avant 1992, date de la mise en
application de la loi canadienne sur les effluents, le taux de T était plus élevé chez les
meuniers noirs pris & proximité des effluents d’une usine ontarienne de pate de sulfate
blanchie (bleached kraft mill effluent, BKME) comparativement  un site de référence
(Munkittrick et al., 1991). Plus récemment, des carassins vivant dans un étang
recevant des BKME ayant subi un traitement secondaire avaient des taux plus élevés
de T; que ceux du site de référence, une différence qui était significative chez les
males (n = 10-13) mais non chez les femelles (n = 4-5) (Kukkonen et al., 1999). Par
contre, des truites arc-en-ciel juvéniles exposées A des effluents traités ne
démontraient aucun effet sur les taux d’HT, tandis qu’une exposition a une forte dose
d’effluents non-traités causait une légére diminution de T; (Mattsson et al., 2001).
Chez I’omble commun au stade larvaire, un mélange de phytostérols contenant plus de
75% de B-sitostérol n’a pas modifié les taux d’HT (Honkanen et al., 2005).

Parallélement, il a été démontré & plusieurs reprises que les poissons exposés a des
effluents d’usines de pates et papier démontrent des troubles de la reproduction,
surtout chez les femelles. Les troubles observés, tels que les diminutions des taux de
VTG et des hormones stéroidiennes (chez les males et les femelles), 1a réduction de la
taille des ovaires et des ceufs, et les retards dans la maturation sexuelle (2 I’intérieur
d’une saison ou de la vie du poisson) sont généralisés aux usines de plusieurs pays.
Ces effets sont diminués mais non éliminés par 1’absence du chlore lors du
blanchiment ou par 1I’amélioration des procédés de traitement des effluents (Gagnon et
al., 1995 ; Leblanc et al., 1997 ; Munkittrick et al., 1998 ; Janz et al., 2001 ;
Sépulveda et al., 2002, 2004 ; Sandstrém et Neuman, 2003). Les troubles observés
sont causés par les ME par ’entremise d’un ou plusieurs mécanismes : en modifiant
directement les cascades hormonales, en activant le CYP1A, en stimulant 1’apoptose
dans les ovaires, et en engendrant un stress oxydatif (Hewitt et al., 2000 ; Janz et al.,
2001 ; Denslow et al., 2003; Leusch et MacLatchy, 2003 ; Oakes et al., 2003 ;
Sepulvda et al., 2004). Parallélement, les poissons exposés aux BKME démontrent
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souvent un taux de croissance accéléré, et sont significative plus gros au moment de
leur premiére maturation (Gagnon et al., 1995 ; Sandstrém et Neuman, 2003 ; Lowell
et al., 2005). La combinaison des troubles du développement sexuel avec une
croissance avantagée suggére que les HT pourraient trés bien étre impliquées

directement ou indirectement dans ces effets ; cette hypothése restent a confirmer.

9. Mode d’action et biomarqueurs des modulateurs du systéme thyroidien

Les contaminants qui modifient les HT peuvent cibler un ou plusieurs des

compartiments de la cascade présentée dans la Figure 2, dont la régulation centrale, le
transport, la régulation périphérique (désiodation ou élimination), ainsi que I’activité
de la T3 au niveau de son récepteur. De plus, les voies de rétroaction biologique
tendent & redresser le taux physiologique de ces hormones en cas de perturbation de
I’homéostasie, ce qui complique I’interprétation des résultats observés (Eales et
Brown, 1993 ; Brown et al., 2004a, 2004b; Crane et al, 2006). Deux revues
présentent en détail le choix des mesures de 1’état thyroidien dans 1’étude des
contaminants sur les HT des poissons, et suggérent particuli¢rement 1’intérét d’inclure
Pactivité et/ou 1’expression des déiodinases (Eales et Brown, 1993 ; Eales et al.,
1999). Puisque les HT interagissent avec plusieurs systtmes chez les poissons, les
effets observés sur les HT pourraient découler de I’action directe du contaminant sur
la cascade des HT ou encore d’un effet indirect (Brown et al., 2004b). En d’autres
termes, si le ou les composés en question modifient un processus physiologique relié
aux HT, par exemple I’alimentation et la régulation d’autres hormones, une
modulation des HT pourrait éventuellement apparaitre (voir section 6). Il est donc
impératif de tenir compte de 1’état physiologique du poisson, particuliérement lors des
périodes de développement, de croissance et de reproduction, qui impliquent tous
’action des HT. Ces périodes pourraient d’ailleurs étre particuliérement vulnérables &

P’action des modulateurs des HT (Power et al., 2001 ; Brown et al., 2004a, 2004b).

De par toutes ces difficultés d’interprétation, la majorité des études se contentent de
comparer les changements dans 1’état thyroidien entre des poissons exposés et un
groupe de référence. Puisqu’il est difficile de déterminer le mode d’action des
contaminants sur la cascade des HT avec un seul biomarqueur, une suite de

biomarqueurs qui comprend la mesure d’effets & plusieurs étapes de la cascade est

47



recommandée, telle que celle proposée par Eales et al. (1999), ce qui permet de cibler
le ou les compartiments affectés (Brown et al., 2004a, 2004b). Le développement de
nouveau types de biomarqueurs, ainsi des tests in vitro, serviraient 3 approfondir
’interprétation des effets des modulateurs des HT, et a élucider les modes d’action de

ces contaminants (DeVito et al., 1999; Eales et al., 1999 ; Brown et al., 2004b).

9.1. Biomarqueurs du déréglement de la cascade des HT chez les poissons

L’axe hypothalamo-hypophysaire de la cascade des HT est sensible aux contaminants.
Un examen histologique de la glande thyroide permet d’évaluer la morphologie de la
glande, la hauteur des thyrocytes, le volume du colloide et 1’aire des follicules (Eales
et Brown, 1993 ; Bradford et al., 2005). Ces paramétres sont des biomarqueurs d’un
changement au niveau de la régulation centrale mais ne permettent pas d’évaluer si les
taux d’HT circulants ont été modifiés ou si I’homéostasie a été maintenue (Eales et al.,
1999, Brown et al., 2004b). La mesure des taux plasmatiques (ou sériques) des HT
(généralement T; et Ty, et parfois rT3) par radioimmunoessai (RIA), est probablement
le critére d’évaluation le plus souvent utilisé actuellement pour évaluer I’effet d’un
contaminant sur la cascade des HT. Ces taux intégrent la biosynthése de T4, la
désiodation dans les tissus qui libérent la T3 (et la r'T;) dans le sang, la clairance des
HT, et indiquent la disponibilitt des HT au niveau de 1’organisme. Par contre,
I’analyse des HT nécessite un certain volume de sang, a la faute duquel il faut extraire
les HT des tissus des poissons (Crane et al., 2004). L’interprétation de ces taux est
aussi compliquée par le nombre de voies qui contribuent au maintien de I’homéostasie
des HT, ainsi que par les variations physiologiques des HT, qu’elles soient
quotidiennes, saisonniéres ou reliées 3 un stress ou au cycle biologique (Cyr et al.,

1998 ; Leiner et al., 2003).

Le taux plasmatique de ’hormone active T; et sa production locale au sein d’un tissu
ou de la cellule étant dépendants de la désiodation, il est d’un grand intérét d’étudier
P’effet de contaminants sur 1’activité des déiodinases (Eales et al., 1999). De plus, tel
que discuté a la section 4.1.4, les déiodinases participent activement a la régulation
périphérique des HT en cas d’hypo- et d’hyperthyroidie. Chez les poissons, 1’activité
des déiodinases (ORD: D1 et D2; IRD: D3) dans divers tissus (foie, cerveau,

branchies, rein) est sensible aux contaminants aquatiques tels certains congénéres des
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BPC, les pesticides, et les métaux (Waring et Brown, 1997 ; Chaurasia et Kar, 1999 ;
Adams et al., 2000 ; Brown et al., 2004b ; Coimbra et al., 2005). Chez d’autres
espéces, dont le rat, la poule et le Xenopus laevis, la désiodation est aussi modifiée par
ces contaminants, ainsi que par les dioxines, 1’hexachlorobenzene, le NP, d’autres
xénoestrogeénes, et certains produits pharmaceutiques (Schuur et al., 1997 ; Gould et
al., 1999 ; Wade et al., 2002 ; Schmutzler et al., 2004 ; Alvarez et al., 2005 ; Eravci et
al., 2005 ; Beck et al., 2006). Par contre, 1’évaluation de 1’activité des déiodinases ne
permet pas de conclure si le contaminant agit directement sur I’enzyme ou si la
modification de I’activité survient pour compenser la baisse (ou la hausse) du taux

d’hormone, comme 1’a suggéré Beck et ses collaborateurs (2006).

Certains contaminants pourraient aussi agir sur les voies métaboliques des HT, en
activant ou en inhibant les enzymes de conjugaison des HT (voir section 4.2). Par
exemple, ’action des ST du poisson zébre peut étre inhibée par des phytoestrogénes,
et les dioxines et les BPC coplanaires activent les UDPGT et le CYP 1A pour
diminuer les taux d’HT chez le rat (Ohkimoto et al., 2004 ; Nishimura et al., 2005 ;
Fisher et al., 2006). I reste 4 démontrer si les xénobiotiques peuvent ainsi causer un

déréglement des HT des poissons (Brown et al., 2004b).

A Vinstar des xénoestrogénes et du récepteur aux estrogénes, les modulateurs
thyroidiens pourraient aussi mimer la T; au niveau des récepteurs nucléaires et ainsi
stimuler ’expression de génes sous le contrdle de HT. Par contre, aucun géne Ti-
dépendant n’a été identifié jusqu’a maintenant chez les poissons qui servirait de
biomarqueur in vivo fiable, semblable a la VTG pour les xénoestrogénes (voir section
9.1.1.). Certaines équipes ont alors choisi d’évaluer I’effet des xénobiotiques sur les
processus physiologiques HT-dépendants, par exemple, le développement, la
metamorphose, la saumonification, le comportement, ainsi que 1’angiogenése (Brown,
1997 ; Manzon et al., 2001 ; Crane et al., 2005, 2006 ; McCormick e? al., 2005 ; Liu et
al., 2006 ; Timme-Laragy et al., 2006; Van der Ven et al., 2006). Ce genre
d’évaluation est de plus en plus utilisé avec le Xenopus laevis, chez qui la
métamorphose est trés sensible aux modulateurs des HT (Degitz et al., 2005 ; Opitz et
al., 2005).
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Certains tests in vitro aident & mieux comprendre le mode d’action des ME, bien
qu’on perd I’intégration de la toxicocinétique (absorption, distribution, métabolisme,
élimination) qui définit le potentiel d’action du contaminant (Sugiyama et al., 2005).
Des analyses de compétition permettent d’identifier les xénobiotiques qui
compromettrent ou déplacent la liaison entre les HT et leurs protéines de transport,
favorisant ainsi I’élimination du surplus des HT libres que se retrouve dans le sang
(Ishihara et al., 2003 ; Marchesini et al., 2006). Les tests in vitro sont aussi utiles pour
identifier les composés qui ont un effet agoniste ou antagoniste envers les TR, c’est-a-
dire qu’ils peuvent imiter la T3 ou inhiber I’action de la T; au niveau du complexe
transcriptionnel (Moriyama et al., 2002). Une lignée cellulaire issue d’une tumeur
adénohypophysaire de rat, la GH3, libére la GH et prolifétre de maniére Ts-
dépendante, indique si un contaminant peut se lier aux TR (Gutleb et al. 2005 ;
Kitamura et al., 2005). Un autre moyen d’évaluer I’activité d’un contaminant sur la
transcription de génes T3-dépendant est 1’incorporation d’un géne rapporteur, tel que
la luciférase, couplé & un TRE dans une lignée cellulaire qui exprime les TR
(Yamada-Okabe et al., 2004 ; Sugiyama et al., 2005). Par contre, la plupart de ces
tests in vitro ont été développés chez des modéles animaux tels le rat ou la souris, et
plus récemment chez le Xenopus. Puisqu’il existe des différences entre les protéines
de transport, les voies métaboliques et les TR des mammiféres et ceux des poissons,

ces outils sont limités dans 1’évaluation des xénobiotiques sur les HT des poissons.

9.1.1. Biomarqueurs moléculaires

Depuis quelques années, l’utilisation de I’expression de génes en tant que
biomarqueurs moléculaires pour étudier les effets de ME devient de plus en plus
fréquente. Les avantages de ce genre d’outil sont nombreux : ils permettent d’évaluer
de maniére trés sensible 1’effet d’une exposition in vivo sur I’expression d’un géne ou
d’une suite de génes, nécessitent peu de tissus pour 1’extraction d’ARN, et aident a
cibler les modes et les sites d’action des contaminants (Denslow e? al., 2004 ; Opitz et
al., 2005 ; Hoffmann et al., 2006 ; Hook et al., 2006 ; Lehigh Shirey et al., 2006).

Aucun géne n’a jusqu’a maintenant été identifié et validé en tant que biomarqueur
moléculaire d’une modulation des HT chez les poissons, bien que les déiodinases ont

été suggérées (Eales et al., 1999). Tel que discuté dans la section 4.1.4, I’expression
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des trois déiodinases est modifiée chez les poissons en état d’hypo- ou
d’hyperthyroidie (Van der Geyten et al., 2001 ; Garcia-G et al., 2004 ; Bres et al.,
2006). Chez des femelles gravides du poisson z&bre, une exposition a4 ’EE2 diminue
I’expression hépatique de D1 et D2 de maniére concentration-dépendante (Hoffmann
et al., 2006). De plus, la D2 est plus exprimée dans le foie de choquemorts vivants
dans un site hautement contaminé, quoique cette différence s’est avérée non-
significative lors d’analyses subséquentes (Meyer et al., 2005). Chez les tétards de
Xenopus en métamorphose, I’expression de D2 et D3 est diminuée par un traitement
aux BPC tandis que la TTR est surexprimée (Lehigh Shirey et al., 2006). Le pesticide
acetochlor, a son tour, diminue I’expression de D3 dans la queue du Xenopus lorsque

la métamorphose est induite par un traitement aux HT (Crump et al., 2002).

D’autres génes candidats ont été proposés. Toujours chez le Xenopus, I’expression du
géne TRP est sensible aux BPA, a divers composés phénoliques et a 1’acetochlor
(Crump et al., 2002 ; Iwamuro et al., 2003 ; Kudo and Yamauchi, 2005 ; Opitz et al.
2005). Les techniques de 1’écotoxicogénomique, par exemple les macro- ou les
microréseaux d’ADNc, permettent de mesurer 1’expression de centaines ou de milliers
de génes a la fois suite a ’exposition 4 des contaminants environnementaux (Crump et
al.,, 2002 ; Denslow et al., 2004 ; Hoffmann et al., 2006 ; Hook et al., 2006).
Contrairement aux résultats de microréseaux de 1’équipe de Hoffmann (2006)
confirmés par PCR quantitatif chez les femelles gravides du poisson zébre, Hook et
collaborateurs (2006) n’ont pas observé de modulation pour D1 ou D2 chez des truites
arc-en-ciel males suite & une exposition a I’EE2. De plus, D1 ou D2 n’ont pas été
modulées suite 3 1’exposition d’autres composés dont le chrome et un agent ignifuge
(BDE-47) (Hook et al., 2006).

Dans leur ensemble, les biomarqueurs moléculaires demeurent un outil en
développement, et d’autres études sont nécessaires afin de perfectionner les
techniques et I’interprétation des résultats obtenus, afin de cibler les génes qui

apportent des informations significatives (Lettieri, 2006).
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Chapitre 111

Le doré jaune et 1a Riviére des Qutaouais

10. Le doré jaune
10.1. Distribution et cycle biologique du doré jaune

Membre de la famille des percidés, le doré jaune (Sander vitreus) est & la fois
abondant et répandu : sa distribution s’étend, au sud, i partir du bassin du Mississipi
et, au Canada, du Québec jusqu’aux Territoires du Nord-Ouest (Figure 4). 1l préfére
les eaux turbides des lacs peu profonds, c’est-a-dire ou I’eau n’est pas trop froide
(Colby 1979). Par contre, il est aussi présent dans les rivieres et dans les lacs clairs, en
autant qu’il puisse y trouver un refuge de la lumiére du jour. Il est par ailleurs
commun tout au long de la Riviére des Outaouais, ou il occupe une place centrale dans

la chaine alimentaire.

Figure 4 : Distribution du doré jaune en Amérique du nord

Carte générée par le répertoire de Fishbase (www fishbase org. consulté le 12 juillet
2006)




En effet, le doré jaune adulte est un piscivore vorace et peu sélectif, ce qui maximise
son bénéfice énergétique et lui permet une croissance accélérée (Graeb et al,, 2005). 11
apprécie particulicrement les perchaudes (Perca flavencens) et autres poissons
fourrages de la famille des percidés et des cyprinidés (Vander Zanden et al., 1997), et
peut cannibaliser ses cousins de petite taille si d’autres sources de nourritures se font
rares. A 1’état larvaire et juvénile, il consomme plutdt du zooplancton, des larves
d’insecte et des macroinvertébrés benthiques, jusqu’a ce qu’il atteigne une taille qui
lui permette d’ajouter les petits poissons & son menu (Galarowicz et Wahl 2005). Pour
ce qui est de ses prédateurs, notons le brochet (Esox lucius), le maskinongé (Esox

masquinongy), en plus du pécheur.

Atteignant jusqu’a 80 cm de longueur, le doré jaune peut vivre au-dela de 20 ans,
quoique la taille et I’4ge maximal de chaque population varient grandement selon les
régions (Henderson et al., 2003). La régulation du cycle annuel de reproduction du
doré jaune par les stéroides sexuels est conforme 4 ce qu’on observe chez d’autres
especes de poisson, avec quelques exceptions (Malison et al, 1994). Tel que la
plupart des autres téléostéens d’eau douce, le doré jaune présente une forte
augmentation du taux d’E; au début de la vitellogénése et de testostérone au moment
de la spermatogenese, en paralléle avec I'augmentation de 1’index gonadosomatique
(Malison et al., 1994, Henderson et al., 1996). La particularité du doré jaune est que la
croissance gonadique débute plus tdt que chez les autres poissons qui fraient au
printemps (avril-mai). La croissance gonadique débute en septembre chez les miles et

en d’octobre chez les femelles, plutdt que vers la fin de ’hiver (Malison et al. 1994).

Les dorés jaunes femelles ont un taux de croissance plus élevé que les males, ce qui
leur permet d’emmagasiner la grande quantité d’énergie nécessaire a la production
d’ceufs pour la fraie printani¢re (Henderson e al, 2003; Shuter et al., 2005).
L’investissement énergétique dans la reproduction (plutét que dans la croissance
somatique) est moindre chez les grands prédateurs, tels le doré jaune, que chez les
especes qui occupent un rang plus bas dans la chaine alimentaire (Shuter et al., 2005).
En consequence, si les dorés jaunes femelles n’accumulent pas de réserves d’énergie
suffisantes au début de I’automne, leurs gonades ne se développent pas et les femelles

demeurent immatures (Henderson et al., 1996). Ainsi, les femelles matures sont plus
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grosses que les males du méme age, et leur premiére maturation sexuelle survient & un

age plus avancé, vers 4-5 ans plutdt que vers 2-3 ans (Henderson et Morgan, 2002).

Le doré jaune est sensible aux ME puisque ses hormones sexuelles sont modifiées par
la présence de xénoestrogénes dans les effluents municipaux, méme que les males
exposés a ces effluents expriment la VTG (Folmar et al, 2001). Par contre, a la
connaissance de 1’auteur, aucun travail n’a été publié sur les taux ou la cascade des

HT de cette espece, ni sur I’effet des ME sur sa cascade thyroidienne.

10.2. Importance écologique et économique

En tant que grand prédateur, le doré jaune exerce une influence dite descendante
(« top-down ») sur la chaine alimentaire, modifiant la structure des populations de ses
proies. Plusieurs études démontrent que I’abondance, la structure des classes d’age, la
distribution des tailles et le taux de croissance des perchaudes varie selon la présence
et ’abondance du doré jaune (Hartman et Margraf 1993 ; Olson ef al., 2001 ; Bertolo
et Magnan 2005). Outre les percidés, le doré jaune peut exercer un effet direct ou
indirect (p. ex., lorsque le prédateur s’intéresse préférentiellement a une autre espéce)
sur plusieurs especes, dont le meunier noir (Catostomus commersoni) et les poissons

forages (Bertolo et Magnan 2005).

Du point de vue économique, la péche du doré jaune est une activité de grande
envergure. En 2000, le doré jaune fut ’espéce la plus fréquemment péchée en Ontario,
avec des prises de plus de 18 millions de poissons par jour. Les pécheurs sportifs de
cette province affirment préférer cette espéce aux autres poissons et y consacrent 25 %
de leurs jours de péche (Gouverment de 1’Ontario, 2005). En plus des retombées
économiques qui découlent de la péche sportive, la péche commerciale de doré jaune
est une industrie viable dans certaines régions. Par exemple, au Manitoba, le doré
jaune est ’espéce commerciale la plus importante en terme de production et de
revenus, avec plus de 21 millions § CA rapportés pour I’année 2000-2001
(Government of Manitoba, 2003). Suivant I’importance économique de cette espece,
des programmes de gestion des populations ont ét¢ mis en place, entre autres dans les

Grand Lacs.
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11. La Riviére des Qutaouais

La Riviere des Outaouais, longue de 1271 km, sert de frontiére entre I’Ontario et le
Québec avant de se déverser dans le fleuve Saint-Laurent avec un débit annuel moyen
de 2 000 m’/s (Gouvernement du Québec, Ministére de I'Environnement et de la
Faune (GQ-MEF), 1996) (Figure 5). La Riviére est bordée d’environ 250
communautés ol vivent 1,7 million habitants, dont plus de la moitié dans les
municipalités d’Ottawa et de Gatineau (Sentinelle Outaouais, 2006). Outre 1’usage
domestique de ces habitants, de nombreuses industries profitent de la Riviére des
Outaouais et de son bassin versant : des milliers de fermes, plus de 50 centrales hydro-
électriques (dont cinq grands barrages sur la Riviére des Outaouais), neuf usines de
pétes et papier (dont six sur la Riviére) et une installation de recherche et de
développement nucléaire : les Laboratoires de Chalk River, dirigés par I’Energie
atomique du Canada limitée (EACL). De plus, plusieurs municipalités déversent leurs
eaux usées dans la Riviere des Outaouais, par I’entremise de plus de 90 usines de
traitement des eaux et méme parfois sans traitement (GQ-MEF, 1996 ; Sentinelle
Outaouais, 2006). Toutes ces activités ont un impact sur la santé environnementale de
la Riviere des Outaouais, en plus des sources de pollution non ponctuelles

(ruissellement, dépositions atmosphériques etc.).

Figure 5 : Carte de la Riviére des Outaouais

(Ressources naturelles du Canada, http://geoscape.nrcan.gc.ca/ottawa/river f.php,
consulté le 12 juillet 2006).
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Les usines de traitement des eaux municipales et les usines de pates et papier sont
donc les principales sources ponctuelles de ME dans la Riviére des Outaouais. Les
effluents de ces usines sont d’ailleurs concentrés dans la zone la plus peuplée du
bassin versant, amenant une détérioration de la qualité de I’environnement aquatique
en aval des villes d’Ottawa et de Gatineau (GQ-MEF, 1996 ; Direction de la Santé
Publique de I’Outaouais (DPSO), 1999, Sentinelles Outaouais 2006). Notamment,
cing des six usines de pétes et papiers sur la Riviére se situent a proximité des villes
d’Ottawa et de Gatineau et produisent des milliers de meétres cubes d’effluents a
chaque jour (Tableau 6). La mise & jour des procédés de traitement et les études de
suivi des effluents d’usines de pates et papiers se sont soldées par une amélioration
considérable de la qualité des effluents au Canada depuis I’adoption de lois fédérales,
soit une premiére loi en 1971, suivi du Réglement sur les effluents des fabriques de
pétes et papiers, de la Loi sur les Péches, en vigueur depuis 1992 (McMaster et al.,
2003 ; Lowell ef al., 2005). Par exemple, suivant le traitement primaire (décantation),
la mise en place obligatoire d’un procédé de traitement secondaire (biologique) des
effluents par les usines de la région a permis de diminuer considérablement la toxicité
et la demande biologique en oxygeéne de I’effluent, ainsi que la présence de BCP, de
dioxines et de furanes (DPSO, 1999 ; McMaster et al., 2003). Par contre, la mise en
application des réglements est inégale et les infractions sont rarement punies par le

gouvernement (DPSO, 1999 ; Sentinelle Outaouais, 2006).

Tableau 6 : Usines de pites et papier déversant leurs effluents dans la Riviére des
Outaouais (DPSO, 1999 ; Sentinelle Qutaouais, 2006)

Usine Lieu® Débit d’effluent - 2002 | Type de traitement
(m*/jour) secondaire

Bowater Produits Gatineau, QC 72 246 Non disponible (ND)

forestiers

Smurfit-Stone Portage-Du-Fort, QC 67 355 Etangs aérés

Fraser Papers Thurso, QC 70 632 Boues activées

Papier Masson Masson-Angers, QC 29 991 Boues activées

Papiers Scott Hull, QC 11 965 Avec Domtar

Domtar” Ottawa, ON 28 900 Bio-filtration

(précédemment E.B.

Eddy )

Tembec/Spruce Falls | Témiscamingue, QC 158 264 ND

"Domtar annonce en novembre 2005 la fermeture permanente de deux des trois machines & papier
de cette usine (Domtar, 2005).
®Québec (QC), Ontario (ON)
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Quant aux eaux usées municipales, d’importants investissements dans les
infrastructures de la région ont permis une amélioration dans la qualité des effluents
depuis 1979, dont des réductions d’agents pathogénes, de la demande en oxygéne, et
de la surcharge des éléments nutritifs (GQ-MEF, 1996 ; Direction de la santé publique
de 1’Outaouais, 1999 ; Sentinelles Outaouais, 2006). Par contre, comme il a été
reconnu au Canada et & travers le monde, méme les effluents municipaux traités
contiennent des centaines de composés différents, dont les xénoestrogeénes, les
produits pharmaceutique et de nombreux autres contaminants d’origine domestique
qui sont reconnus en tant que ME (voir section 8.2). A noter, aucunes données ne sont
actuellement disponibles sur les taux de contaminants spécifiques dans la Riviére des

QOutaouais.

12. Ledoré jaune de la Riviére des Qutaouais

Le doré jaune est présent tout au long de la Riviére des Outaouais, ainsi que dans
plusieurs lacs et riviéres du bassin versant. Des indications anecdotiques de la part de
pécheurs sportifs suggérent 1’apparition d’anormalités, depuis une dizaine d’années,
chez les dorés jaunes pris dans la Riviére en aval des villes de Gatineau et d’Ottawa
(Henri Fournier, communication personnelle). Ils rapportent que les femelles de
grande taille, qui auraient normalement des gonades matures remplies d’ceufs, étaient
toujours immatures. La suivie des populations par la Direction de ’aménagement de
la faune de 1’Outaouais, du Ministére des Ressources Naturelles et de la Faune du
Québec (MRNF), a permis de confirmer cette observation. Les biologistes du MRNF
ont noté I’état de maturité sexuelle selon I’4ge des poissons, déterminé & partir des
anneaux des otolithes. Ainsi, les dorés jaunes femelles en aval d’Ottawa et de
Gatineau atteignent la maturité sexuelle trois & quatre ans aprés leur consoeurs en
amont, c’est-a-dire entre I’4ge de sept et huit ans plutdt qu’a 1’dge normal de quatre ou
cinq ans (Figure 6A). Aucun retard n’a été relevé dans la maturation des males, qui
sont préts & frayer a 1’age attendu, vers deux ou trois ans (Figure 6B). La cause de ce

retard chez les femelles n’est pas connue.

De par le r8le que jouent les HT dans la maturation sexuelle des poissons femelles, il

est proposé qu’un déréglement des HT pourrait étre relié A ce retard. Le but de ces
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travaux de recherche présentés dans ce mémoire est donc d’évaluer si les HT sont
modifiées chez le doré jaune de la Riviére des Outaouais en aval d’Ottawa et de

Gatineau, et de développer de nouveaux outils pour étudier I’effet des ME sur les HT

des poissons.
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Figure 6 : Relation entre I’Age et la maturité sexuelle du doré jaune de la Riviére
des Outaouais

L’age 4 la maturité des males (A) et des femelles (B) a été comparé en amont et en
aval de Gatineau et Ottawa. (Source : MRNF).
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Contribution de I’étudiante

L’auteur de ce mémoire a effectué toutes les expériences dans I’article qui suit, a
I’exception de I’échantillonnage des dorés jaunes dans la Riviére des Outaouais, qui
fut effectué en octobre 2003, avant le début de la maitrise de 1’étudiante.
L’échantillonnage des dorés jaune en mars 2006, ainsi que les analyses d’hormones
par radioimmunoessai (RIA), la conception des amorces dégénérées, le clonage des
déiodinases, I’optimisation des protocoles de PCR (fouchdown, régulier et en temps
réel), et I’analyse des données furent tous effectués par I’étudiante sous la supervision

de son directeur de recherche.
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Résumé en francais

Les hormones thyroidiennes (HT) jouent un rdle dans I’initiation de la maturation
ovarienne des poissons. Ainsi, un retard dans la maturation sexuelle des dorés jaunes
femelles (Sander vitreus) exposés & un mélange de contaminants dans la Riviére des
Outaouais suggere la présence de modulateurs endocriniens. Les objectifs de cette
étude étaient d’évaluer les effets du mélange de contaminants dans la Riviére des
Outaouais sur les HT de dorés jaunes immatures et de développer un biomarqueur
moléculaire de I’état thyroidien chez le doré jaune. Des dorés jaunes ont été capturés
dans la Riviére des Outaouais a Deep River, un site de référence, a Riviére Blanche,
en aval de I’émissaire des usines de traitement des eaux usées d’Ottawa et de
Gatineau, et a Plaisance, en aval d’une usine de pates et papier. Comparativement a
Deep River, les dorés jaunes & Plaisance avaient un taux plasmatique de thyroxine (T4)
deux fois plus élevé, un taux de triiodothyronine (T3) 1,5 fois plus élevé, et un ratio
molaire T3:T4 diminué de 50%. Le taux plasmatique de T était aussi 1,5 fois plus
clevé a Riviere Blanche qu’a Deep River. Trois déiodinases, une famille d’enyzmes
responsable de la convesion de la pro-hormone T, en Ts, I’HT active, ainsi que de
I’inactivation de ces deux hormones, furent partiellement clonées chez le doré jaune.
L’expression de ’ARN messager des déiodinases a été évaluée par PCR en temps
réel. Les taux hépatiques d’ARNm des déiodinases de type I et de type III n’étaient
pas modifiés entre les sites, tandis qu’ils étaient augmentés pour la déiodinase de type
II 4 Riviére Blanche comparé aux autres sites. La réponse de ce nouveau biomarqueur
moléculaire differe de ce qui était attendu selon les effets d’une hyperthyroidie
expérimentale sur I’expression des déiodinases d’autres poissons ; ceci suggére que
d’autres parametres sont nécessaires afin d’interpréter des changements dans les taux
plasmatiques des HT chez les poissons exposés a des contaminants

environnementaux.
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Abstract

Thyroid hormones play a role in the initiation of ovarian maturation in fish.
Thus, reports of delayed sexual maturation in female walleye (Sander vitreus) exposed
to multiple contaminants in the Ottawa River suggest the presence of endocrine
disrupting chemicals. The objectives of this study were to assess the effects of
environmental contaminants in the Ottawa River on thyroid hormones of immature
walleye and to develop a molecular biomarker of thyroid status. Walleye were
sampled in the Ottawa River at Deep River, a reference site, at Riviére Blanche,
downstream from the Ottawa and Gatineau municipal wastewater treatment plants
outflows, and at Plaisance, downstream from a pulp and paper mill. Plasma thyroid
hormone levels were measured by radioimmunoassay. Walleye at Plaisance had 2-fold
elevated levels of thyroxine (Ty4) and 1.5- fold elevated levels triiodothyronine (T3),
whereas the molar ratio of T;:T4 was reduced by over 50% compared to Deep River.
Plasma T levels were also elevated by approximately 1.5-fold at Riviére Blanche.
Three iodothyronine deiodinases, a family of enzymes responsible for converting the
prohormone T4 to biologically active Ts, as well as for inactivating these two
hormones, were partially cloned in walleye. A real-time PCR assay of deiodinase
expression indicated that hepatic mRNA levels of type I and type III deiodinase were
not modified between sites, whereas they were increased for type II deiodinase at
Riviére Blanche as compared to the other sites. The response of this novel molecular
biomarker indicates a divergence with that expected based on the effects of
experimentally-induced hyperthyroidism on fish deiodinase expression; additional
endpoints are therefore necessary to interpret changes in thyroid hormones levels in

fish exposed to environmental contaminants.
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Introduction

The presence and effects of endocrine disrupting chemicals (EDC) in the
environment are a growing concern. Many EDCs target thyroid hormones (TH),
which play a permissive role in development, growth and reproduction of fish (Cyr &
Eales 1996; Power et al. 2001; Brown et al. 2004). Fish are often used to indicate the
presence of xenoestrogens, but their use as sentinels of TH disrupting chemicals
remains to be developed (Brown et al. 2004).

Fish in the Ottawa River are exposed to a complex mixture of EDCs from
several sources, such as agricultural run-off, outflows from municipal sewage
treatment plants, and pulp and paper mills. These outflows are concentrated in or near
the adjacent cities of Ottawa and Gatineau. Recent population surveys have revealed
delays of 3-4 years in the sexual maturation of female walleye (Sander vitreus)
downstream from these sites (H Fournier and R Pariseau, unpublished observation).
As TH are involved in several aspects of fish reproduction, including ovarian
maturation, thyroid disruption could be implicated in the observed delay (Cyr & Eales
1996).

The fish thyroid follicles secrete primarily thyroxine (T,), a prohormone which
is converted to biologically active triiodothyronine (T;) in peripheral tissues (Eales et
al. 1999). T; is formed by the removal of iodine from the outer ring of T4 (outer-ring
deiodination, T4ORD), a process catalyzed by two microsomal 1odothyronine
deiodinases, type I (Diol) and type II (Dio2). A third microsomal enzyme, Dio3, is
responsible for inner ring deiodination (IRD) of T, and T3, forming the inactive
reverse Ty (1Ts) and 3°,3-T,. The catalytic centres of all three iodothyronine
deiodinases contain a rare selenocysteine (Sec) residue which is essential to their

activity toward iodothyronines. On the mRNA transcript, the Sec residue is encoded
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by UGA (normally a stop codon); a Sec Insertion Sequence (SECIS) at the 3’ end of
the mRNA is essential for proper translation of this codon (Bianco ef al. 2002). All
vertebrate deiodinases cloned to date contain a UGA-encoded Sec and one of two
SECIS elements (Bianco et al. 2002; Bres et al. 2006).

Iodothyronine deiodinases are important regulators of peripheral thyroid status
in vertebrates. These enzymes have been studied for their role in TH-driven
physiological processes, particularly amphibian metamorphosis (Eales et al. 1999;
Brown 2005). Deiodinase activity in fish is sensitive to nutritional state, stress, other
hormones (17p-estradiol (E;), growth hormone), as well as environmental
contaminants such as metals, polychlorinated biphenyls and pesticides (Cyr et al.
1988; Eales et al. 1999; Adams et al. 2000; Brown et al. 2004; Coimbra et al. 2005;
Wiens & Eales 2005). As such, Eales et al. (1999) have recommended including a
measure of deiodination in a suite of assays to screen for thyroid disruption in fish.
Indeed, the three hepatic deiodinases respond to hypo- and hyperthyroidism at both
the activity and expression level (Van der Geyten ef al. 2001; Garcia-G et al. 2004;
Bres et al. 2006).

Information on thyroid function and deiodinases is currently lacking in
walleye. The walleye, a member of the Percidae family, is a top piscivore, and as
such, regulation of its growth and reproductive cycles differs from that of other
species commonly used as sentinels for EDCs, such as salmonids and cyprinids
(Malison et al. 1994; Shuter et al. 2005). Considering the role of TH in growth and
reproduction, walleye may represent a unique model in which to study disruption of
the thyroid system from an evolutionary and ecological standpoint. It has been

suggested that immature and developing fish may be more sensitive to EDCs acting
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on thyroid status (Brown et al. 2004). Immature walleye were chosen for this study, as
this also reduces the interference of endogenous sex steroids on thyroid status.

The aims of this study were to determine if plasma TH levels were disrupted in
immature walleye exposed to multiple contaminants in the Ottawa River, and to
investigate the presence of deiodinases in this species. As such, the three deiodinases
were partially cloned and their tissue distribution examined in immature walleye.
Finally, hepatic deiodinase mRNA levels were examined in immature walleye from

the Ottawa River.

1. Material and Methods

1.2. Study area

Based on previous surveys indicating delayed age at maturation in females,
three sites were selected in the Ottawa River (Fig. 1). At the reference site upstream
from Ottawa/Gatineau, Deep River (46°8°54”N, 77°32°1”W), there are no significant
effluent outfalls and age at maturation of female fish was normal. Delayed maturation
had been observed downstream from the Ottawa/Gatineau municipal effluent outfall at
Riviére Blanche (45°29°40”N, 75°32°40”W), as well as at the second downstream
sampling area, Plaisance/Papineauville (45°35’12”N, 75°5°26”W and 45°36°46”N,
74°59°13W). This second site also receives effluent from a bleached kraft pulp and
paper mill in Thurso, Quebec and from four additional upstream pulp and paper mills.
Several hydroelectric dams prevent fish from migrating between Deep River and the

downstream sites.
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1.3. Animals

Immature walleye (n > 19) were captured from each site in October 2003 using
trap nets, gill nets or electrofishing in accordance with the Canadian Council on
Animal Care guidelines; all efforts were made to ensure comparable handling times
and fishing methods between sites. Preliminary studies indicated that hepatic
deiodinase expression was not dependant on capture method. Fish were anaesthetized
in tricaine methanesulfonate (MS222, Boreal, St-Catherines, ON, Canada) and bled
from the caudal vein with a heparinised syringe. Plasma was separated by
centrifugation, and frozen at -86°C. Livers were immediately frozen on dry ice, and
stored at -86°C. The condition factor was determined for each fish as K = [body
weight (g) x 100)/total length® (mm). Immature fish were defined as having a
gonadosomatic index (GSI) of less than 1 (GSI = [weight gonads x 100]/body weight).

Immature walleye (n = 4) were also obtained from a fish hatchery (Station
Piscicole Trois Lacs, Wotton, QC, Canada) in March 2006. As described previously,
the fish were anaesthetized, and 11 tissues (liver, posterior kidney, spleen, intestine,
stomach, heart, gills, whole brain, eye, muscle and skin) were removed, snap frozen

on dry ice, and stored at -86°C.

1.4. T,and T3 radioimmunoassays

Total circulating plasma T4 and T3 levels were measured by solid-phase
radioimmunoassay (RIA) (Omeljaniuk et al. 1984), with the following modifications.
All reagents were obtained from Sigma-Aldrich (Oakville, ON, Canada), except for
['251]T3 and ['ZSI]T4 (Perkin Elmer, Boston, MA). T3 and T, were assayed separately
on Poly-Prep columns (Bio-Rad, Mississauga, ON, Canada) prepared with 0.4g (dry

wt) of Sephadex G-25 (fine) (GE Healthcare, Baie D’Urfe, QC, Canada). Analyses
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were conducted at room temperature on 100 pl of plasma for T, and 50 pl for Ts. For
the T4 RIA, plasma samples were incubated for 4 h, and the bound fraction was eluted
with 2 ml of barbital buffer. For the T3 RIA, incubations were performed overnight
(14-16 h), and in all instances, barbital buffer was replaced by phosphate buffer (0.1
M Na,HPO4 and 0.03 M EDTA, pH 7.4) (Cyr & Eales 1986). Samples were assayed
in a randomized order and in duplicate when possible. The intra- and inter-assay
coefficients of variation were 12.2% and 16.6% respectively for T4, and 10.1% and
12.8% for T3, which is comparable to values found in the literature for this method.
The limit of detection (LOD) was determined for each assay using the regression

curve; the mean LOD was 0.20 ng/m] for T4 and 0.27 ng/ml for T;.

1.5. Cloning of iodothyronine deiodinases by RT-PCR

Total RNA was extracted from walleye liver using the acid guanidium
thiocyanate-phenol-chloroform method (Chomczynski & Sacchi, 1987), or from
walleye tissues with the Absolutely RNA Miniprep Kit (Stratagene, La Jolla, CA,
USA), according to the manufacturer’s instructions. Absence of genomic DNA
contamination was confirmed by PCR on RNA extracts prior to reverse transcription
(RT). The RT reaction was performed in a 20 pl solution with a final concentration of
IX PCR Buffer (GE Healthcare) to which was added, 3.5 mM MgCl,, 1 mM dNTP,
2.5 pM pd(T)i2.18, 1 U/pul RNAguard (GE Healthcare), and 1 U/ul M-MLV Reverse
Transcriptase (Invitrogen, Burlington, ON, Canada). A 1 pg aliquot of template RNA
was denatured at 65°C for 10 min, and incubated with the reaction solution at room
temperature for 10 min, and subsequently at 42°C for 60 min.

Degenerate PCR primers were designed for each of the deiodinases based on

the coding sequences of vertebrate deiodinases listed in GenBank. For each
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deiodinase, we aligned the open reading frames of known nucleotide sequences to
identify conserved regions in which to derive the degenerate primers (Table 1). PCR
was performed on 3 pl of cDNA obtained by RT in a 25 pl solution of 1X PCR Buffer
(GE Healthcare), in addition to 0.5 mM MgCl,, 0.2 mM dNTP, 0.5 uM of both
reverse and forward primers, as well as 1.25 U Taq polymerase (GE Healthcare).
Touchdown PCR was carried out for 30 cycles of 94°C for 45s, 58-43°C (-
0.5°C/cycle) for 45s, and 72°C for 90s, followed by 10 additional cycles with a set Ta
of 50°C. Amplified products were separated on a 1.5% agarose gel and extracted from
the gel with the QIAEX® II Gel Extraction Kit (Qiagen, Mississauga, ON, Canada).
Amplicons were cloned in the pCR-II plasmid with the TOPO TA Cloning® Kit
(Invitrogen), according to the manufacturer’s instructions. The inserts were purified
from stab cultures, and several clones for each deiodinase were sequenced using an
automated sequencer (DNA Landmarks, St-Jean-sur-Richelieu, QC, Canada).
Homology of the cloned walleye sequence with published nucleotide and deduced
amino acid sequences was confirmed with WU-BLAST2 (European Bioinformatics
Institute, www.ebi.ac.uk). Cloned sequences have been deposited in GenBank

(accession numbers to be provided).

1.6. Tissue distribution determination by semi-quantitative RT-PCR

Walleye-specific primers for each deiodinase were designed from the cloned
sequences (Table 1). The RT and semi-quantitative PCR reactions were conducted
under the same conditions as described previously, but at a single Ta rather than with
the touchdown protocol. For each primer pair, PCR reactions were performed on
pooled samples over a range of cycle numbers to ensure that the products were

analyzed in the linear range of the amplification reaction (data not shown); PCR
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conditions are listed in Table 1. Amplified products were separated on a 1.5% agarose
gel, stained with ethidium bromide and analyzed densitometrically with the BioRad
Fluor-S Multi Imager and Multi-Analyst software (Bio-Rad). Deiodinase mRNA

levels were normalized with bactin mRNA levels obtained from the same RT reaction.

1.7. Real-time PCR

Real-time PCR was performed on reverse-transcribed total hepatic RNA using
walleye-specific primers (Table 1). A 2 pl aliquot of the RT reaction was amplified in
a 15 pl solution containing 1X Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix UDG
(Invitrogen, Burlington, ON, Canada), and 0.3 pM of both reverse and forward
primers. The PCR cycling protocols were optimized to maximize the reaction
efficiency and ensure that only the target product was contributing to the SYBR Green
fluorescence signal. In all cases, the cycling program used (95°C for 2 min, and 95°C
for 15 s, Ta for 30 s, and 72°C for 30 s for 40 cycles) yielded a single product as
indicated by the melt curve. Amplifications for diol and dio3 were performed on the
Eppendorf mastercycler® ep realplex* with a Ta of 62°C and 65°C, respectively.
Amplification of dio2 was performed on the Rotor-Gene RG3000 with a Ta of 58°C.
Results were analyzed according to delta-delta Ct method, using bactin as the
housekeeping gene (Livak & Schmittgen 2001). Samples were assayed in duplicate
and in randomized order and identical sample pools were run in each assay to calibrate

for inter-assay variation.
1.8. Statistics

Statistical differences between hormone concentration and deiodinase

expression were determined by one-way ANOVA, followed by the Holm-Sidak
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multiple comparisons method. When data failed the Kolmogorov-Smimov normality
test, a Kruskal-Wallis one-way analysis of variance on ranks was performed instead,
followed by a Dunn’s test. Correlations were assessed using the Pearson’s product
moment correlation. Outliers were removed from the mRNA expression dataset
following Dixon’s test. Statistical analyses were performed on SigmaStat software

(SPSS Inc., Chicago, IL, USA), and considered significant when p < 0.05.

2. Results
2.1. Plasma TH levels in walleye from the Ottawa River

Immature walleye were captured at three sites in the Ottawa River in October
of 2003: upstream from Ottawa and Gatineau at Deep River, and downstream at
Riviere Blanche and Plaisance (Fig. 1). Total length, weight and condition factor (K)
were not significantly different between sites (data not shown). No significant
differences were observed between male and female immature walleye for any of the
parameters or biomarkers measured in this study; therefore, sexes were grouped for all
analyses.

Plasma T, levels were significantly higher at Plaisance, where they were 2-fold
higher than at other sites (Fig. 2A). Plasma T; levels were significantly elevated at
both downstream sites by approximately 1.5-fold as compared to Deep River (Fig.
2B). Finally, the molar ratio of plasma T3:T4 was depressed by more than 50% at
Plaisance compared to both other sites, although only the difference with Riviére
Blanche was significant (Fig. 2C).

This is the first report of plasma TH in walleye. Plasma T, levels ranged from

0.2 to 2.3 ng/ml at Deep River, but were found as high as 8.3 ng/ml at Plaisance.
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Plasma Tj; levels ranged from 2 to 11 ng/ml Deep River, but were increased to 19

ng/ml in certain fish from Riviére Blanche and Plaisance.

2.2.  Cloning of walleye deiodinases by RT-PCR

The RT-PCR cloning strategy for walleye deiodinases using degenerate
primers yielded an amplification product of the predicted size for all three
deiodinases. These products were sequenced and subjected to WU-BLAST2
homology analysis. Each of the three cloned deiodinase nucleotide sequences was
similar to known fish sequences. Furthermore, the deduced amino acid sequences of
all three deiodinases contained a putative Sec residue within a region highly
homologous to the catalytic centre of fish deiodinases: NFGSxxSecPPF, where xx is
CT for diol, AT for dio2 and CS for dio3.

Briefly, four putative dio/ clones of 315 bp were sequenced (Fig. 3A, Fig 4A),
and found to share 74-90% nucleotide identity with known fish dio/ cDNA
sequences, as determined by WU-BLAST2 (Sanders ef al. 1997; Orozco et al. 2003;
Thisse et al. 2003; Klaren et al. 2005). The deduced amino acid sequence similarity
ranged from 90-95% with other fish Diol sequences. Five additional clones were
sequenced and found to contain an 11-bp insert downstream from the Sec residue not
present in the first walleye diol sequence (Fig. 4B). The resulting deduced protein is
not homologous to other fish Diol following the insert. This suggests the presence of
a splice variant for diol in walleye.

For dio2 (Fig. 3B), homology analysis of the 268-bp cloned product with
published fish dio2 sequences indicated 72-86% nucleotide identity and 68-86%
amino acid similarity (Sambroni et al. 2001; Van der Geyten ef al. 2001 ; Orozco et

al. 2002; Sutija et al. 2003; Thisse ef al. 2003; Marchand et al. 2004). The 531-bp
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sequence obtained for walleye dio3 (Fig. 3C) shared 69-90% nucleotide identity and
82-94% amino acid similarity with cloned fish dio3 sequences (Adams 1999; Sanders

et al. 1999; Sutija et al. 2004; Bres et al. 2006).

2.3.  Tissue distribution of deiodinase mRNA expression

Tissue distribution of deiodinase mRNA expression was evaluated by semi-
quantitative RT-PCR in immature hatchery-raised walleye (n = 4). diol was expressed
in all 11 tissues analyzed (liver, kidney, spleen, intestine, stomach, gills, brain, eye,
heart, skeletal muscle and skin), but not in the negative water control (not shown)
(Fig. 5A). Relative mRNA levels were highest in skeletal muscle, followed by heart,
and skin, whereas all of the other tissues contained similar amounts of dio/ mRNA.
Hepatic dio2 mRNA levels were significantly higher as compared to all other tissues
(p < 0.001) (Fig. 5B). dio2 was also expressed in brain, stomach, eye, intestine, skin,
and weakly in gills. dio2 mRNA levels were negligible in kidney, heart, and detected
above baseline levels in the muscle and spleen of only one fish. dio3 mRNA relative
expression was highest in liver and whole eye, followed by brain, gill, and skin (Fig.
5C). dio3 was also detected in muscle, stomach, spleen and intestine, but not in kidney

or heart.

2.4.  Hepatic deiodinase mRNA levels in walleye from the Ottawa River

Using primers designed from the cloned sequences, a real-time PCR assay was
optimized and used to determine hepatic deiodinase mRNA levels in immature
walleye from the Ottawa River. Due to variability in dio3 mRNA levels spanning four
orders of magnitude, Dixon’s test for outliers was performed and identified a sub-

population of individuals with highly elevated dio3 mRNA levels. These individuals
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(one to three at each site) were removed from the dataset. Hepatic dio2 mRNA levels
were significantly higher at Riviére Blanche than at Deep River, but not significantly
different from fish captured at Plaisance. There were no significant differences in
hepatic mRNA levels for either dio2 or dio3 in walleye captured at different sites in

the Ottawa River (Fig. 6).

2.5.  Relationships between TH levels and deiodinase expression

To explain why the levels of hepatic deiodinase mRNAs did not reflect the
pattern of changes in plasma TH levels at the three sites, Pearson’s product moment
correlation analyses were conducted on T4, T3 and T3:T; molar ratios, as well as on
diol, dio2 and dio3 expression from all fish, including the sub-population that had
been previously identified as outliers.

There was a significant negative Pearson’s correlation between plasma T;
concentrations and dio3 hepatic mRNA levels (-0.549, p < 0.001). Also, dio2 hepatic
mRNA mRNA levels was negatively correlated with dio3 levels (-0.439, p < 0.01).
No other correlations were observed between hormone levels, ratios or deiodinase
mRNA levels when the data from all sites were grouped. However, if sites were
examined individually, a significant positive correlation emerged between the molar
ratio of plasma T3:T4 and hepatic dio3 mRNA levels at Plaisance (0.998, p <0.001),
whereas fish from the two other sites tended to display a negative relationship (-0.377,

p=0.112).

3. Discussion
Few field studies have examined thyroid disruption in fish exposed to

environmental contaminants, and none to date have included a measure of
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deiodination (Brown et al. 2004). Furthermore, little is known on thyroid function and
the effect of EDCs on fish which rely on piscivory. In this study, immature walleye
exposed to multiple contaminants in the Ottawa River were used as a model to assess
thyroid disruption in a top aquatic predator. To develop this model, the presence of
deiodinases in walleye was investigated, and the use of hepatic iodothyronine
deiodinase mRNA levels was evaluated as a molecular biomarker of thyroid
disruption.

Plasma TH in immature walleye are sensitive to the presence of EDCs, as
indicated by significant changes in plasma TH levels and molar ratio between exposed
and reference sites. Specifically, plasma T; was elevated at Riviere Blanche, whereas
T; and T4 were both elevated at Plaisance compared to Deep River (reference site).
The 50% reduction in the plasma T;:T, molar ratio was also specific to Plaisance. The
different results between the two exposed sites suggest a possible contaminant
gradient in the Ottawa River downstream from Ottawa/Gatineau; for instance, at
Plaisance, the contaminant load likely integrates those from both municipal and pulp
and paper mills outflows. However, there are no available comprehensive datasets on
contaminant levels in the Ottawa River.

To the best of our knowledge, this is the first report of plasma levels of T4 and
T; in walleye. While T4 levels are comparable with those observed in most other
freshwater teleosts, plasma T3 concentrations observed in immature walleye exceed
those generally observed in other species, such as tilapia and rainbow trout (Cyr &
Eales 1986; Van der Geyten et al. 2001; Wiens & Eales 2005). In immature yellow
perch (Perca flavescens), another member of the Percidae family, plasma T4 levels
were much higher than in walleye, at approximately 20 ng/ml, whereas plasma Tj;

levels were much lower at 1-2 ng/ml (Hontela ez al. 1995). The positive T3:T4 ratio in
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walleye suggests that peripheral thyroid status is differentially regulated in this species
as compared to other freshwater teleosts; as a top predator, it possible that walleye
require higher levels of plasma Tj than species occupying a lower trophic level.

Overall, these results suggests an increased availability of these hormones in
exposed walleye, as peripheral tissues can draw from a greater pool of TH for
deiodination, or to mediate physiological effects (Eales et al. 1999). A change in
physiological state and/or in thyroid status in EDC-exposed walleye is also suggested
by the depressed molar ratio of plasma Ts:T; at Plaisance (Eales et al. 1999). This
ratio may indicate a shift in systemic deiodination of T4 to Ts, and supports the
investigation of deiodination in these fish (Eales ef al. 1999).

As no information was available on walleye deiodinases, these three enzymes
were partially cloned in this species. Sequences obtained from the RT-PCR cloning
strategy were identified as diol, dio2 and dio3 based on the strong similarity with both
nucleotide and deduced amino acid sequences in other vertebrates. In addition, the
tissue distribution patterns observed for each of these enzymes are supported by those
found in the literature for fish.

The cloned walleye diol was similar to known fish diols, ranging from 74-
90% for nucleotide identity and from 90-94% similarity for the deduced amino acid
sequence. In immature walleye, dio] mRNA expression was observed in all 11 tissues
analyzed, indicating constitutive expression of diol in this species. In tilapia, sea
bream and killifish, dio/ mRNA expression has been observed mainly in kidney and
liver, as well as in brain, gut, testis and gill, albeit at lower levels (Sanders et al. 1997,
Orozco et al. 2003; Klaren et al. 2005). Constitutive diol expression is therefore not
common to all teleosts, especially as euthyroid tilapia express negligible hepatic diol

(Van der Geyten et al. 2001; Orozco et al. 2003). This suggests that diol plays a
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larger role in walleye than in other teleosts. This is also the first time diol expression
has been observed in the heart, muscle, stomach, spleen, skin and eye of a teleost
species.

The presence of a transcript variant in five of the nine sequenced walleye diol
clones is unexpected. The 11-base insert within the coding sequence introduces a
frame-shift resulting in premature stop codon (UGA) at position 253 of the cloned
diol variant, which suggests that a non-functional Diol isoform is expressed in
walleye. Both transcripts were observed following two separate cloning reactions
performed on hepatic RNA extracted from different individuals, which may indicate
the simultaneous presence of multiple Diol isoforms in liver. Studies of the walleye
diol gene are ongoing to confirm if the 11-base insert is a novel exon giving rise to a
splice variant.

To the best of our knowledge, splice variants have not been reported for any
vertebrate diol. However, at least three known splice variants exist in human dio2,
producing changes within the coding region (Ohba et al. 2001). For fish dio2 and
dio3, multiple mRNA transcripts have been observed by Northem blot, suggest tissue-
specific splice variants for killifish dio2, lungfish dio2, and tilapia dio3, but not for
rainbow trout dio2 or lungfish dio3 (Sanders et al. 1999; Sambroni et al. 2001; Orozco
et al. 2002; Sutija et al. 2003, 2004). Bres et al. (2006) cloned an alternative form of
the 3’ end of rainbow trout dio3 mRNA, with a modified SECIS element and
polyadenylation signal. Alternative splicing has thus been suggested as a post-
translational regulatory mechanism of deiodinase mRNA expression (Sutija et al.
2003; Bres et al. 2006).

Homology of the walleye dio2 nucleotide and deduced amino acid sequences

with other fish dio2s ranged between 72-86% and 68-86%, respectively. The pattern
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of walleye dio2 tissue distribution closely matches the literature for fish species, with
hepatic dio2 expression surpassing that from all other tissues. Liver is the main source
of peripheral T; in most teleosts, although dio2 mRNA expression is also present in
fish gonads, and eye, and in certain species in kidney, brain, gills, and heart, but not in
muscle (Sambroni et al. 2001; Van der Geyten et al. 2001; Orozco et al. 2002; Sutija
et al. 2003; Bres et al. 2006). This is in accordance with the presence of a walleye
dio2 transcript in liver, brain, eye, and weakly in gills, as well as its absence from
muscle. In lamprey, the intestine has been identified as a main site of Dio2 activity,
especially during developmental changes, supporting its expression in the immature
walleye digestive tract (Eales et al. 1999).

The cloned product identified as walleye dio3 was highly similar to other fish
dio3s, for both the nucleotide (69-90%) and deduced amino acid (82-94%) sequences.
The tissue distribution of walleye dio3 expression is also in accordance with the high
dio3 mRNA levels in liver, brain, and gills of other fish species (Sanders ef al. 1999;
Sutija et al. 2004; Bres et al. 2006). This is the first report of dio3 expression in eye or
retina of a fish, but is consistent with the key role played by TH in regulating
salmonid eye development (Deutschlander et al. 2001). The presence of dio3
expression in immature walleye skin may also point to a developmental role of this
enzyme, as suggested by Fenton et al. (1997), who observed that skin Dio3 activity
decreased in juvenile and adult rainbow trout in correlation with increasing age,
weight and length.

To evaluate the use of hepatic deiodinase mRNA levels as a molecular
biomarker of thyroid disruption, a real-time PCR assay of was performed on samples
from immature walleye captured in the Ottawa River. Hepatic diol and dio3 mRNA

levels were not modified in these fish, but a significant increase in dio2 mRNA
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expression was observed at Riviére Blanche as compared to Deep River (reference
site). This is unexpected in light of the elevated T; levels in Rivi¢re Blanche walleye:
hyperthyroidism, induced by oral administration of T; for one week (rainbow trout),
or short-term (<24h) immersion in T3 or T4 (killifish), caused a decrease in hepatic
dio2 mRNA levels (Garcia-G et al. 2004; Bres et al. 2006). The same treatments also
induced an increase in dio3 mRNA levels in rainbow trout liver and a decrease in diol
mRNA levels in killifish liver (Garcia-G et al. 2004; Bres et al. 2006). In short, the
elevated plasma levels of T3 in immature walleye from Riviére Blanche and Plaisance
did not induce a change in hepatic deiodinase mRNA transcription that followed the
pattern induced by experimental hyperthyroidism in fish. However, it has not yet been
demonstrated whether deiodinase expression is regulated by T3 in walleye, or in any
top predator teleost. Also, the interindividual variability often seen in field animals
may contribute to the absence of a significant change in deiodinase mRNA levels. For
instance, one study using differential display identified dio2 expression as being up-
regulated in killifish from an estuary contaminated with several contaminants,
including polyaromatic hydrocarbons; however this difference was not significant
when verified by cDNA macroarray, a discrepancy which the authors attributed to
interindividual variability (Meyer e? al. 2005).

To better understand the variability in hepatic deiodinase mRNA levels within
sites, particularly in dio3 expression, plasma TH levels were correlated with
deiodinase expression in walleye captured in the Ottawa River. Combining all sites, a
significant negative correlation was found between plasma T; and hepatic dio3.
Again, this is unexpected, as T3 has been shown to up-regulate hepatic dio3
expression and Dio3 activity, not decrease it (Fines ef al. 1999; Mol et al. 1999; Bres

et al. 2006). This suggests exogenous or endogenous factors other than T; are
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responsible for the variability in dio3 expression. A certain degree of interindividual
variability might have occurred due to short-term changes in nutritional status and/or
physical disturbances prior to or at the time of capture, both of which induce rapid
changes in hepatic Dio3 activity and peripheral thyroid status of fish (Johnston e al.
1996, Van der Geyten et al. 1998; Plohman et al. 2002). For example, in lake
sturgeon, a non-teleost, variations in food quality unveiled a negative correlation
between hepatic Dio3 (T;IRD) activity and T; (Plohman et al. 2002).

As the correlation between dio3 mRNA levels and plasma T; concentrations
was not site-specific, and also because the high variability in dio3 mRNA levels was
observed at all sites, this suggests that modified dio3 expression, and subsequent
change in Dio3 activity, was not the cause of increased TH levels in walleye exposed
to EDCs in the Ottawa River. Other reports indicate that mRNA levels often
correspond poorly to enzymatic activity for all three fish deiodinases, which
moderates any conclusions as to the relation between deiodinase mRNA levels and
their activity (Van der Geyten et al. 2001; Garcia-G et al. 2004; Sutija et al. 2004;
Bres et al. 2006). Alternative splicing has been suggested as a mechanism of post-
transcriptional regulation of deiodinases in fish, particularly for dio2 and dio3 (Sutija
et al. 2003; Bres et al. 2006). Another possible hypothesis is that capture stress, while
comparable between sites in this study, induced a rapid change in hepatic deiodinase
expression that obscured the finer relationships between plasma TH levels, deiodinase
activity and mRNA levels that were present prior to capture.

The negative correlation between hepatic dio2 and dio3 expression in walleye
liver is consistent with their opposite roles in regulating peripheral thyroid status, as
they catalyze the activation and deactivation of TH, respectively. More difficult to

interpret is the almost perfect positive correlation between the T3:T; molar ratio and
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dio3 mRNA expression observed only at Plaisance, and which goes against the trend
observed at the two other sites. This might indicate an alternative response to TH
homeostasis disruption at Plaisance compared to the other sites, which is suggested by
the elevated levels of T, and the depressed T3:T4 molar ratio observed only at this site.
However, without additional studies, it is not possible to determine the underlying
cause of this correlation.

Interpretation of biomarkers of thyroid disruption is complicated by the fact
that several components of the thyroid cascade are sensitive to EDCs, and that these
components respond to each other via compensatory biofeedback mechanisms,
blurring the distinction between direct and indirect effects of EDCs (Brown ef al.
2004). As such, a suite of biomarkers has been recommended, including plasma TH
levels and deiodination in peripheral tissues (Eales et al. 1999). The results presented
here indicate that deiodinase mRNA levels respond in an unexpected manner to
walleye chronically exposed to EDCs, and suggest that additional endpoints are
necessary to interpret changes in TH levels.

Thyroid hormone levels were elevated in immature walleye from the Ottawa
River at the same sites as those where delays in reproductive status had been
previously observed in female walleye. Thyroid status has been linked on both a
temporal and experimental basis with reproductive status (Cyr & Eales, 1988a,b,
1989, 1996). At latitudes comparable to the Ottawa River, the endocrine switch
allocating energy to reproduction occurs in the fall (October-November), when E; and
testosterone levels begin to rise in females, at the same time as when elevated levels of
TH were observed in this study (Malison et al. 1994; Henderson et al. 1996, 2002).
Thus, disruption of the interactions between sex steroids and elevated TH levels

during a critical period of commitment to reproduction could be related to the
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observed delayed sexual maturation in female fish exposed to contaminants in the
Ottawa River.

Overall, this study suggests an association between elevated thyroid hormone
levels in immature walleye and the presence of contaminants in the Ottawa River,
particularly at Plaisance. The deiodinases cloned in walleye provide a new tool to
study the regulation of thyroid status in a predatory fish. However, the hepatic mRNA
levels of these enzymes were not consistent with the observed changes in plasma TH
levels, and indicate that additional biomarkers are needed to assess thyroid disruption
by environmental contaminants. Further studies are in progress to better understand
the effect of the EDCs present in the Ottawa River on thyroid and reproductive status

in fish, as well as to develop the use of molecular biomarkers of thyroid disruption.
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Figure Legends

Fig. 1. Schematic map of the Ottawa River, indicating the reference site (Deep River),
downstream contaminated sites (Riviére Blanche, Plaisance/Papineauville) where

walleye were captured.

Fig. 2. Plasma T4 (A) and T; (B), and molar ratio of plasma T3:T4 (C) in immature
walleye captured at three sites in the Ottawa River. Plasma hormone levels were
measured by solid-phase RIA and are expressed at the mean + SEM. Different letters
indicated significant differences between sites (p < 0.05, unless indicated: *p <0.01 or

**p <0.001).

Fig. 3. Putative diol (A), dio2 (B) and dio3 (C) products amplified by touchdown
PCR with degenerate primers. Lane 1 contains the 100-bp molecular ladder; Lane 2
contains the RT-PCR product amplified from walleye mRNA. Expected amplicon
sizes were 359-bp, 299-pb and 576-bp for diol, dio2 and dio3, respectively. Products

of the expected size were extracted from the gel, cloned and sequenced.

Fig. 4. (A) Nucleotide and deduced amino acid sequences of walleye diol 315-bp
cDNA fragment. X = selenocysteine. (B) Nucleotide and deduced amino acid
sequences of walleye diol cDNA 326-bp transcript variant. X = selenocysteine. The

11-base insert is underlined.

Fig. 5. Tissue distribution of diol (A), dio2 (B), and dio3 (C) mRNA levels in
immature hatchery-raised walleye measured by semi-quantitative RT-PCR. L = liver,

K = kidney, Sp = spleen, I = intestine, St = stomach, G = gills, B = brain, E = whole
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eye, H = heart, M = skeletal muscle, Sk = skin. RT-PCR was performed with walleye-
specific primers within the linear range of the reactions. RT-PCR amplification
products were analysed by densitometry on ethidium bromide-stained agarose gels.
Deiodinase mRNA levels (n = 4) were normalized to bactin mRNA levels and are

expressed as the mean + SEM.

Fig. 6. Hepatic deiodinase mRNA levels in immature walleye captured at three sites in
the Ottawa River. Hepatic diol, dio2 and dio3 mRNA levels were measured by real-
time PCR and normalized to bactin mRNA levels using the delta-delta Ct method of
relative quantitation. Data are expressed as the mean + SEM. Different letters indicate

significant differences between sites (p < 0.05).

91



"9086 JO B, UOUMIIOD B J& A[SNOSUE}[NLILS JNO PILLIED 319M suonesyrdwre u1790q pue Zoip ‘000EOY USD-1010Y 3 UQ U1IDq 10} DS 09

1e 195 pue £So[ouy22) JustpeId s JusUmnsut o) SuIsn pauwiopad sem  xajdrear do eﬁohououmaﬁ Jropuaddy oy uo eJ, [eumdo oy Jo UOLRUNILINA(,

VNI 245[[eM WO J0U Jnq VAR Inox moqurel wol payrdure sem azis pajoadxa ayp jo 1onpoxd v,
$9]940 (O 10J INO PALLIED IoM SUOTOBAI [[B YD d SWN-[E3I pue UMOopyono} 104 sa[d£d jo auer e

19A0 uonoesl o Suruiopiad £q paunuwIgep ‘TondeRal uoneoyrjdure oY) Jo 95Ul TESUT] ) UI 135 SEA SI[IAD JO I9quImu 3} “YOd 2AnEInmEnb-nuas 104,
(aKs[[em) snaqjia sapups = AS PUENS ISIIAI = Y ‘PULHS PIeMIO) = J ‘omjerodmo) Surjesuuy = €], ‘€8S “YDd uMopyono) = DL

d JVIOVVIODIOVIOLOOVOD g-uyooq S

Y4 ,86 ‘509 ss 90¢ S DIJLYOVOOLYVDIIDLLID g-unooq k: |

- 2ua8 U43[2Y

d IDLLOVOOVOOHLLOOODLID A-AS-g£op o}

ov ‘6T $9 9s 19 ¥4 0 LOOVIOVIODHVVLIDHOLOODD d-AS-go1p d
N DVVDLVOLLODLOOVIDOIIOVVY  U-AS-ZoP o

oY ‘vE 8¢ 8¢ v61 0] LVOLOODIOHOHVVOHLODIOVVVIOL d-AS-cop N
1 VILLILOVLVOOVODVOVIODOVIL U AS-[op n

0F ‘S¢ 9 143 8¥C W DHVVILODLOVVIDVVOLLIO d-AS-[op 1

af1oads-adagn 4

[ DOLIHOVIIVVIOLONOADVVILDA g-sop |

ov - aslL 9LS | JLLAVODIOELADOISIOOL g-gorp f
H VIOLVIDILIOIOOOADIODD  e1s-d-zop I

oy - aol 66T ‘(6€S I‘a LODOVOIVVOVINODAVODLOHIOALL  LET-I-COIP H
oy - adl q0SV d DLOVINDIOLOLIDLLEDOHODOILAA 08-d-cop D
q VOOVOVIOLVIDLIDLIOOOMDIODDD  80S§-d-corp L

ov - asl 4l EV d DLOVDAVIDLOADOSIOOLIOLIADL  Tol-d-cop q
HO VIODVINOOLIOOHLLDDDMNOD - esL-d-zop a

oy - adl JVov a DALLOVOOIONLOOIODODL  69¢-d-op o)
v VIOLLOJOLONAAMOIISOOY dgd-1op d

ov - aslL 65¢ d LIVHILIDLODILIIONIDVIVVID d-rowp v
2IIuITIq

awmn-[eay (dq) ;33uag ared
SRAD (Do) BL (Do) BL jonpolg Jourrag Jouanbag (¢-.S awreN Wy

aKa[[em U1 S9SeuIpoIap ApMis O} Ul pasn SUONIPUOD YD pue sired oWl ‘| J[qe],

92



Figure Legends

Fig. 1. Schematic map of the Ottawa River, indicating the three sampling sites

(arrows) and selected cities.

Fig. 2. Plasma T4 (A) and T; (B), and molar ratio of plasma T;:T4 (C) in immature
walleye captured at three sites in the Ottawa River. Plasma hormone levels were
measured by solid-phase RIA and are expressed at the mean + SEM. Different letters
indicated significant differences between sites (p < 0.05, unless indicated: *p <0.01 or

**p <0.001).

Fig. 3. Putative D1 (A), D2 (B) and D3 (C) products amplified by touchdown PCR
with degenerate primers. Lane 1 contains the 100-bp molecular ladder; Lane 2
contains the RT-PCR product amplified from walleye mRNA. Expected amplicon
sizes were 359-bp, 299-pb and 576-bp for D1, D2 and D3, respectively. Products of

the expected size were extracted from the gel, cloned and sequenced.

Fig. 4. (A) Nucleotide and deduced amino acid sequences of walleye D1 315-bp
cDNA fragment. X = selenocysteine. (B) Nucleotide and deduced amino acid
sequences of walleye D1 cDNA 326-bp transcript variant. X = selenocysteine. The 11-

base insert is underlined.

Fig. 5. Tissue distribution of D1 (A), D2 (B), and D3 (C) mRNA levels in immature
hatchery-raised walleye measured by semi-quantitative RT-PCR. L = liver, K =

kidney, Sp = spleen, I = intestine, St = stomach, G = gills, B = brain, E = whole eye, H

93



= heart, M = skeletal muscle, Sk = skin. RT-PCR was performed with walleye-
specific primers within the linear range of the reactions. RT-PCR amplification
products were analysed by densitometry on ethidium bromide-stained agarose gels.
Deiodinase mRNA levels (n = 4) were normalized to B-actin mRNA levels and are

expressed as the mean + SEM.

Fig. 6. Hepatic deiodinase mRNA levels in immature walleye captured at three sites in
the Ottawa River. D1, D2 and D3 mRNA levels were measured by real-time PCR and
normalized to P-actin mRNA levels using the delta-delta Ct method of relative
quantitation. Data are expressed as the mean + SEM. Different letters indicate

significant differences between sites (p < 0.05).
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Discussion et conclusions

La présence dans I’environnement de substances ayant la capacité de moduler le
systtme endocrinien des animaux est reconnue depuis les années 90. Ceci souléve
d’importantes questions quant aux effets de ces ME sur la faune, sans compter les
répercussions potentielles sur la santé des humains (Carpenter et al., 2002 ; Brown et
al., 2004b). La présence de ME dans la Riviére des Outaouais est suggérée par un
retard de 3-4 ans dans la maturation sexuelle des femelles du doré jaune en aval des
effluents municipaux des villes d’Ottawa et de Gatineau et d’usines de pétes et papier
(Henri Fournier, observation personnelle). En raison du role que jouent les HT dans la
maturation sexuelle des poissons (Cyr et Eales, 1996), P’hypothése a été émise que cet

effet pourrait étre relié 4 un déréglement des HT chez les dorés jaunes.

A 1a connaissance de Pauteur, il n’existe pas d’informations sur le systéme thyroidien
du doré jaune, une espéce d’importance autant écologique qu’économique. Les
espéces de poissons généralement utilisées comme sentinelles de la présence des ME
occupent un rang plus bas dans la chaine alimentaire (p. ex., Jobling et al., 1998 ;
Zhou et al., 1999 ; Aravindakshan et al., 2004a ; Brown et al., 2004b). En tant que
grand prédateur et par la durée de son cycle biologique, le doré jaune se démarque de
ces espéces au niveau de la régulation de sa croissance et de sa reproduction (Malison
et al., 1994 ; Henderson et al., 2003 ; Shuter et al., 2005). Puisque les HT sont
impliquées dans la régulation de la croissance et de la reproduction, nous proposons le
doré jaune comme modéle des grands prédateurs pour I’étude du systeme thyroidien,
et des effets des ME sur ce systéme. Ceci est donc le premier rapport d’une étude sur

les HT et les déiodinases du doré jaune.

Eales et collaborateurs (1999) recommandent d’inclure une mesure de la déiodination
dans I’étude des contaminants sur le systtme thyroidien des poissons. Ainsi, les
travaux de recherche présentés dans ce mémoire avaient comme objectif d’examiner

les taux d’HT chez les dorés jaunes immatures de la Riviére des Outaouais, de



déterminer la présence et la localisation des trois déiodinases chez le doré jaune, et
d’évaluer si le taux hépatique d’ARNm des déiodinases pourrait servir de
biomarqueur moléculaire d’une modulation des HT chez le doré jaune de la Riviére
des Outaouais. Ce genre de biomarqueur serait d’une grande utilité, puisqu’il nécessite
peu de tissu et permet ainsi d’identifier in vivo ’effet des contaminants sur des petits
poissons, dont ceux en développement, qui seraient particuliérement sensibles aux
modulations des HT. Les travaux présentés dans ce mémoire sont les premiers qui
cherchent & valider un biomarqueur moléculaire de I’effet des contaminants sur le

systéme thyroidien du poisson.

Les taux plasmatiques de T3 et de T, ont été mesurés par radioimmunoessai chez les
dorés jaunes immatures de la Riviére des Outaouais. Ceci est la premiére étude qui
rapporte les taux plasmatiques d’HT du doré jaune. Le taux plasmatique de Ts était 10
fois plus élevé que celui de T4 chez le doré jaune, tandis que ces taux sont du méme
ordre de grandeur chez les salmonidés et le tilapia ; de plus, le taux de T4 dépasse
celui de T; chez la perchaude immature (Cyr et Eales, 1988a, Hontela et al., 1995 ;
Van der Geyten et al., 2001 ; Wiens et Eales, 2005). Ceci suggeére que le doré jaune,
un grand prédateur, requiert de plus hauts taux plasmatiques d’HT que les autres

téléostéens, méme ceux de la famille des percidés.

De plus, les taux plasmatique de T; et de T, étaient plus élevés chez les dorés jaunes
immatures de Plaisance et de Riviere Blanche (T3 seulement), en aval d’Ottawa et de
Gatineau, comparativement au site de référence en amont. En revanche, le ratio
molaire de T3:T4 étaient plus bas 4 Plaisance uniquement. Ces résultats représentent la
premiére mention d’une modulation des HT dans une espéce habitant dans la Riviére
des Outaouais. Ceci suggére une plus grande disponibilité des HT aux tissus

périphériques, ainsi qu’une modification dans la régulation des taux d’HT.

Pour le deuxiéme objectif, afin d’adresser le manque d’information sur le systéme
thyroidien du doré jaune, les trois déiodinases, la D1, la D2 et la D3, ont été clonées
chez le doré jaune suivant une stratégie par RT-PCR avec des amorces dégénérées.
Bien que seulement une partie de la séquence codante ait été clonce, plusieurs facteurs

nous permettent de conclure que les trois séquences obtenues correspondent aux
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déiodinases chez le doré jaune (voir Article). Avec le tilapia, le doré jaune est ainsi un

des premiers poissons chez qui les trois déiodinases ont été clonées.

La D1 du doré jaune est la cinquiéme D1 & étre clonée chez les poissons (Sanders et
al., 1997 ; Orozco et al., 2003 ; Thisse et al., 2003 ; Klaren e al., 2005). Ces travaux
de recherche aménent de nouvelles informations sur I’expression de cette enzyme. En
effet, la D1 est exprimée de maniére constitutive dans tous les tissus sondés chez le
doré jaune immature, ce qui n’est pas le cas pour la D1 chez les autres téléostéens
post-larvaires étudiés jusqu’a maintenant (Sanders et al., 1997 ; Orozco et al., 2003 ;
Klaren et al., 2005). La D1 pourrait donc jouer un réle plus large chez le doré jaune
que chez ces autres espéces. Par ailleurs, la possibilité d’un épissage alternatif chez la
D1 reste a confirmer, mais serait la premiére indication d’un tel phénoméne pour cette

enzyme.

La D2 du doré jaune est la sixiétme D2 a étre clonée chez les poissons (Van der
Geyten et al. 2001 ; Orozco et al., 2002 ; Sambroni ef al., 2002 ; Sutija et al., 2003 ;
Thisse et al., 2003 ; Marchand et al., 2004). Sa forte expression dans le foie confirme
les observations d’autres études quant a la localisation tissulaire de la D2 chez les
poissons. La D3 clonée chez le doré jaune se joint aux quatre séquences de D3 déja
connues chez les poissons (Adams, 1999 ; Sanders et al., 1999 ; Sutija et al., 2004 ;
Bres et al., 2006). La présence du produit de transcription de cette enzyme dans le
foie, dans les branchies, dans le cerveau et dans la peau correspond au profil
d’expression observé dans la littérature. Ceci est par contre la premiére indication de
I’expression de D3 dans I’ceil et dans la peau, et appuie un role de I’activité des
déiodinases dans le développement de ces tissus chez les poissons (Fenton et al., 1997
; Deutschlander et al., 2001).

Pour le troisitme objectif, dans le but de développer un nouveau biomarqueur
moléculaire d’un déréglement des HT, nous avons mis en place un essai par PCR en
temps réel afin d’évaluer le taux d’ARNm des trois déiodinases chez le doré jaune. La
seule différence observée chez les dorés jaunes immatures de la Riviére des Outaouais
fut pour la D2 : le taux hépatique de I’ARNm de D2 était plus élevé & Riviére Blanche
comparativement aux deux autres sites. Ainsi, les taux d’HT plus élevés chez les dorés

jaunes de Riviére Blanche et de Plaisance comparativement a ceux de Deep River ne
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semblent pas réguler les taux hépatiques d’ARNm des déiodinases, selon ce qui est
observé dans la littérature. En effet, lors d’hyperthyroidie induite par immersion ou
par injection, les taux d’ARNm de D1 et de D2 diminuaient, tandis que ce taux
augmentait pour D3 (Van der Geyten et al., 2001 ; Garcia-G et al., 2004 ; Bres et al.,
2006). Par contre, la régulation de 1’expression des déiodinases par les HT reste A étre
démontrée chez le doré, et n’a d’ailleurs jamais encore été étudiée chez un grand

prédateur téléostéen.

L’expression hépatique des déiodinases, et surtout de D3, présentait de fortes
variations inter-individuelles. Cette variabilité pourrait étre due 2 la forte sensibilité de
D3 a4 des facteurs externes, tels 1’alimentation ou les perturbations physiques
(Johnston ef al., 1996 ; Plohman et al., 2002). Il se peut que le stress de capture, bien
que comparable entre les sites, ait masqué les interactions entre les taux plasmatiques
d&’HT et I’expression et I’activité des déiodinases hépatiques, et ce, dans 1’ensemble
des sites. D’autres biomarqueurs moins variables, par exemple Iactivité des
déiodinases, devraient s’ajouter au design expérimental des études ultérieures afin de
cibler plus précisément I’effet des contaminants environnementaux sur la cascade des
HT chez le doré jaune (Eales et al., 1999 ; Brown et al., 2004b). Cela dit, ces travaux
de recherche sont les premiers d évaluer I’expression des déiodinases comme
biomarqueur d’une perturbation des HT chez les poissons habitant dans leur milieu
naturel.

Plusieurs contaminants présents & Rivi¢re Blanche et Plaisance, dont ceux retrouvés
dans les effluents municipaux et des usines de pétes et papier, ont la capacité de
moduler le systtme endocrinien des poissons, dont les HT (Brown et al., 2004). La
présence de xénoestrogénes dans la Riviére des Outaouais est confirmée par
I’induction de la vitellogénine chez les queues a tache noire males en aval d’Ottawa et
de Gatineau (Aravindakshan et al., 2004a). Les interactions entre les hormones
sexuelles et les HT sont bien documentées chez les poissons ; I’E; et les
xénoestrogénes retrouvés dans les effluents municipaux, tel le NP, réduisent
typiquement les taux d’HT (Cyr et Eales, 1988a,b, 1989, 1996; Brown ef al., 2004b ;
McCormick et al., 2005 ; Wiens and Eales, 2005). Par contre, puisque les taux d’HT
se trouvent augmentés et non diminués chez le doré jaune de la Riviére des Outaouais,

les xénoestrogénes ne seraient probablement pas les seuls contaminants impliqués
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dans la modulation des HT observée lors de cette étude. De plus, le site de Riviére
Blanche, ot seul le taux de T; est augmenté, est situé prés de 1’émissaire de ’usine de
traitement des eaux de la ville de Gatineau, tandis que Plaisance, ou les taux d’HT

sont plus fortement modulés, est & plusieurs kilométres en aval de cet émissaire.

Les dorés jaunes capturés 4 Plaisance n’étaient donc exposés qu’a des concentrations
trés diluées d’effluents municipaux provenant d’Ottawa et de Gatineau; par contre, ils
ont été péchés immédiatement en aval de 1’usine de pates et papier de Thurso, QC.
Ceci confirme que les taux d’HT du doré jaune peuvent étre augmentés suite 4 une
exposition a ce type d’effluent, tel qu’observé chez deux cyprinidés, le meunier noir et
le carassin (Munkittrick ef al., 1991 ; Kukkonen et al., 1999). I est aussi possible que
les dorés jaunes se déplacent librement en aval des barrages hydroélectriques a
Gatineau, et ainsi entre Riviere Blanche et Plaisance. Dans ce cas, les résultats
présentés suggérent qu’une exposition & court terme aux contaminants présents 3
Plaisance seraient plus susceptibles de moduler les HT chez le doré jaune que ceux

présents 3 Riviére Blanche.

Des modulations des taux d’HT ont été observées aux méme sites que ceux ou la
maturation sexuelle des dorés jaunes femelles démontre un retard de 3-4 ans. Un lien
entre ces deux phénoménes est donc suggéré par ces travaux, compte tenu le réle que
jouent les HT dans I’initiation de la maturation ovarienne des poissons (Cyr et Eales,
1996). De plus, I’exposition 3 des effluents d’usines de pites et papier est souvent
reliée & des anomalies chez la reproduction chez les femelles, dont un retard dans la
maturation sexuelle (Gagnon et al., 1995 ; Munkittrick et al., 1998 ; Sépulveda et al.,
2001, 2004 ; Sandstrém et Neuman, 2003). Plusieurs études rapportent par ailleurs un
taux de croissance accru et un indice de condition (K) plus élevé chez les poisons
exposés & ce type d’effluent, ce qui a été attribué 3 une dérégulation métabolique
(possiblement d’origine endocrinienne) et/ou un enrichissement nutritif par les
effluents. (Gagnon et al., 1995 ; Munkittrick et al., 1998 ; Sandstrém et Neuman,
2003). La combinaison d’irrégularités au niveau de la reproduction et du métabolisme

suggére un déréglement potentiel des HT.

Par ailleurs, les dorés jaunes immatures de cette étude ont été pris en octobre,

précisément au moment ol le signal endocrinien déclenche I'initiation de la
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maturation sexuelle chez les femelles (Malison et al., 1994 ; Henderson et al., 2003).
Le lien entre les effluents des usines de pites et papier, le retard de la maturation
sexuelle des femelles et les hormones thyroidiennes reste a confirmer, mais est appuyé

par les résultats de la présente étude.

Toutefois, il est nécessaire de souligner qu’aucunes mesures des contaminants
aquatiques n’ont été effectuées aux sites ciblés dans cette étude, ni dans les tissus des
dorés jaunes qui y habitent. Le lien de cause & effet entre les contaminants présents
dans la Riviére des Outaouais et la hausse des taux d’HT chez le doré jaune est donc
circonstanciel, et doit étre démontré suivant des expositions contrdlées aux effluents
ou aux contaminants présents dans le systéme. Ce type d’expérience permetirait de
différencier entre les effets directs des effluents sur la régulation des HT chez le
poisson et les effets indirects, par exemple ceux qui modifieraient la chaine trophique
et ainsi I’alimentation des prédateurs dans 1’écosystéme. Les travaux présentés dans ce
mémoire ont permis d’identifier un site, Plaisance, ot il serait pertinent de continuer
les recherches, particulitrement en ce qui a trait aux contaminants présents dans les

effluents de 1’usine de pates et papier 4 Thurso.

Dans cette optique, des expériences sont actuellement en cours pour déterminer 1’effet
des effluents de pétes et papier déversés a Plaisance sur ’expression des déiodinases
hépatiques chez des poissons immatures exposés en aquarium. Ainsi, il sera possible
d’évaluer la réponse de ce nouveau biomarqueur un contexte contrdlé, et aussi de
comparer DI’expression des déiodinases avec d’autres biomarqueurs qui sont
potentiellement moins variables, tel I'activité des déiodinases hépatiques ou

I’expression d’autres génes régulés par les HT, dont les TR.

En somme, les trois objectifs fixés ont été atteints lors des travaux de recherche
présentés dans ce mémoire. Ceci est le premier rapport d’une modulation des HT chez
le doré jaune. Il serait intéressant de confirmer si ce déréglement est causé par les
effluents des usines de pétes et papier situés sur la Riviére des Outaouais, et si la
modulation des HT est reliée aux retards dans la maturation des dorés femelles.
Deuxiémement, les séquences et la distribution de I’expression tissulaire des trois
déiodinases chez le doré jaune contribuent aux connaissances sur 1’endocrinologie de

cette espéce modele des grands prédateurs. Finalement, ’évaluation de I’expression
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des déiodinases hépatiques en tant que nouveau biomarqueur moléculaire indique que
ce paramétre ne refléte pas le déréglement des HT subi par les dorés jaunes dans la
Riviére des Outaouais. Il serait alors pertinent d’inclure d’autres biomarqueurs d’une
modulation du systéme thyroidien, afin de mieux comprendre la réponse de ce poisson

aux contaminants environnementaux.
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