
 1

1234567891 01 11 21 31 41 51 61 7

MERCURY CONCENTRATIONS IN THE BLOOD OF HARBOUR 
SEAL (PHOCA VITULINA) FROM THE NORTH SEA AND IN 
VITRO EXPOSURE OF SEAL AND HUMAN PERIPHERAL 

BLOOD MONONUCLEAR CELLS K r i s h n a D a s 1 , U r s u l a S i e b e r t 2 , A u d r e y G i l l e t 1 , A u r é l i e D u p o n t 1 , S o n j a F o n f a r a 2 , 3 , G a b r i e lM a z z u c c h e l l i 4 , E d w i n D e P a u w 4 , M a r i e / C l a i r e D e P a u w / G i l l e t 51 L a b o r a t o i r e d ’ O c é a n o l o g i e , C e n t r e d e R e c h e r c h e M A R E , B 6 C , U n i v e r s i t é d e L i è g e , L i è g e B e l g i u m2 R e s e a r c h a n d T e c h n o l o g y C e n t e r W e s t c o a s t , U n i v e r s i t y o f K i e l , 2 5 7 6 1 B u e s u m , G e r m a n y3 G K S S R e s e a r c h C e n t r e , I n s t i t u t e f o r C o a s t a l R e s e a r c h , 2 1 5 0 2 G e e s t h a c h t4 L a b o r a t o i r e d e S p e c t r o m é t r i e d e M a s s e , B 6 C L i è g e U n i v e r s i t y , 4 0 0 0 L i è g e , B e l g i u m5 L a b o r a t o i r e d ’ H i s t o l o g i e e t d e C y t o l o g i e , B 6 C U n i v e r s i t é d e L i è g e , 4 0 0 0 L i è g e B e l g i u m§ C o r r e s p o n d i n g a u t h o rE m a i l a d d r e s s e s :
 K D : k r i s h n a . d a s @ u l g . a c . b e1 8 U S : u r s u l a . s i e b e r t @ f t z / w e s t . u n i / k i e l . d e1 9 A G : a u d r e y g i l l e t @ h o t m a i l . c o m2 02 1 A D : A u r e l i e . D u p o n t @ s t u d e n t . u l g . a c . b eS F : S . F o n f a r a @ l i v e r p o o l . a c . u k2 2 G M : G a b r i e l . M a z z u c c h e l l i @ u l g . a c . b e2 3 E D P : E . D e P a u w @ u l g . a c . b e2 4 M C D P G : m a r i e / c l a i r e . d e p a u w @ u l g . a c . b e2 52 62 72 8 To be submitted to Environmental Health 

mailto:krishna.das@ulg.ac.be
mailto:ursula.siebert@ftz-west.uni-kiel.de
mailto:audreygillet@hotmail.com
mailto:S.Fonfara@liverpool.ac.uk
mailto:Gabriel.Mazzucchelli@ulg.ac.be
mailto:E.DePauw@ulg.ac.be
mailto:marie-claire.depauw@ulg.ac.be


 2

1234567891 01 11 21 31 41 51 61 71 81 92 02 12 22 32 42 52 6

Abstract  

Background M e t h y l m e r c u r y ( M e H g ) i s h i g h l y i m m u n o t o x i c a n d r e a d i l y b i o a c c u m u l a t e d i n m a r i n e o r g a n i s m s .L e v e l o f t o t a l H g ( T � H g ) w a s s t u d i e d i n 2 2 w i l d h a r b o u r s e a l s (
Phoca vitulina

) f r o m t h e G e r m a nN o r t h S e a . T � H g i s i n d e e d a v a l u a b l e p r o x y f o r M e H g e x p o s u r e i n t h e b l o o d . I m m u n o t o x i c e f f e c t so f M e H g w e r e s t u d i e d i n p e r i p h e r a l b l o o d m o n o n u c l e a r c e l l s ( P B M C s ) i s o l a t e d f r o m h a r b o u r s e a l sa n d h u m a n b e i n g s . O u r i n v e s t i g a t i o n s e x a m i n e d i f s o m e i m m u n e f u n c t i o n s o f h a r b o u r s e a l s c o u l db e i m p a i r e d b y l o w H g l e v e l , l e a d i n g t o a n i n c r e a s e s u s c e p t i b i l i t y t o i n f e c t i o u s a g e n t s . P r o t e i ne x p r e s s i o n a f f e c t e d
in vitro

b y m e t h y l m e r c u r y e x p o s u r e w a s a l s o i n v e s t i g a t e d i n h u m a n P B M C b ym e a n o f p r o t e o m i c .
Methods F u n c t i o n a l t e s t s ( v i a b i l i t y , p r o l i f e r a t i o n , m e t a b o l i c a c t i v i t y , R N A a n d D N A s y n t h e s i s ) w e r ep e r f o r m e d o n h u m a n ( n = 9 ) a n d s e a l P B M C s ( n = 5 ) . T h e e x p r e s s i o n s o f G A P D H , i n t e r l e u k i n � I L �2 , I L � 4 a n d T G F �

く
( T r a n s f o r m i n g G r o w t h F a c t o r �

d
) w e r e i n v e s t i g a t e d i n s e a l P B M C s b y R T � P C Ra n d r e a l t i m e q u a n t i t a t i v e P C R ( n = 4 ) . P r o t e o m e ( p r o t e i n s c o n s t i t u t i n g a c e l l c o m p a r t m e n t o r c e l lt y p e ) w a s s t u d i e d i n h u m a n P B M C s t o i d e n t i f y s p e c i f i c b i o m a r k e r s ( n = 3 ) . C y t o s o l i c p r o t e i n s w e r ee x t r a c t e d a n d i d e n t i f i e d o n 2 D � D I G E g e l s f o l l o w e d b y m a s s s p e c t r o m e t r y .

Results A f t e r e x p o s u r e , t h e n u m b e r o f P B M C s , v i a b i l i t y , m e t a b o l i c a c t i v i t y , D N A a n d R N A s y n t h e s i s w e r er e d u c e d
 in vitro

s u g g e s t i n g d e l e t e r i o u s e f f e c t s o f M e H g i n c o n c e n t r a t i o n s n a t u r a l l y e n c o u n t e r e d i nf r e e � r a n g i n g s e a l s . F o r h u m a n a n d s e a l s , f u n c t i o n a l t e s t s s h o w e d t h a t a 1 § M c o n c e n t r a t i o n w a s t h ec r i t i c a l c o n c e n t r a t i o n a b o v e w h i c h l y m p h o c y t e a c t i v i t y , p r o l i f e r a t i o n a n d s u r v i v a l w e r ec o m p r o m i s e d . I L � 2 a n d T G F �
d

m R N A e x p r e s s i o n w e r e w e a k e r i n e x p o s e d l y m p h o c y t e s c o m p a r e dt o c o n t r o l c e l l s ( 0 . 2 a n d 1 § M ) . T h e d i f f e r e n t i a l p r o t e o m i c a n a l y s i s c o m p l e t e d o n t h e c y t o p l a s m i cf r a c t i o n o f t h e h u m a n T � l y m p h o c y t e e x p o s e d t o t h i s M e H g c o n c e n t r a t i o n s h o w e d s o m e v a r i a t i o n i n
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t h e p r o t e i n e x p r e s s i o n p r o f i l e (
e.g. v i m e n t i n ) . H o w e v e r , t h e s e p o t e n t i a l b i o m a r k e r s o f M e H ge x p o s u r e a r e y e t t o b e t e s t e d a n d v a l i d a t e d o n h a r b o u r s e a l s .

Conclusion T o c o n c l u d e , c e l l m o d e l r e v e a l e d a n
in vitro

i m m u n o s u p p r e s s i v e e f f e c t o f M e H g e v e n a tc o n c e n t r a t i o n s s i m i l a r t o t h a t m e a s u r e d i n f r e e Î r a n g i n g h a r b o u r s e a l s .K e y w o r d s : M e r c u r y ,
Phoca vitulina – b i o m a r k e r s Î c y t o k i n e Î P B M C – c e l l m o d e l
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1. BACKGROUND M e r c u r y i s a w i d e l y p r e s e n t m e t a l i n t h e e n v i r o n m e n t , w i t h a m a j o r n a t u r a l s o u r c e o f e n v i r o n m e n t a lm e r c u r y p o l l u t i o n p r o v i d e d b y d e g a s s i n g f r o m t h e E a r t h ’ s c r u s t [ 1 , 2 ] . I t s e n v i r o n m e n t a l l e v e l h a sa l s o i n c r e a s e d a s a c o n s e q u e n c e o f d i s c h a r g e s f r o m v a r i o u s i n d u s t r i e s , m e d i c a l a n d s c i e n t i f i cw a s t e s , a n d t h e p r o c e s s i n g o f r a w o r e s [ 1 , 2 ] . F o l l o w i n g t h e d i s c o v e r y i n t h e e a r l y 1 9 6 0 s , o f t h ed a n g e r s t o h u m a n h e a l t h o f m e r c u r y i n t h e m a r i n e e n v i r o n m e n t , t h e r e h a s b e e n a s t e a d y r e d u c t i o n o fm a n ÿ m a d e i n p u t s i n t h e N o r t h S e a , p a r t l y t h r o u g h t h e i m p o s i t i o n o f s t r i c t c o n t r o l s o n d i s c h a r g e s o fw a s t e s c o n t a i n i n g m e r c u r y , a n d p a r t l y t h r o u g h e l i m i n a t i o n o f t h e u s e o f m e r c u r y a n d m e r c u r i a lc o m p o u n d s [ 2 , 3 ] . H o w e v e r , d e s p i t e t h e s e r e g u l a t i o n s , H g d e c r e a s e i n t h e b i o t a i s n o t o b v i o u s ,e s p e c i a l l y f o r m a r i n e m a m m a l s f o r w h i c h H g l e v e l s m a y s t i l l r a i s e i n s o m e s p e c i e s t i s s u e s d u e t ow o r l d w i d e d i s t r i b u t i o n o f H g [ 3 ÿ 6 ] .M e r c u r y c o n c e n t r a t e s i n t h e m a r i n e e n v i r o n m e n t , e s p e c i a l l y i n d e e p o c e a n w a t e r s , w h i c h c o n t a i na p p r o x i m a t e l y 7 4 % o f t h e g l o b a l t o t a l [ 7 , 8 ] . T h e c y c l i n g o f m e r c u r y t h r o u g h t h e m a r i n ee n v i r o n m e n t i n v o l v e s d i f f e r e n t c h e m i c a l f o r m s [ 1 ] . A l a r g e p o r t i o n o f m e r c u r y i n t h e o c e a n i st r a n s f o r m e d t o H g 2 + a n d b e c o m e s a v a i l a b l e f o r m e t h y l a t i o n , m a i n l y o c c u r r i n g i n s e d i m e n t s a n da n o x i c a q u a t i c s y s t e m s [ 2 , 9 , 1 0 ] . F i r s t d e s c r i b e d i n 1 9 6 9 [ 1 1 ] , m e t h y l a t i o n o f i n o r g a n i c m e r c u r ya n d d e m e t h y l a t i o n o f m e t h y l m e r c u r y ( M e H g ) i n f o o d w e b s a r e k e y p r o c e s s e s i n f l u e n c i n g t h ea b u n d a n c e o f M e H g i n f o o d w e b s [ 9 ] . R a t e o f m e t h y l a t i o n a n d d e m e t h y l a t i o n a r e a f f e c t e d b ys e v e r a l v a r i a b l e s i n c l u d i n g t e m p e r a t u r e r a i s i n g s e r i o u s c o n c e r n s i n t h e l i g h t o f g l o b a l c h a n g e a n di n c r e a s i n g s e a w a t e r t e m p e r a t u r e [ 1 2 , 1 3 ] . M e H g h a s a h i g h b i o a v a i l a b i l i t y , b i o a c c u m u l a t e s a n db i o m a g n i f i e s a t a l l t r o p h i c l e v e l s i n t h e f o o d w e b a n d h a s s e v e r e t o x i c o l o g i c a l e f f e c t s [ 1 4 , 1 5 ] . T h i sj u s t i f i e s c o n s t a n t m o n i t o r i n g o f l e v e l s a n d e f f e c t s i n w i l d l i f e . U s u a l l y , 8 0 ÿ 9 5 % o f m e r c u r y f o u n d i nN o r t h S e a f i s h m u s c l e t i s s u e i s M e H g [ 1 6 ] . F i s h r e p r e s e n t s t h e m a j o r H g s o u r c e f o r h u m a n a n d
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m a r i n e m a m m a l p o p u l a t i o n r e l y i n g o n t h i s m a r i n e r e s o u r c e . F i s h c o n s u m p t i o n i s g e n e r a l l yc o r r e l a t e d w i t h t o t a l H g a n d o r g a n i c H g i n b l o o d ( [ 1 7 , 1 8 ] . T h e h i g h e s t H g l e v e l s a r e f o u n d i ns p e c i e s , s u c h a s t h e h a r b o u r p o r p o i s e (
Phocoena phocoena

) a n d t h e h a r b o u r s e a l (
Phoca vitulina

) ,d i s p l a y i n g p i s c i v o r o u s h a b i t s a n d i n h a b i t i n g p o l l u t e d c o a s t a l w a t e r s o f t h e s o u t h e r n N o r t h S e a ( [ 1 9 ,2 0 ] . L o n g 9 t e r m H g s t o r a g e i n l i v e r a n d k i d n e y o f m a r i n e m a m m a l s h a s b e e n d e s c r i b e d : H g i sg e n e r a l l y a s s o c i a t e d t o S e u n d e r a n o n o r g a n i c f o r m ( t i e m a n n i t e o r H g S e ) , b e l i e v e d t o b e l e s s t o x i c[ 2 1 , 2 2 ] . H o w e v e r , t h e d e m e t h y l a t i o n p r o c e s s i s n o t “ i n s t a n t a n e o u s ” a n d b e f o r e r e a c h i n g t h e s e l o n g 9t e r m a c c u m u l a t i o n o r g a n s , m e r c u r y i s a s s i m i l a t e d f r o m f i s h , w i t h i n t h e b l o o d s t r e a m a n d m a i n l yu n d e r i t s m e t h y l a t e d f o r m [ 1 4 , 1 5 ] . A h i g h p e r c e n t a g e o f b l o o d m e r c u r y c o n c e n t r a t i o n i s u n d e r am e t h y l a t e d f o r m ( u p t o 9 0 % ) , e s p e c i a l l y i n h u m a n a n d m a r i n e m a m m a l p o p u l a t i o n r e l y i n g o ns e a f o o d [ 1 4 , 1 5 , 2 3 ] a n d s o m a y r e p r e s e n t a t h r e a t t o w a r d s b l o o d c e l l s , i n c l u d i n g i m m u n e c e l l s .S p e c i f i c m e c h a n i s m s o f M e H g 9 i n d u c e d i m m u n o t o x i c i t y , h o w e v e r , r e m a i n u n e x p l o r e d .I m p a i r m e n t o f i m m u n e f u n c t i o n i s s u g g e s t e d t o p l a y a c o n t r i b u t i n g r o l e f o r t h e i n c r e a s i n g i n c i d e n c eo f i n f e c t i o u s d i s e a s e s i n m a r i n e m a m m a l s a n d a d v e r s e e f f e c t s o f e n v i r o n m e n t a l c o n t a m i n a n t s o n t h ei m m u n e s y s t e m h a v e o f t e n b e e n s u g g e s t e d [ 2 4 9 2 7 ] . I n f o r m a t i o n o n t h e i m m u n e s y s t e m o f h a r b o u rs e a l s i s q u i t e w e l l d o c u m e n t e d . T h i s s p e c i e s h a s c o n v e n i e n t l y b e c o m e t h e m a r i n e m a m m a l o fc h o i c e f o r i m m u n o l o g i c a l s t u d i e s [ 2 5 , 2 6 ] . I n t e r e s t i n t h e h a r b o u r s e a l s t e m m e d p a r t l y f r o m e a r l i e rc a p t i v e s t u d i e s o n t h e r e p r o d u c t i v e t o x i c i t y o f e n v i r o n m e n t a l c o n t a m i n a n t s u s i n g t h i s s p e c i e s [ 2 8 ] ,b u t m o r e i m p o r t a n t l y a s a c o n s e q u e n c e o f r e c u r r e n t P D V e p i z o o t i c s [ 2 9 9 3 1 ] . T h e d e v e l o p m e n t o f
in 

vitro
m o d e l s f o r i m m u n o t o x i c i t y t e s t i n g i n c r e a s e s t h e u n d e r s t a n d i n g o f t h e m e c h a n i s m s u n d e r l y i n go b s e r v a t i o n s o f i m m u n o t o x i c i t y . T h i s i s o f i n t e r e s t , p a r t i c u l a r l y i n h u m a n s a n d w i l d l i f e w h e r ee t h i c a l l i m i t a t i o n s p r e c l u d e

in vivo
e x p e r i m e n t a t i o n [ 2 5 , 3 2 ] .H o w e v e r , d e s p i t e n u m e r o u s s t u d i e s i n v o l v i n g

in vivo
a n d

in vitro
e f f e c t s o f p e r s i s t e n t o r g a n i cp o l l u t a n t s [ 3 3 , 3 4 ] , e f f e c t s o f m e r c u r y o n t h e m a r i n e m a m m a l i m m u n e s y s t e m a n d u n d e r l y i n gm e c h a n i s m s r e m a i n s c a r c e [ 3 5 9 3 7 ] . T h i s m i g h t b e c a u s e d b y a n u n d e r e s t i m a t i o n o f i t s t o x i c i t y



 6

1234567891 01 11 21 31 41 51 61 71 81 92 02 12 22 32 4

c o m p a r e d t o o r g a n i c p o l l u t a n t s . M e r c u r y c h l o r i d e ( H g C l ) e x p o s u r e r e v e a l e d i m m u n o t o x i cp r o p e r t i e s o n s e a l l e u k o c y t e s [ 3 5 ] b u t t h i s n o n o r g a n i c c o m p o u n d r e p r e s e n t s a m i n o r p e r c e n t a g e o ft o t a l m e r c u r y i n t h e b l o o d c o m p a r e d t o t h e h i g h l y t o x i c m e t h y l m e r c u r y [ 1 5 ] . D e v e l o p i n g g r e y s e a l sf r o m t h e S t L a w r e n c e E s t u a r y a p p e a r e d v u l n e r a b l e t o
in vitro

M e H g e x p o s u r e , e s p e c i a l l y d u r i n g t h ep o s t v w e a n i n g p e r i o d [ 3 6 ] . S e v e r a l i m m u n e f u n c t i o n s m a y b e a f f e c t e d b y m e t h y l m e r c u r y , i n c l u d i n gc e l l p r o l i f e r a t i o n a n d v i a b i l i t y , p r o t e i n s y n t h e s i s a n d c e l l m e d i a t i o n t h r o u g h c y t o k i n e s e c r e t i o n [ 3 8 ] .C e l l p r o l i f e r a t i o n a n d v i a b i l i t y c a n b e e a s i l y s t u d i e d t h r o u g h w e l l e s t a b l i s h e d b i o a s s a y s [ 3 5 ,3 9 ] w h i l e p r o t e o m i c a p p e a r e d a s a p r o m i s i n g t o o l t o i d e n t i f y p r o t e i n e x p r e s s i o n c o n s e c u t i v e t op o l l u t a n t e x p o s u r e [ 4 0 , 4 1 ] . I m m u n e s y s t e m c e l l s u c h a s m a c r o p h a g e s a n d m o n o c y t e s p r o d u c e p r o va n d a n t i v i n f l a m m a t o r y c y t o k i n e s a n d a r e r e s p o n s i b l e f o r t h e i n i t i a t i o n a n d p r o g r e s s i o n o f i m m u n er e s p o n s e . C y t o k i n e s a r e p o w e r f u l b i o l o g i c a l m e d i a t o r s o f t h e i m m u n e s y s t e m [ 4 0 , 4 2 ] . T h e l p e r( T h ) c e l l s u b p o p u l a t i o n s a r e d i f f e r e n t i a t e d b y t h e i r c o n t r a s t i n g a n d c r o s s v r e g u l a t i n g c y t o k i n ee x p r e s s i o n s [ 4 3 ] . T h 1 v c e l l s p r o d u c e p r o i n f l a m m a t o r y c y t o k i n e s s u c h a s i n t e r l e u k i n ( I L ) v 2 t os t i m u l a t e t h e c e l l u l a r i m m u n e r e s p o n s e [ 4 4 ] , w h e r e a s T h 2 v c e l l s p r o d u c e a n t i v i n f l a m m a t o r yc y t o k i n e s s u c h a s I L v 4 , w h i c h r e g u l a t e t h e i m m u n e r e s p o n s e [ 4 5 ] . T h 3 v c e l l s a r e t h e s o u r c e o ft r a n s f o r m i n g g r o w t h f a c t o r ( T G F ) v d."a c y t o k i n e w i t h s t r o n g a n t i v i n f l a m m a t o r y c h a r a c t e r i s t i c s[ 4 6 ]
0"C y t o k i n e e x p r e s s i o n s a r e m o d u l a t e d b y v a r i o u s e n v i r o n m e n t a l p o l l u t a n t s [ 4 7 v 5 2 ] b u t s p e c i f i ca c t i o n s o f m e t h y l m e r c u r y a t e n v i r o n m e n t a l c o n c e n t r a t i o n s r e m a i n l a r g e l y u n k n o w n .I n t h i s p i l o t s t u d y , w e u s e d M e H g i n a n

in vitro
s y s t e m t o a d d r e s s t h e l i n k b e t w e e n e n v i r o n m e n t a lH g l e v e l s m e a s u r e d i n s e a l b l o o d a n d l y m p h o c y t e f u n c t i o n i n h a r b o u r s e a l . H u m a n l y m p h o c y t e sw e r e a l s o i n t e g r a t e d i n t h e s t u d y f o r a n i n t e r s p e c i e s c o m p a r i s o n a n d p r o t o c o l e s t a b l i s h m e n t( l y m p h o c y t e p r o l i f e r a t i o n , p r o t e i n , R N A a n d D N A s y n t h e s i s ) . W e p r o p o s e h e r e :v ( 1 ) t o a s s e s s t o t a l H g l e v e l s i n t h e b l o o d o f f r e e v r a n g i n g s e a l s f r o m t h e N o r t h S e a a n d t o e v a l u a t eb i o t i c f a c t o r s i n f l u e n c i n g t h e s e l e v e l s ( s e x , l e n g t h , b o d y m a s s ) .
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123456
� ( 2 ) t o i s o l a t e l y m p h o c y t e s f r o m s e a l a n d h u m a n a n d e x p o s e t h e m

in vitro, u s i n g v a r i o u s M e H gc o n c e n t r a t i o n s r e f l e c t i n g l e v e l s e n c o u n t e r e d i n w i l d l i f e .
In vitro

i m m u n o t o x i c i t y o f M e H g w a sa p p r o a c h e d o n D N A , R N A a n d p r o t e i n l e v e l s .� ( 3 ) t o d e l i n e a t e b i o c h e m i c a l p a t h w a y s o f m e t h y l m e r c u r y
in vitro

e x p o s u r e o n T � l y m p h o c y t e su s i n g a f i r s t h u m a n P B M C m o d e l t h r o u g h t h e m e a n o f p r o t e o m i c .
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2. MATERIALS AND METHODS 

2.1. Total Hg analysis  F u l l b l o o d w a s s a m p l e d f r o m 2 2 h a r b o u r s e a l s c a u g h t b e t w e e n 1 9 9 7 a n d 2 0 0 4 a l o n g t h e G e r m a nN o r t h S e a ( L o r e n z e n p l a t e , G e r m a n y ,
Table 1

) . S e a l s w e r e p h y s i c a l l y r e s t r a i n e d . B l o o d w a s d r a w nf r o m t h e e x t r a d u r a l v e n o u s s i n u s i n t o s t e r i l e e v a c u a t e d b l o o d c o l l e c t i o n t u b e s ( s e r u m t u b e sM o n o v e t t e ® , G e r m a n y ) a n d k e p t a t Ù 2 0 ° C u n t i l H g a n a l y s i s . T w o g r a m s ( a p p r o x i m a t e l y 1 . 8 m l ) o fb l o o d w e r e m i n e r a l i z e d w i t h 3 m l H N O 3 6 5 % ( M e r c k 4 5 6 ) a n d 1 m l o f H 2 O 2 ( M E R C K 7 2 1 0 ) , u s i n ga m i c r o w a v e o v e n ( M L S Ù 1 2 0 0 M e g a ) f o r 1 7 m i n u t e s . T o t a l H g c o n c e n t r a t i o n s ( i n å g æ g ç 1 f w ) w e r ed e t e r m i n e d b y c o l d v a p o u r a t o m i c a b s o r p t i o n s p e c t r o m e t r y o n a P e r k i n Ù E l m e r C o l e m a n M a s Ù 5 0M e r c u r y A n a l y s e r ( w a v e l e n g t h 2 5 3 . 7 n m ) . Q u a l i t y c o n t r o l m e a s u r e m e n t s f o r t o t a l m e r c u r y i n c l u d e dr e p l i c a t e a n a l y s i s r e s u l t i n g i n c o e f f i c i e n t s o f v a r i a t i o n < 1 0 % a n d a n a l y s i s o f c e r t i f i e d m a t e r i a l( D O R M Ù 1 , N R C , C a n a d a ) . T h e H g a b s o l u t e d e t e c t i o n l i m i t w a s 1 0 n g c o r r e s p o n d i n g t o 0 . 1 3 å g . g ç 1f r e s h w e i g h t ( f w ) f o r a n a v e r a g e o f 1 . 5 g o f s a m p l e a n a l y s e d . Q u a l i t y o f t h e a n a l y s e s w a s c o n t r o l l e dt h r o u g h p a r t i c i p a t i o n i n a n i n t e r c a l i b r a t i o n p r o g r a m m e [ 5 3 ] .
 

2.2. Cytokine detection T h e e x p r e s s i o n o f t h e h o u s e k e e p i n g g e n e g l y c e r a l d e h y d e Ù 3 Ù p h o s p h a t e ( G A P D H ) , i n t e r l e u k i n s Ù I L Ù2 a n d I L Ù 4 a n d t h e t r a n s f o r m i n g g r o w t h f a c t o r ( T G F ) Ù
く

w a s i n v e s t i g a t e d i n c o n t r o l a n dc o n t a m i n a t e d s e a l P B M C s .
 

Sampling
Ù B l o o d f r o m o n e c a p t i v e f e m a l e s e a l ( S e a l S t a t i o n , F r i e d r i c h s k o o g ) a n d 4 f r e e r a n g i n gm a l e s ( T a b l e 1 ) w a s s a m p l e d i n E D T A t u b e s a n d k e p t a t r o o m t e m p e r a t u r e u n t i l P B M C i s o l a t i o n( m a x d u r a t i o n 1 8 h ) . R o u t i n e m e d i c a l c h e c k s , b l o o d c o u n t s , d i s t e m p e r a n t i b o d i e s , a n d b a c t e r i a li n v e s t i g a t i o n s s h o w e d n o e v i d e n c e o f d i s e a s e i n t h e s e a n i m a l s a t t h e t i m e o f e x a m i n a t i o n ( S i e b e r t ,p e r s o n a l c o m m u n i c a t i o n ) .
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T h e b l o o d w a s d i l u t e d 1 : 2 w i t h p h o s p h a t e 
 b u f f e r e d s a l i n e ( P B S ) . L y m p h o c y t e s w e r es e p a r a t e d o n a F i c o l l g r a d i e n t ( P A A L a b o r a t o r i e s G m b h , P a s h i n g ) a n d w a s h e d t w i c e i n P B S . C e l l sw e r e s u s p e n d e d i n 2 0 % m e d i u m ( M i n i m u m e s s e n t i a l M e d i u m , E a g l e , S i g m a 
 A l d r i c h c o n t a i n i n g1 0 % f o e t a l c a l f s e r u m ( F C S , f r o m P A A L a b o r a t o r i e s ) . P h y t o h e m a g g l u t i n i n ( P H A ) m i t o g e n ( 5" g . m l # 1 ) w a s d i l u t e d i n c u l t u r e m e d i u m ( P H A ; S i g m a 
 A l d r i c h ) . S u s p e n s i o n s o f P B M C s ( 2 0 0 0 0 0c e l l s ) i n a f i n a l v o l u m e o f 3 0 0 " l p e r w e l l w e r e i n c u b a t e d f o r 7 2 h a t 3 7 ° C w i t h 5 % C O 2 a n dm e t h y l m e r c u r y ( 0 . 2 " M a n d 1 " M , S i g m a 
 A l d r i c h C h e m i e G m b h ) . C o n t r o l P B M C s w e r e t r e a t e dw i t h c u l t u r e m e d i u m w i t h o u t w i t h P H A ( 5 " g . m l # 1 ) . V i a b i l i t y a n d n u m b e r o f c e l l s w e r e d e t e r m i n e dm i c r o s c o p i c a l l y b y t r y p a n b l u e s t a i n i n g ( C a r l R o t h G m b H , K a r l s r u h e , G e r m a n y ) .
Pr imer  design


 P r i m e r s f o r t h e P C R w e r e d e s i g n e d u s i n g D N A s t a r T M s o f t w a r e ( G A T CB i o t e c h , K o n s t a n z , G e r m a n y ) . P r i m e r s f o r t h e d e t e c t i o n o f I L 
 2 a n d I L 
 4 w e r e s e l e c t e d f r o mc o n s e r v e d n u c l e o t i d e s e q u e n c e s o f g r e y s e a l (
Halichoerus grypus

) a n d d o g (
Canis familiaris

)r e s p e c t i v e l y ( G e n B a n k a c c e s s i o n n u m b e r s A F 0 7 2 8 7 1 , A F 1 8 7 3 2 2 , A F 1 0 4 2 4 5 ) . P r i m e r s e q u e n c e sf o r t h e a m p l i f i c a t i o n o f G A P D H a n d T G F 

d

w e r e s e l e c t e d f r o m p r e v i o u s l y p u b l i s h e d s e q u e n c e s( [ 5 2 ] ;
Table 2

) .
RT-PCR and Real time quantitative PCR - 

A f t e r t h e i n c u b a t i o n p e r i o d ( 7 2 h ) , t o t a l R N Aw a s i s o l a t e d f r o m e x p o s e d a n d c o n t r o l P B M C s ( R N e a s y ® M i n i K i t , Q i a g e n S c i e n c e s , M a r y l a n d ,U S A ) f o l l o w i n g m a n u f a c t u r e r e c o m m e n d a t i o n . A f t e r D N a s e 
 t r e a t m e n t ( D N A 

free T M , A m b i o n k i t ) ,R N A w a s r e v e r s e t r a n s c r i b e d w i t h m u r i n e r e v e r s e t r a n s c r i p t a s e ( R N A P C R C o r e K i t T M , A p p l i e dB i o s y s t e m s , W e i t e r s t a d t , G e r m a n y ) a n d t h e r e s u l t i n g c D N A s e r v e d a s a t e m p l a t e f o r P C R f o l l o w i n gt h e m a n u f a c t u r e r s p r o t o c o l a n d u s i n g T h e r m o c y c l e r M X 4 0 0 0 T M ( S t r a t a g e n e E u r o p e ) . F o r r e a l 
 t i m eq u a n t i f i c a t i o n , t h e B r i l l i a n t S Y B R G r e e n Q P C R M a s t e r m i x ( S t r a t a g e n E u r o p e ) w a s u s e d [ 5 4 ] . T h i sc o n t a i n e d S Y B R G r e e n I a s a f l u o r e s c e n c e d y e , d N T P s , M g C l 2 a n d a h o t s t a r t T a q D N Ap o l y m e r a s e . T h e f l u o r e s c e n c e r e s p o n s e w a s m o n i t o r e d i n a l i n e a r f a s h i o n a s t h e P C R p r o d u c t w a s
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g e n e r a t e d o v e r a r a n g e o f P C R c y c l e s . F o r e a c h c y t o k i n e , a s t a n d a r d c u r v e w a s p r e p a r e d u s i n g ad i l u t i o n s e r i e s f r o m 1 0 9 t o 1 0 2 c o p i e s . T h e P C R s t a r t e d w i t h a n i n i t i a l s t e p a t 9 5 ° C f o r 1 0 m i n ,f o l l o w e d b y 4 0 c y c l e s w i t h d e n a t u r a t i o n a t 9 5 ° C f o r 1 m i n , a n n e a l i n g t e m p e r a t u r e ( t a b l e 1 ) f o r 3 0s e c a n d e l o n g a t i o n a t 7 2 ° C f o r 1 m i n . T h e f l u o r e s c e n c e w a s m e a s u r e d a t t h e e n d o f t h e a n n e a l i n ga n d a t t h e e n d o f t h e d i s s o c i a t i o n p r o g r a m a t a w a v e l e n g t h o f 5 3 0 n m . T o e x c l u d e m e a s u r e m e n t o fn o n s p e c i f i c P C R p r o d u c t s a n d p r i m e r d i m e r s , a n d t o d e t e r m i n e t r u e a m p l i f i c a t i o n , e a c h P C R w a sf o l l o w e d b y a d i s s o c i a t i o n p r o g r a m f o r 1 m i n a t 9 5 ° C , f o l l o w e d b y 4 1 c y c l e s d u r i n g w h i c h t h et e m p e r a t u r e w a s i n c r e a s e d i n e a c h c y c l e , s t a r t i n g a t 5 5 ° C a n d e n d i n g a t 9 5 ° C . O n l y P C R r e a c t i o n sw i t h o n e w e l l l d e f i n e d p e a k w e r e u s e d f o r a n a l y s i s . A l l r e a c t i o n s w e r e p e r f o r m e d i n d u p l i c a t e a n dt w o s e p a r a t e P C R r e a c t i o n s w e r e p e r f o r m e d . G A P D H w a s u s e d a s t h e c o n t r o l g e n e . T o c a l c u l a t e t h ec y t o k i n e e x p r e s s i o n G A P D H w a s u s e d a s c a l i b r a t i o n c o m p o u n d . C y t o k i n e e x p r e s s i o n i n d e x ( C I )w a s c a l c u l a t e d a s f o l l o w s :
CI = Number of cytokine copies/ Number of GAPDH copies 

2.4. Functional tests B l o o d f r o m 6 c a p t i v e s e a l s ( 4 f e m a l e s a n d 2 m a l e s f r o m
Seehundstation

, F r i e d r i c h s k o o g , G e r m a n y )w a s s a m p l e d i n 9 m l h e p a r i n i z e d t u b e ( M o n o v e t t e ® S t a t e d t , G e r m a n y ) a n d k e p t a t r o o m t e m p e r a t u r eu n t i l P B M C i s o l a t i o n a n d e x p o s u r e ( L a b o r a t o r y f o r H i s t o l o g y a n d C y t o l o g y , L i e g e U n i v e r s i t y ) . T h eS e a l R e h a b i l i t a t i o n C e n t e r k e e p s h a r b o u r s e a l s o n a r e g u l a r b a s i s f o r s c i e n t i f i c a n d e d u c a t i o np u r p o s e s . R o u t i n e m e d i c a l c h e c k s , b l o o d c o u n t s , d i s t e m p e r a n t i b o d i e s , a n d b a c t e r i a l i n v e s t i g a t i o n ss h o w e d n o e v i d e n c e o f d i s e a s e i n t h e s e a n i m a l s a t t h e t i m e o f e x a m i n a t i o n ( S i e b e r t , p e r s o n a lc o m m u n i c a t i o n ) .I n p a r a l l e l t o s e a l s a m p l e s f u n c t i o n a l t e s t s w e r e a l s o r e a l i s e d o n h e a l t h y 3 0 l 6 0 y e a r s o l d m a l eh u m a n P B M C s ( n = 8 ) . P B M C w h o l e c e l l s ( c o l l a b o r a t i o n w i t h C r o i x R o u g e d e B e l g i q u e ) . P B M C sw e r e i s o l a t e d f r o m b u f f y c o a t s b y u s i n g s t a n d a r d F i c o l l / H y p a q u e ( A m e r s h a m ) g r a d i e n t s
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( c e n t r i f u g a t i o n d u r i n g 3 0 m i n a t 7 0 0 g , a t 2 0 ° C ) . P B M C s w e r e w a s h e d t w i c e i n p h o s p h a t e b u f f e rs a l i n e s o l u t i o n ( P B S ) a n d t h e p e l l e t w a s r e s u s p e n d e d i n t h e c u l t u r e m e d i u m ( R P M I s u p p l e m e n t e dw i t h 1 0 % h e a t i n a c t i v a t e d f o e t a l b o v i n e s e r u m ( I n v i t r o g e n ) , 1 % L © g l u t a m i n e , 1 0 % p e n i c i l l i n ©s t r e p t o m y c i n ; C a m b r e x ) . 2 x 1 0 5 c e l l s w e r e s e e d e d i n 1 0 0 ® l a n d i n c u b a t e d i n a 9 6 © w e l lm i c r o c u l t u r e p l a t e ( F a l c o , N e w J e r s e y , U S A ) . C e l l c u l t u r e s w e r e i n c u b a t e d w i t h o u t m i t o g e n o r i nt h e p r e s e n c e o f p h y t o h e m a g l u t i n i n ( P H A ) , a T © c e l l © s p e c i f i c m i t o g e n i n h a r b o u r s e a l s ( d e S w a r t e ta l . 1 9 9 3 ) . P H A w a s d i l u t e d i n c u l t u r e m e d i u m a t o p t i m a l c o n c e n t r a t i o n o f 1 ® g . m l ¶ 1 f o r h u m a nP B M C s ( d e t e r m i n e d o p t i m a l c o n c e n t r a t i o n f o r 7 2 h r c u l t u r e ) a n d 5 ® g . m l ¶ 1 f o r s e a l P B M C s ( B e i n e k ee t a l . 2 0 0 4 ) . C e l l v i a b i l i t y w a s a s s e s s e d v i a t r y p a n b l u e e x c l u s i o n a s s a y a n d v i a b l e c e l l s w e r ec o u n t e d m i c r o s c o p i c a l l y u s i n g a h e m o c y t o m e t e r .
 A f t e r 7 2 h o u r s o f M e H g e x p o s u r e ( 0 . 1 , 0 . 2 , 0 . 5 , 1 , 1 . 5 5 1 0 ® M ) , m e t a b o l i c a c t i v i t y o f c e l l sw a s q u a n t i f i e d b y a c o l o r i m e t r i c m i c r o t i t e r p l a t e M T S a s s a y 3 © ( 4 , 5 © d i m e t h y l t h i a z o l © 2 © y l ) © 5 © ( 3 ©c a r b o x y m e t h o x y p h e n y l ) © 2 © ( 4 © s u l f o p h e n y l ) © 2 H © t e t r a z o l i u m , i n n e r s a l t ( M T S , P r o m e g a ) . M T S

in 

vitro
c y t o t o x i c i t y a s s a y i s a c o n v e n i e n t m e t h o d f o r a s s e s s i n g c e l l v i a b i l i t y . 1 0 ® l o f M T S s o l u t i o n sp r e p a r e d a c c o r d i n g t o t h e m a n u f a c t u r e r ’ s i n s t r u c t i o n s w e r e a d d e d t o t h e 1 0 0 ® l c u l t u r e m e d i u mc o n t a i n i n g t h e c e l l s . M T S i s c h e m i c a l l y r e d u c e d b y c e l l s i n t o f o r m a z a n , w h i c h i s s o l u b l e i n c u l t u r em e d i u m . A f t e r 2 h r i n t h e d a r k a n d i n t h e i n c u b a t o r , t h e m e a s u r e m e n t o f t h e a b s o r b a n c e o f t h ef o r m a z a n w a s c a r r i e d o u t o n a s p e c t r o p h o t o m e t e r ( P o w e r w a v e X , B i o © T e k ) a t 4 9 2 n m . E a c hc o n d i t i o n w a s r e a l i z e d i n 5 w e l l s .L y m p h o p r o l i f e r a t i o n a n d p r o t e i n s y n t h e s i s w e r e d e t e r m i n e d b y m e a s u r i n g t h e a m o u n t o fi n c o r p o r a t e d r a d i o a c t i v e p r e c u r s o r s u s i n g a s c i n t i l l a t i o n c o u n t e r . 2 x 1 0 5 c e l l s w e r e s e e d e d i n 2 0 0 ® lc u l t u r e m e d i u m . D u r i n g t h e l a s t 2 4 h o f c u l t u r e , 1 ® C i / m l o f m e t h y l © [ 3 H ] t h y m i d i n e ( s p e c i f i ca c t i v i t y 2 0 © 4 0 C i / m m o l e ) , [ 5 , 3 H ] u r i d i n e ( s p e c i f i c a c t i v i t y 2 0 © 4 0 C i / m m o l e ) o r [ 4 , 5 , 3 H ] L © l e u c i n e( s p e c i f i c a c t i v i t y 4 0 © 6 0 C i / m m o l e , M P B i o m e d i c a l s ) w a s a d d e d t o e a c h w e l l a n d c e l l u l a ri n c o r p o r a t i o n w a s d e t e r m i n e d . C e l l s w e r e h a r v e s t e d o n f i l t e r ( M u l t i s c r e e n H T S , M i l l i p o r e ) w i t h a
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m i l l i p o r e a s p i r a t i o n s y s t e m a s d e s c r i b e d b y t h e m a n u f a c t u r e r i n s t r u c t i o n s . T h e f o l l o w i n g s t e p s w e r er e a l i z e d w i t h a n a u t o m a t i c d i s p e n s e r ( P r e c i s i o n p o w e r 2 0 0 0 ) : 1 0 0 ê l P B S , 1 2 0 ê l t r y p s i n 1 0 m i n ,1 0 0 ê l P B S , 1 0 0 ê l e t h a n o l 2 0 m i n , 3 x 1 0 0 ê l e t h a n o l . T h e p l a t e s w e r e d r i e d o v e r n i g h t , a n d t h ef i l t e r s w e r e c o l l e c t e d i n v i a l s ( P u n c h e r M i l l i p o r e ) . 4 0 0 ê l s o d i u m h y p o c h l o r i t e ( 1 : 1 0 v : v ) w e r ea d d e d . A f t e r 3 0 m i n a g i t a t i o n , 4 m l s c i n t i l l a t i n g l i q u i d ( R e a d y S a f e , B e c k m a n ) w e r e a d d e d a n dq u a n t i f i c a t i o n o f t h e r e t a i n e d r a d i o a c t i v i t y b y t h e c e l l s w a s r e a l i s e d b y l i q u i d s c i n t i l l a t i o n i n ac o u n t e r ( L S 6 5 0 0 S c i n t i l l a t i o n s y s t e m , B e c k m a n ) . R e s u l t s f r o m t r i p l i c a t e s ( m e a n s o f c o u n t s p e rm i n u t e ± s t a n d a r d d e v i a t i o n s ) a r e e x p r e s s e d i n p e r c e n t a g e s ( c o n t r o l t a k e n a s 1 0 0 % ) .
2.5. Study of the proteome T h e p r e l i m i n a r y p r o t e o m i c a n a l y s i s w a s r e a l i z e d o n h u m a n P B M C w h o l e c e l l s . H u m a n P B M C sw e r e i s o l a t e d f r o m b u f f y c o a t s b y u s i n g s t a n d a r d F i c o l l / H y p a q u e ( A m e r s h a m ) g r a d i e n t s( c e n t r i f u g a t i o n d u r i n g 3 0 m i n a t 7 0 0

g
) . P B M C s w e r e w a s h e d t w i c e i n p h o s p h a t e b u f f e r s a l i n es o l u t i o n ( P B S ) a n d t h e p e l l e t w a s r e ü s u s p e n d e d i n t h e c u l t u r e m e d i u m ( 2 x 1 0 6 c e l l s / m l ) . 2 0 m l w e r ed i s p e r s e d i n e a c h T 7 5 f l a s k s ( S u s p C e l l V e n g r e e n , S a r s t e d ) .A f t e r a 7 2 h o f M e H g e x p o s u r e , c e l l s w e r e c o l l e c t e d b y c e n t r i f u g a t i o n a n d w a s h e d w i t h P B S .C y t o s o l i c p r o t e i n s w e r e e x t r a c t e d i n a h y p o t o n i c b u f f e r ( 1 0 m M H E P E S , p H 7 . 4 ; 1 0 m M N a C l ;K H 2 P O 4 1 m M , N A H C O 3 5 m M , E D T A 5 m M , E D T A 5 m M , C A C l 2 ( H 2 O ) 2 1 m M , M g C l 2 ( H 2 O ) 6 0 . 5m M a n d a n t i ü p r o t e a s e s R o c h e ) f o l l o w e d b y t w o c e n t r i f u g a t i o n s t e p s a t 6 3 0 0 g a n d 4 0 0 0 g f o r 1 0 a n d5 m i n r e s p e c t i v e l y . A p r o t e i n a s s a y w a s c a r r i e d o u t o n t h e e x t r a c t e d f r a c t i o n s b y u s i n g t h e D C R CP r o t e i n A s s a y K i t ( a c c o r d i n g t o t h e m a n u f a c t u r e r ’ s i n s t r u c t i o n s ) . T h e d i f f e r e n t e x t r a c t s w e r ep u r i f i e d u s i n g t h e 2 D c l e a n ü u p K i t ( a c c o r d i n g t o t h e m a n u f a c t u r e r ’ s i n s t r u c t i o n s ) . A f t e r t h i sp u r i f i c a t i o n s t e p , e a c h s a m p l e w a s r e d i s s o l v e d i n t h e D I G E b u f f e r ( u r e a 7 M , t h i o u r e a 2 M , T r i s ü H C lp H 8 . 8 3 0 m M , C h a p s 1 . 5 % , A B S ü 1 4 1 . 5 % ) . A f t e r a s e c o n d a s s a y , a l l o w i n g u s t o k n o w t h e e x a c tc o n c e n t r a t i o n o f o u r e x t r a c t s , t h e y a r e d i l u t e d t o a p r o t e i n c o n c e n t r a t i o n o f 5 ê g / ê l a n d t o p H 8 ,
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u s i n g D I G E b u f f e r . M o w s e s c o r e ( M O l e c u l a r W e i g h t S E a r c h ) w a s c a l c u l a t e d . M o w s e s c o r i n g i sb a s e d o n p e p t i d e f r e q u e n c y d i s t r i b u t i o n [ 5 5 ] .2 . 5 . 1 .  L a b e l l i n gA f t e r e x t r a c t i o n , t h e v a r i a t i o n s i n p r o t e i n a b u n d a n c e b e t w e e n t h e t r e a t e d ( w i t h 1 ; M o f M e H g ) a n dn o n = t r e a t e d s a m p l e s w e r e m e a s u r e d u s i n g t h e 2 D D I G E t e c h n i q u e ( T w o D i m e n s i o n D i f f e r e n c e G e lE l e c t r o p h o r e s i s ) .T h e l a b e l l i n g o f b o t h t h e c o n t r o l f r a c t i o n ( 1 2 . 5 ; g ) , a n d t h e e x p o s e d f r a c t i o n s ( 1 2 . 5 ; g ) a r e c a r r i e do u t w i t h 1 0 0 p m o l o f C y e 3 a n d o f C y e 5 r e s p e c t i v e l y . T h e i n t e r n a l s t a n d a r d c o n s i s t s o f a m i x t u r e o fe a c h s a m p l e ( 1 2 . 5 ; g / s a m p l e ) l a b e l l e d w i t h 1 2 0 0 p m o l o f C y e 2 . T h i s s t e p i s t h e n f o l l o w e d b yi n c u b a t i o n o n i c e , i n t h e d a r k , f o r 4 5 m i n u t e s . T h e e v e n t u a l e x c e s s o f C y e i s e l i m i n a t e d b y t h ea d d i t i o n o f 1 0 C 4 m o l o f l y s i n e o n i c e f o r 1 5 m i n u t e s i n t h e d a r k . T h e l a b e l l e d s a m p l e s f o r m i n g as a m e g e l a r e p o o l e d . I n a d d i t i o n 1 5 0 ; g o f u n l a b e l l e d p r o t e i n a r e a d d e d t o a c h i e v e a s u f f i c i e n tq u a n t i t y o f u n l a b e l l e d p r o t e i n r e q u i r e d f o r a n a l y s i s b y m a s s s p e c t r o m e t r y . A v o l u m e o f b u f f e r 2 X( u r e a 7 M , t h i o u r e a 2 M , c h a p s 1 . 5 % , A S B = 1 4 1 . 5 % , d e s t r e a k r e a g e n t 1 2 . 5 ; l / m l , D T T 1 0 m M ,a m p h o l y t e 1 % ) i s a d d e d i n e q u i v a l e n t q u a n t i t i e s t o t h e p r e v i o u s l y p o o l e d s a m p l e s . T h e f i n a l v o l u m eo f t h e s a m p l e s i s b r o u g h t u p t o 4 5 0 ; l w i t h I E F b u f f e r ( u r e a 7 M , t h i o u r e a 2 M , c h a p s 1 . 5 % , A S B = 1 41 . 5 % , d e s t r e a k r e a g e n t 1 2 . 5 ; l / m l , a m p h o l y t e 0 . 5 % , b r o m o p h e n o l b l u e 0 . 5 % ) .2 . 5 . 2 .  2 D = P A G ET h e f i r s t d i m e n s i o n o f t h e g e l i s c a r r i e d o u t o n g e l s t r i p s w i t h a f i x e d p H g r a d i e n t ( I m m o b i l i n eD r y S t r i p ) i n a n e l e c t r i c a l f o c a l i s a t i o n c e l l ( P r o t e a n I E F c e l l , B i o = R a d ) . A f t e r a c t i v e r e h y d r a t i o n f o r 9h r s w i t h t h e s a m p l e , t h e i s o e l e c t r i c f o c a l i s a t i o n i s c a r r i e d o u t u p t o 5 0 0 0 0 V h o v e r n i g h t . B e f o r e t h es e c o n d d i m e n s i o n , r e d u c t i o n b u f f e r i s a d d e d f o r 1 5 m i n u t e s ( D T T 1 3 0 m M , u r e a 6 M , T r i s = H C l p H
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8 . 8 0 . 3 7 3 M , g l y c e r o l 2 0 % v / v , S D S 2 % w / v ) f o l l o w e d b y t h e a d d i t i o n o f a n a l k y l a t i o n b u f f e r f o r 1 5m i n u t e s ( i o d o a c e t a m i d e 1 3 5 m M , u r e a 6 M , T r i s u H C l p H 8 . 8 0 . 3 7 3 M , g l y c e r o l 2 0 % v / v , S D S2 % w / v ) .T h e s e c o n d d i m e n s i o n i s c a r r i e d o u t o v e r n i g h t a f t e r h a v i n g d e p o s i t e d t h e s t r i p s o n a 1 2 . 5 %p o l y a c r y l a m i d e g e l ( T r i s u H C l p H 8 . 8 1 . 5 M , S D S 0 . 4 % w / v , a c r y l a m i d e / b i s a c r y l a m i d e 4 0 % ,a m m o n i u m p e r s u l f a t e 1 0 % w / v , T E M E D 0 . 0 3 % v / v , M i l l i Q w a t e r ) . T h e g e l s a r e t h e n p l a c e d o n n o n uf l u o r e s c i n g ( B i n d u S i l a n e ) p l a t e s ( E t t a n u D A L T C a s t i n g C a s s e t t e « L o w F l u o r e s c e n c e » , A m e r s h a mB i o s c i e n c e s ) . A f t e r m i g r a t i o n , t h e g e l s a r e s c a n n e d a t t h e t h r e e d i f f e r e n t w a v e l e n g t h s o f t h ec y a n i n e s ( C y e 2 5 2 0 n m b a n d w i d t h 4 0 , C y e 3 5 8 0 n m B p 3 0 , C y e 5 6 7 0 n m B p 3 0 ) u s i n g a T y p h o o n9 4 0 0 ( A m e r s h a m B i o s c i e n c e s ) , w i t h a r e s o l u t i o n o f 1 0 0 � m . T h e i m a g e s o b t a i n e d a r e a n a l y s e du s i n g a p r o g r a m ( D e c y d e r 6 . 0 , A m e r s h a m B i o s c i e n c e s ) . O n l y t h e r e g u l a t i o n s a b o v e ± 1 . 5 t h es t a n d a r d d e v i a t i o n w e r e t a k e n i n t o a c c o u n t a n d c o m p a r e d w i t h a T S t u d e n t v a l u e a t 9 5 % c o n f i d e n c el e v e l . 2 . 5 . 3 .
 P r o t e i n i d e n t i f i c a t i o nT h e s p o t s o f i n t e r e s t , s e l e c t e d u s i n g t h e s o f t w a r e p r o g r a m w e r e e x c i s e d f r o m t h e g e l , b y a s p o tp i c k e r ( E t t a n S p o t P i c k e r , A m e r s h a m B i o s c i e n c e s ) , t h e n p l a c e d i n 9 6 w e l l p l a t e s f o r e n z y m a t i cd i g e s t i o n ( P r o t e i n e e r d p a u t o m a t e d d i g e s t e r , B r u k e r ) . T h e p e p t i d e s r e s u l t i n g f r o m t h e d i g e s t i o nw e r e s p o t t e d o n t o a p r e s p o t t e d M A L D I p l a t e ( A n c h o r C h i p s , B r u k e r ) . T h e p r o t e i n s w e r e i d e n t i f i e du s i n g a n U l t r a f l e x M A L D I T O F / T O F ( B r u k e r ) . T h e m a s s v a l u e s f r o m t h e m a s s f i n g e r p r i n t s , a n df r o m t h e M S / M S s p e c t r a w e r e p r o c e s s e d w i t h i n d i f f e r e n t d a t a b a s e s ( S p r o t , N C B I , M S D B ) . T h es e a r c h e n g i n e u s e d w a s M A S C O T , u s i n g t h e f o l l o w i n g p a r a m e t e r s : t h e m a s s t o l e r a n c e f o r p e p t i d e sw a s s e t a t ± 6 0 p p m , t h e r e c h a r g e s t a t e a t 1 + a n d t h e m a x i m u m n u m b e r o f m i s s e d c l e a v a g e s a t 1 .T a x o n o m y f o r d a t a b a s e s e a r c h w a s H o m o s a p i e n s , M a m m a l s . E x t e n s i o n o f t h e d a t a b a s e s e a r c h t om a m m a l s ( a n d n o t o n l y t o h u m a n s ) e n a b l e s u s t o i d e n t i f y c o n t a m i n a n t s , s u c h a s k e r a t i n . T h e m a s s
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t o l e r a n c e f o r p e p t i d e s w a s s e t a t ± 6 0 p p m , t h e r e c h a r g e s t a t e a t 1 + a n d t h e m a x i m u m n u m b e r o fm i s s e d c l e a v a g e s a t 1 .T r y p s i n w a s u s e d f o r p r o t e i n d i g e s t i o n i n t o p e p t i d e s . C a r b a m i d o m e t h y l a t i o n o f c y s t e i n r e s i d u e sw e r e s e t a s f i x e d m o d i f i c a t i o n s a n d o x i d a t i o n o f m e t h i o n i n e a s v a r i a b l e m o d i f i c a t i o n s .
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3. RESULTS 

3.1. Hg levels in blood of free-ranging seals H g l e v e l s i n f u l l b l o o d v a r i e d f r o m 0 . 0 4 t o 0 . 5 6 Ë g . g Ì 1 f w ( 4 3 t o 6 1 1 Ë g H g . L Ì 1 ) w i t h a m e a nc o n c e n t r a t i o n o f 0 . 1 6 Ë g . g Ì 1 f w (
table 3

) . H g c o n c e n t r a t i o n s w e r e s i m i l a r b e t w e e n m a l e s a n df e m a l e s ( T Õ S t u d e n t , p > 0 . 5 ) a n d i n d i v i d u a l s w e r e r e g r o u p e d . H g c o n c e n t r a t i o n i n b l o o d w a ss i g n i f i c a n t l y c o r r e l a t e d t o t h e l e n g t h ( r p = 0 . 6 a n d p < 0 . 0 0 1 ) a n d b o d y m a s s o f t h e s e a l s ( r p = 0 . 6 a n dp < 0 . 0 0 1 , f i g u r e 1 ) .
3.2. Proliferative response of controls and exposed human and seal PBMCs C o n t r o l s e a l a n d h u m a n l y m p h o c y t e p r o l i f e r a t i o n , d e t e r m i n e d b y c e l l c o u n t s , w a s s t i m u l a t e d f o r 7 2h r i n t h e p r e s e n c e o f 5 a n d 1 Ë g . m l Ì 1 r e s p e c t i v e l y ( f i g u r e 2 ) . A f t e r 7 2 h r , d e c r e a s e o f p r o l i f e r a t i o nw a s a l r e a d y n o t i c e a b l e a t 5 a n d 1 0 Ë M o f M e H g C l . C y t o t o x i c i t y w a s m o d e r a t e a t 1 a n d 1 . 5 Ë MM e H g C l c o n c e n t r a t i o n s f o r h a r b o u r s e a l P B M C s ( f i g u r e 3 ) .
3.3. Functional tests  D N A , R N A a n d p r o t e i n s y n t h e s i s w e r e e v a l u a t e d t h r o u g h 3 H Õ t h y m i d i n e , 3 H Õ u r i d i n e a n d 3 H Õ l e u c i n ei n c o r p o r a t i o n b y m i t o g e n Õ s t i m u l a t e d P B M C s . A d e c r e a s e o f D N A , R N A a n d p r o t e i n s y n t h e s i s w a so b s e r v e d e v e n a t l o w M e H g c o n c e n t r a t i o n s ( 0 . 2 a n d 1 Ë M ) w h e r e a s i n h i b i t i o n o f s y n t h e s i s w a sc l e a r l y n o t i c e d a t 1 0 Ë M ( f i g u r e 4 ) . D N A , R N A a n d p r o t e i n s y n t h e s i s s h o w e d a s i m i l a r p r o f i l e b u tn u c l e i c a c i d s y n t h e s i s s e e m e d m o r e i n h i b i t e d c o m p a r e d t o p r o t e i n s . A f t e r 4 8 h , t h e c o n c e n t r a t i o ni n h i b i t i n g 5 0 % o f D N A a n d R N A s y n t h e s i s t h e t w o s p e c i e s w e r e a r o u n d 1 Ë M a n d 1 . 5 Ë M w h i l e5 0 % p r o t e i n s y n t h e s i s i n h i b i t i n g c o n c e n t r a t i o n w a s a r o u n d 1 . 5 Ë M .
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T h e M T S a s s a y ( w a t e r s o l u b l e t e t r a z o l i u m s a l t s ) r e f l e c t s c e l l p r o l i f e r a t i o n a n d t h e m e t a b o l i c a c t i v i t yo f t h e m i t o g e n � s t i m u l a t e d l y m p h o c y t e s . M e t a b o l i c a c t i v i t y w a s s i g n i f i c a n t l y r e d u c e d c o m p a r e d t ot h e c o n t r o l s a r o u n d 1 � M b o t h f o r h u m a n a n d s e a l c e l l s ( f i g u r e 5 ) .
3.4. Detection of housekeeping gene and cytokines I n t h i s s e t o f e x p e r i m e n t s , s e a l P B M C s w e r e c u l t u r e d i n t h e p r e s e n c e o f n o n � c y t o t o x i c d o s e s o fM e H g ( 0 . 2 a n d 1 � M ) t o e x a m i n e m R N A e x p r e s s i o n . G A P D H , I L � 2 , I L � 4 a n d T G F �

d
m R N A w e r es u c c e s s f u l l y d e t e c t e d b o t h i n c o n t r o l l e d a n d e x p o s e d P B M C s ( f i g u r e 6 ) . A s a g e n e r a l f e a t u r e ,c h a n g e i n m R N A e x p r e s s i o n o c c u r r e d a f t e r e x p o s u r e : t h e n u m b e r o f c o p i e s d e c r e a s e d a t 0 . 2 � M ,e x c e p t f o r I L � 4 . F o r a q u a n t i t a t i v e a n a l y s i s o f m R N A e x p r e s s i o n , c o m p a r i s o n b e t w e e n s a m p l e s c a nb e m a d e b y r e l a t i n g g e n e e x p r e s s i o n l e v e l s t o h o u s e k e e p i n g g e n e e x p r e s s i o n , t h e l a t t e r r e g a r d e d a sn o t b e i n g a f f e c t e d b y e x p o s u r e c o n d i t i o n s . T h e l a r g e d i s p e r s i o n o f d a t a b e t w e e n s e a l s ( c o e f f i c i e n t o fv a r i a t i o n < o r = 6 8 % ) i n d i c a t e d h i g h g r a d e i n t e r � i n d i v i d u a l v a r i a b i l i t y i n c y t o k i n e m R N Ar e s p o n s e s . C y t o k i n e i n d e x w e r e s t r i k i n g l y l o w f o r I L � 2 a n d T G F � b e t a e v e n a t 0 . 2 � M ( f i g u r e 6 a a n d6 b ) w h i l e a n i n c r e a s i n g t r e n d w a s o b s e r v e d f o r I L � 4 ( f i g u r e 6 c ) .

3.4. Study of the proteome P r e l i m i n a r y p r o t e o m i c a n a l y s i s w a s r e a l i z e d o n h u m a n P B M C s . W e f o c u s t h i s p a r t o f t h e s t u d y o nc y t o p l a s m i c f r a c t i o n ( s o l u b l e p r o t e i n s ) . C e l l s w e r e t r e a t e d w i t h 1 � M M e H g C l i n t h e p r e s e n c e o fP H A f o r 7 2 h . Q u a n t i t a t i v e a n a l y s i s w a s r e a l i z e d o n 2 D D I G E g e l s i n t w o s t e p s ( f i g u r e 7 a n d 8 ) .F i r s t , i n d i v i d u a l s w e r e t r e a t e d s e p a r a t e l y ( n = 3 ) t o a p p r e h e n d i n t e r i n d i v i d u a l v a r i a b i l i t y ( f i g u r e 7 ,g e l f o r o n e i n d i v i d u a l ) a n d s e c o n d l y , i n d i v i d u a l s w e r e p o o l e d i n o r d e r t o o b t a i n s u f f i c i e n t a m o u n t o fp r o t e i n s t o r e a l i z e t h e g e l ( f i g u r e 8 ) . M o s t o f t h e p r o t e i n s h a d a I p b e t w e e n 3 a n d 1 0 . M o w s e s c o r ew a s c a l c u l a t e d f o r e a c h i d e n t i f i c a t i o n , w h i c h i s c o n s i d e r e d a s s i g n i f i c a n t a b o v e 5 4 ( t a b l e 2 ) . L o wd o s e s o f o r g a n i c m e r c u r y ( 1 � M ) a f f e c t e d c y t o p l a s m i c p r o t e i n e x p r e s s i o n . P r o t e i n s a r e g e n e r a l l y l e s se x p r e s s e d i n t r e a t e d g e l s . V o l u m e r a t i o ( e x p r e s s i o n o f p r o t e i n i n t r e a t e d g e l c o m p a r e d t o c o n t r o l ) i sp o s i t i v e ( o v e r � e x p r e s s i o n ) f o r s p o t s 1 1 4 2 , 1 4 5 2 b u t n e g a t i v e ( l o w e r � e x p r e s s i o n ) f o r s p o t s 1 3 1 9
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( v i m e n t i n ) , 8 9 7 a n d 9 2 3 ( t a b l e 2 ) . P r e l i m i n a r y r e s u l t s s h o w e d t h a t i d e n t i f i e d p r o t e i n s a r e i n v o l v e di n m a n y c e l l u l a r f u n c t i o n s s u c h a s c e l l p r o l i f e r a t i o n ( S Y W ) , c y t o s k e l e t o n ( V I M E ) , p r o t e i nd e g r a d a t i o n ( P R S 1 0 ) , m e l a t o n i n b i o s y n t h e s i s a s w e l l a s t r a n s d u c t i o n p a t h w a y s ( G B L P , A N 3 2 A )(
table 4

) .
4. DISCUSSION 

4.1. Hg levels in wild seals  M e r c u r y l e v e l s c a n r e a c h h i g h c o n c e n t r a t i o n i n t h e l i v e r a n d k i d n e y c o l l e c t e d o n h a r v e s t e d o rs t r a n d i n g m a r i n e m a m m a l s [ 2 0 , 2 2 , 5 6 ] . F e w e r s t u d i e s d e s c r i b e d H g c o n c e n t r a t i o n s i n t h e b l o o d o fp i n n i p e d s [ 5 7 _ 5 9 ] ( t a b l e 3 ) . T o t a l H g l e v e l s m e a s u r e d i n t h e b l o o d o f h a r b o u r s e a l s c a u g h t i n t h eN o r t h S e a a r e h i g h e r t h a n t h a t p r e v i o u s l y d e s c r i b e d f o r c a u g h t i n N o r t h A t l a n t i c o r i n A r c t i c r e g i o n s( t a b l e 3 ) . I n t e r e s t i n g l y , t h e l e v e l o f T _ H g i n b l o o d o f h a r b o u r s e a l s f r o m t h e N o r t h S e a i s n o t l o w e rt h a n t h a t e n c o u n t e r e d i n o t h e r s e a l s p e c i e s 3 0 y e a r s a g o . S i m i l a r l y , H g l e v e l h a v e n o t d e c r e a s e d i nA r c t i c b i o t a d e s p i t e t h e r e c e n t e m i s s i o n r e d u c t i o n s i n N o r t h A m e r i c a a n d W e s t e r n E u r o p e [ 4 _ 6 ] .O b v i o u s l y d e c r e a s i n g t r e n d s p r e v i o u s l y d e s c r i b e d f o r i n v e r t e b r a t e s i n t h e N o r t h S e a [ 6 0 ] i s n o tr e f l e c t e d i n m a r i n e m a m m a l s . E c o s y s t e m _ s c a l e s i m u l a t i o n s s u g g e s t e d t h a t a ~ 5 0 % r e d u c t i o n s i nm e r c u r y i n p u t s w o u l d b e r e q u i r e d t o e n s u r e s a f e e x p o s u r e l e v e l s f o r c o m m u n i t y o r i e n t e d t o w a r d sf i s h a n d m a r i n e m a m m a l d i e t ( B o o t a n d Z e l l e r , 2 0 0 5 ) .H o w e v e r , H g c o n c e n t r a t i o n i n t h e b l o o d i s s t r o n g l y c o r r e l a t e d t o l e n g t h a n d b o d y m a s s o n t h e s e a l s( f i g u r e 1 ) . T h i s c o r r e l a t i o n r e f l e c t s d a i l y H g i n t a k e a n d t h u s , t h e a m o u n t o f f i s h i n g e s t e d w h i c hd i f f e r a c c o r d i n g t h e b o d y m a s s o f a n i m a l s . A d u l t h a r b o u r s e a l s e a t 5 % t o 6 % o f t h e i r b o d y w e i g h tp e r d a y , u p t o 7 k g f o r b i g i n d i v i d u a l s [ 6 1 , 6 2 ] .T h e m e a s u r e m e n t o f t h e c o n c e n t r a t i o n o f t o t a l H g i n b l o o d i s g e n e r a l l y a g o o d s u r r o g a t e f o r t h ec o n c e n t r a t i o n o f M e H g i n b l o o d i n h u m a n p o p u l a t i o n s w i t h h i g h f i s h c o n s u m p t i o n [ 1 5 , 1 7 ] . M e d i a nc o r d b l o o d c o n c e n t r a t i o n i n a h u m a n c o h o r t w i t h h i g h f i s h c o n s u m p t i o n i n t h e F a r o e I s l a n d s w a s 2 4
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q g . L u 1 [ 6 3 ] . M e t h y l m e r c u r y i n h u m a n s i s b e l i e v e d t o h a v e a b l o o d h a l f � l i f e o f 4 4 d a y s w i t h a l o wu r i n e e x c r e t i o n [ 6 4 ] . T h e i n t e r p r e t a t i o n o f H g c o n c e n t r a t i o n s i n t h e b l o o d i s a l w a y s d i f f i c u l t i n t e r mo f t o x i c i t y . A c o m m o n l y u s e d r e f e r e n c e i n t e r v a l f o r h u m a n b e i n g s i s 0 . 6 – 5 9 q g . L u 1 [ 6 4 , 6 5 ] . C l e a rs i g n s o f m e r c u r y t o x i c i t y d e v e l o p i n m o s t i n d i v i d u a l s o n l y a t s o m e p o i n t m u c h h i g h e r t h a n t h eu p p e r r e f e r e n c e l i m i t . E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y r e c o m m e n d e d t h a t b l o o d m e r c u r y l e v e l ss h o u l d n o t b e h i g h e r t h a n 5 . 8 q g . L u 1 a t l e a s t f o r t h e m o r e s e n s i t i v e i n d i v i d u a l s s u c h a s p r e g n a n tw o m e n [ 1 8 ] . O b v i o u s l y h a r b o u r s e a l s f r o m t h e N o r t h S e a d i s p l a y e d h i g h e r c o n c e n t r a t i o n s ( f r o m 4 3t o 6 1 1 q g . L u 1 ) . I t s h o u l d b e q u o t e d t h a t a n a d u l t s e a l m a y e a t u p t o s e v e r a l k i l o g r a m s o f f i s h p e r d a y[ 6 1 ] , r e s u l t i n g i n e l e v a t e d M e H g i n g e s t i o n a n d a s s i m i l a t i o n . E v e n i f i n t e r s p e c i e s c o m p a r i s o n b r i n g sl i m i t e d i n f o r m a t i o n o n p o t e n t i a l t o x i c i t y o f t h e s e e n v i r o n m e n t a l c o n c e n t r a t i o n s , q u e s t i o n a r i s e sa b o u t b i o c h e m i c a l e f f e c t s o f t h e s e M e H g l e v e l s o n h a r b o u r s e a l i m m u n e c e l l s .
4.2. Proliferative response to MeHg exposure M e r c u r y i s o f t e n c o n s i d e r e d a s a “ p a r a d i g m ” [ 3 8 ] , b e c a u s e o f i t s r a t h e r u n i q u e r a n g e o fi m m u n o t o x i c p r o p e r t i e s . E x p o s u r e t o l o w c o n c e n t r a t i o n s o f m e r c u r y c a n d e p r e s s o r s t i m u l a t e t h ei m m u n e s y s t e m a n d e v e n i n d u c e a u t o i m m u n e d i s e a s e i n v a r i o u s a n i m a l s p e c i e s , t h r o u g hm e c h a n i s m s t h a t a r e s t i l l p o o r l y u n d e r s t o o d [ 3 8 ] .E x p o s u r e o f B � l y m p h o c y t e s

in vitro
t o M e H g h a s b e e n s h o w n t o i n h i b i t m i t o g e n � i n d u c e d D N As y n t h e s i s , c e l l p r o l i f e r a t i o n , a n d a n t i b o d y s y n t h e s i s .

H e r e , w e e x p o s e d h a r b o u r s e a l a n d h u m a n l y m p h o c y t e s
in vitro

t o o r g a n i c m e r c u r y ( M e H g C l ) a n dw e e x a m i n e d t h e e f f e c t s o n c e l l � m e d i a t e d i m m u n i t y : c e l l m o r t a l i t y , s y n t h e s i s o f D N A , R N A a n dp r o t e i n a n d m e t a b o l i c a c t i v i t y . A l t h o u g h t h e
in vitro

a p p r o a c h u t i l i z e d i n t h i s i n v e s t i g a t i o nr e p r e s e n t s a n e x t r e m e r e d u c t i o n i s m r e l a t i v e t o t h e c o m p l e x s i t u a t i o n i n t h e i n t a c t o r g a n i s m , i t c a np r o v i d e i n s i g h t i n t o s p e c i f i c e f f e c t s o f m o d e l a g e n t s . L o w H g c o n c e n t r a t i o n s r e f l e c t i n g H g l e v e l sm e a s u r e d i n h a r b o u r s e a l b l o o d w e r e c h o s e n ( 2 0 0 q g . L u 1 , a r o u n d 1 q M ) . C y t o t o x i c i t y w a s r e d u c e d
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i n t h e i n t e r v a l 0 . 1 » 1 ¼ M ( f i g u r e 3 ) b o t h f o r h u m a n a n d s e a l P H A – s t i m u l a t e d P B M C s s u g g e s t i n gl i m i t e d m o r t a l i t y f o r T » l y m p h o c y t e s u n t i l 1 ¼ M . H o w e v e r , d e s p i t e t h e v a r i a b i l i t y a s s o c i a t e d w i t ho u r s a m p l e s , a c l e a r s u p p r e s s i v e e f f e c t o f M e H g o n D N A , R N A a n d p r o t e i n s y n t h e s i s i n s e a l a n dh u m a n P B M C s w a s p r e s e n t , e v e n a t l o w c o n c e n t r a t i o n s . P r o t e i n s y n t h e s i s s e e m e d l e s s a f f e c t e d ,p r o b a b l y d u e t o t h e i r l o n g e r r e s p o n s e t i m e . P r o l i f e r a t i o n a n d m e t a b o l i c a c t i v i t y r e f l e c t e d b y M T Sa s s a y c o n f i r m e d t h a t 1 ¼ M w a s a c r i t i c a l c o n c e n t r a t i o n w i t h s i g n i f i c a n t l y r e d u c e d
in vitro

a c t i v i t y o fh u m a n a n d s e a l P B M C s r e l a t i v e t o c o n t r o l s . U p t o 9 0 % o f c e l l s e x p o s e d t o 1 – 1 . 5 ¼ M o f M e H gw e r e a l i v e w h e r e a s m e t a b o l i c a c t i v i t y w a s l o w e r r e l a t i v e t o c o n t r o l s , a s w e l l a s D N A , R N A a n dp r o t e i n s y n t h e s i s . T h i s c o u l d b e r e l a t e d t o a c y t o s t a t i c e f f e c t . A t h i g h e r c o n c e n t r a t i o n s , 5 » 1 0 ¼ M ,7 5 % o f c e l l s w e r e s t i l l a l i v e , b u t m e t a b o l i c a c t i v i t y d r o p p e d t o v e r y l o w l e v e l s r e l a t e d t o t h i sc y t o t o x i c e f f e c t .N o s t r i k i n g d i f f e r e n c e a p p e a r e d b e t w e e n h u m a n a n d s e a l
in vitro

r e s i s t a n c e t o M e H g .
4.3. Cytokine expression in MeHg-exposed seal PBMCs A m o n g t h e e a r l i e s t d e t e c t a b l e c e l l u l a r r e s p o n s e t o a n t i g e n r e c o g n i t i o n a n d T » C e l l r e c e p t o r s i g n a l i n gi s t h e s e c r e t i o n o f c y t o k i n e . C y t o k i n e s m R N A q u a n t i f i c a t i o n i s w i d e l y u s e d i n i m m u n o l o g i c a lr e s e a r c h t o d i s s e c t t h e e a r l y s t e p s o f i m m u n e r e s p o n s e s o r p a t h o p h y s i o l o g i c a l p a t h w a y s . I L » 2 a n dT G F »

d
s e e m e d h i g h l y s e n s i t i v e t o M e H g

in vitro
e x p o s u r e i n r e g a r d t o t h e i r d r a s t i c d e c r e a s e g e n ee x p r e s s i o n a t 0 . 2 ¼ M c o m p a r e d t o c o n t r o l s ( f i g u r e 6 ) r e f l e c t i n g a h i g h s e n s i b i l i t y o f t h e s e c y t o k i n et o m e t h y l m e r c u r y e x p o s u r e . H o w e v e r , l a r g e i n t e r » i n d i v i d u a l v a r i a b i l i t y w a s o b s e r v e d a n d c y t o k i n ee x p r e s s i o n i n s e a l P B M C s v a r y r a p i d l y f o l l o w i n g M e H g e x p o s u r e d u r a t i o n [ 6 6 ] . T h i s c y t o k i n em o d u l a t i o n i s s u p p o r t e d b y r e a l » l i f e s t u d i e s o f h a r b o u r s e a l s i n w h i c h P B M C I L » 1 a n d I L » 2e x p r e s s i o n s w e r e a l s o d e c r e a s e d r e l a t i v e t o c o n t r o l s f o l l o w i n g e x p o s u r e t o B a P a n d C B » 1 6 9 [ 5 0 ] .I L » 2 , t h e g r o w t h f a c t o r f o r a n t i g e n » s t i m u l a t e d T » c e l l s , i s r e s p o n s i b l e f o r T » c e l l c l o n a l e x p a n s i o na f t e r a n t i g e n r e c o g n i t i o n , p r i m a r i l y t h r o u g h a u t o c r i n e a c t i v i t y . I L » 2 a l s o i n c r e a s e s s y n t h e s i s o f o t h e r
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c y t o k i n e s i n T c e l l s , p r o m o t e s t h e p r o l i f e r a t i o n a n d d i f f e r e n t i a t i o n o f N K c e l l s , a n d a c t s a s a g r o w t hf a c t o r a n d s t i m u l u s f o r a n t i b o d y s y n t h e s i s i n B c e l l s . T h e p r o � i n f l a m m a t o r y c y t o k i n e I L � 2 i sg e n e r a l l y p r o d u c e d a t t h e s i t e o f i n f e c t i o n a n d t i s s u e d a m a g e [ 4 4 ] . I t s p r e s e n c e i n b l o o d c a n p r e c e d ec h a n g e s i n t h e c o n c e n t r a t i o n s o f a c u t e p h a s e p r o t e i n s a n d n e u t r o p h i l i a a s s o c i a t e d w i t h t h ei n f l a m m a t o r y r e s p o n s e [ 4 4 ] . T G F � d i s o f t e n c o n s i d e r e d a s a n a n t i � i n f l a m m a t o r y c y t o k i n e [ 6 7 , 6 8 ] .T G F � d i s a p o w e r f u l m e d i a t o r o f i m m u n e c e l l p h e n o t y p e a n d f u n c t i o n . A v a r i e t y o f m u r i n e m o d e l sp r o v i d e s t r o n g e v i d e n c e t h a t e l i m i n a t i n g T G F � d o r d i s r u p t i n g i t s d o w n s t r e a m s i g n a l i n g c a s c a d el e a d s t o i n f l a m m a t o r y d i s e a s e [ 4 6 ] . F o r e x a m p l e , d e l e t i o n o f t h e T G F � く 1 g e n e c a u s e s s y s t e m i ci n f l a m m a t i o n a n d e a r l y d e a t h [ 6 9 ] . E x p r e s s i o n o f a d o m i n a n t n e g a t i v e T G F � く t y p e I I r e c e p t o r l e a d st o C D 4 + T c e l l h y p e r a c t i v i t y a n d a u t o i m m u n i t y [ 7 0 ] .O n c o n t r a s t , c y t o k i n e i n d e x o f I L � 4 s h o w e d a n i n c r e a s i n g t r e n d f r o m c o n t r o l t o 1 � M .
In vitros t u d i e s o f c u l t u r e l y m p h n o d e c e l l s s h o w e d t h a t P C B s i n c r e a s e d I L � 4 [ 7 1 ] . I L � 4 i n d u c e sd i f f e r e n t i a t i o n o f n a i v e h e l p e r T c e l l s ( T h 0 c e l l s ) t o T h 2 c e l l s . U p o n a c t i v a t i o n b y I L � 4 , T h 2 c e l l ss u b s e q u e n t l y p r o d u c e a d d i t i o n a l I L � 4 [ 4 5 ] .O u r f i n d i n g s a r e c o n s i s t e n t w i t h t h o s e o f p r e v i o u s r e s e a r c h e r s w o r k i n g w i t h h u m a n a n d r o d e n ts y s t e m s a n d s u p p o r t t h e h y p o t h e s i s o f c o n t a m i n a n t � a l t e r e d l y m p h o c y t e f u n c t i o n m e d i a t e d b yc y t o k i n e p r o d u c t i o n .I t i s u n c l e a r h o w m e r c u r y t r i g g e r s a n a c t i v a t i o n o f T c e l l s a n d a n u p r e g u l a t i o n o f c y t o k i n ep r o d u c t i o n i n g e n e t i c a l l y s u s c e p t i b l e a n i m a l s [ 7 2 ] . M e r c u r y a n d o t h e r h e a v y m e t a l s c a n h a v em i t o g e n � l i k e e f f e c t s o n c e l l s a n d a r e s t r o n g a c t i v a t o r s o f t h e i m m u n e s y s t e m [ 7 3 � 7 5 ] . H o w e v e r ,m o s t o f t h e a v a i l a b l e e v i d e n c e , i n c l u d i n g t h e p r e s e n c e o f s e l f � r e a c t i v e a n d m e t a l � s p e c i f i c c e l l s a sw e l l a s t h e s p e c i f i c i t y o f t h e a u t o a n t i b o d y r e s p o n s e , s u g g e s t s t h a t m e r c u r y i n d u c e s a l s o a s p e c i f i ca n t i g e n � d r i v e n r e s p o n s e [ 7 2 ] . T h e s e p r e l i m i n a r y

in vitro
r e s u l t s s u g g e s t t h a t M e H g c o u l d i n d u c e ad i f f e r e n t i a t i o n o f n a ï v e c e l l s ( i n c r e a s e o f I L � 4 ) w h i l e T � l y m p h o c y t e c l o n a l e x p a n s i o n i s i n h i b i t e d
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( d e c r e a s e o f I L 5 2 ) ; I n c r e a s e o f i n f l a m m a t o r y r e s p o n s e a s s u g g e s t e d b y T G F 5
d

d e c r e a s e s w o u l dr e q u i r e a p o l y n u c l e a r c e l l m o d e l .
4.4. Study of the proteome and biochemical mechanism of toxicity P r o t e o m i c ( s t u d y o f t h e p r o t e o m e ) h a s b e e n a t t e m p t e d o n h u m a n P B M C s e x p o s e d t o e n v i r o n m e n t a ll e v e l s o f M e H g . P r o t e o m i c f a c i l i t a t e t h e i d e n t i f i c a t i o n o f n e w b i o m a r k e r s o f c h e m i c a l s e x p o s u r e sa n d s t u d i e s o f m e c h a n i s m s b y w h i c h p r o t e i n m o d i f i c a t i o n c o n t r i b u t e t o t h e a d v e r s e e f f e c t s o fe n v i r o n m e n t a l e x p o s u r e s [ 4 1 , 7 6 ] . P r o t e o m e o f T 5 l y m p h o c y t e s i s w e l l k n o w n [ 7 7 5 7 9 ] . H o w e v e r ,e x p r e s s i o n o f p r o t e i n s i n M e H g 5 e x p o s e d T 5 l y m p h o c y t e s h a s n o t b e e n d e s c r i b e d y e t . A s a g e n e r a lf e a t u r e , m a n y s p o t s a r e u n d e r e x p r e s s e d i n e x p o s e d g e l , r e f l e c t i n g t h e i n h i b i t i o n o f p r o t e i n s y n t h e s i sl i n k e d t o M e H g t o x i c i t y . A s f o r c y t o k i n e m R N A e x p r e s s i o n , h i g h v a r i a b i l i t y b e t w e e n i n d i v i d u a l sw a s e v i d e n c e d c o n t r a s t i n g t o f u n c t i o n a l t e s t s d i s p l a y i n g w e a k e r i n t e r 5 i n d i v i d u a l s v a r i a t i o n s . T h i sf e a t u r e r a i s e s s e v e r a l p e r s p e c t i v e s i n t h e f r a m e w o r k o f i n d i v i d u a l s u s c e p t i b i l i t y t o p o l l u t a n t s . T o o u rk n o w l e d g e , p r o t e o m i c a n a l y s i s o n M e H g e x p o s e d c e l l s h a s b e e n r a r e l y i n v e s t i g a t e d m e r e l y o nn e u r o n s [ 7 6 ] .P r e l i m i n a r y r e s u l t s s h o w e d t h a t i d e n t i f i e d p r o t e i n s a r e i n v o l v e d i n m a n y c e l l u l a r f u n c t i o n s s u c h a sc e l l p r o l i f e r a t i o n ( S Y W ) , c y t o s k e l e t o n ( V I M E ) , p r o t e i n d e g r a d a t i o n ( P R S 1 0 ) , m e l a t o n i nb i o s y n t h e s i s ( A S M L ) a n d t r a n s d u c t i o n p a t h w a y s ( G B L P , A N 3 2 A ) . H u m a n l y m p h o i d c e l l s a r e a ni m p o r t a n t p h y s i o l o g i c a l s o u r c e o f m e l a t o n i n w h i c h c o u l d b e i n v o l v e d i n t h e r e g u l a t i o n o f t h e h u m a ni m m u n e s y s t e m [ 8 0 ] . B T B 1 b e l o n g s t o t h e B T B d o m a i n , a l a r g e f a m i l y w h o s e m e m b e r s f u n c t i o n i na v a r i e t y o f b i o l o g i c a l p r o c e s s e s . T h i s e v o l u t i o n a r i l y c o n s e r v e d p r o t e i n i s o f t e n f o u n d a t t h e N 5t e r m i n u s o f d e v e l o p m e n t a l l y r e g u l a t e d z i n c 5 f i n g e r t r a n s c r i p t i o n f a c t o r s , a s w e l l a s i n s o m e a c t i na s s o c i a t e d p r o t e i n s b e a r i n g t h e k e l c h m o t i f [ 8 1 ] . I n h u m a n s , B T B d o m a i n h a s b e e n s h o w n t om e d i a t e t r a n s c r i p t i o n a l r e p r e s s i o n t h r o u g h t h e l o c a l c o n t r o l o f c h r o m a t i n c o n f o r m a t i o n [ 8 1 ] .
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M e H g e x p o s u r e i s k n o w n t o i n d u c e a r a p i d a n d s u s t a i n e d i n c r e a s e i n i n t r a c e l l u l a r c a l c i u m l e v e l s[ 8 2 , 8 3 ] . S h e n k e r a n d c o � a u t h o r s [ 8 4 ] i n v e s t i g a t e d t h e m e c h a n i s m s b y w h i c h M e H g c h l o r i d ei n d u c e s h u m a n T � c e l l a p o p t o s i s . T h e y r e p o r t e d t h a t t h e e a r l i e s t d e t e c t a b l e e v e n t f o l l o w i n g M e H ge x p o s u r e w a s t h e l e v e l o f m i t o c h o n d r i a . E x p o s u r e o f T � C e l l s t o M e H g c h l o r i d e c a u s e d a d e c r e a s e i nt h e o v e r a l l s i z e o f m i t o c h o n d r i a a n d c h a n g e s i n t h e s t r u c t u r e o f t h e c r i s t a e . [ 8 4 , 8 5 ] . A f t e r 1 6 h o ft r e a t m e n t w i t h M e H g C l , e x p r e s s i o n a n d a c t i v a t i o n o f d i f f e r e n t c a s p a s e s w a s o b s e r v e d [ 8 5 ] .C a s p a s e s a r e c y s t e i n e p r o t e a s e s t h a t a r e e s s e n t i a l f o r e x e c u t i n g a p o p t o s i s a n d d e g r a d e v i m e n t i n [ 8 6 ,8 7 ] . T h e l o w e r v i m e n t i n e x p r e s s i o n f o u n d i n e x p o s e d M e H g l y m p h o c y t e a g r e e s w i t h t h i s c a s p a s ea c t i v a t i o n .
In vitro

e f f e c t o f m e t h y l m e r c u r y ( 6 0 n M ) o n p r o t e i n e x p r e s s i o n r e a l i s e d o n h u m a nn e u r o n s s u g g e s t d i f f e r e n t p r o t e i n t a r g e t s l i n k e d t o n e u r o t o x i c i t y [ 7 6 ] . P r o l o n g e d e x p o s u r e t on a n o m o l a r c o n c e n t r a t i o n s o f m e t h y l m e r c u r y r e d u c e d t h e a m o u n t o f t h e e x p r e s s i o n o f t h em i t o c h o n d r i a l e n z y m e 3 � k e t o a c i d � c o e n z y m e A t r a n s f e r a s e I , a k e y e n z y m e i n t h e c a t a b o l i s m o fk e t o n i c b o d i e s a n d t h e r e f o r e i n t h e s y n t h e s i s o f n e u r a l l i p i d s [ 7 6 ] .I n t h i s w o r k , w e f o u n d t h a t e x p o s u r e f o r 7 2 h o u r s
in vitro

t o 1 � M a f f e c t n o t o n l y c e l l p r o l i f e r a t i o nb u t a l s o m a n y c e l l u l a r f u n c t i o n s s u c h a s t h e c y t o s k e l e t o n , m e l a t o n i n b i o s y n t h e s i s , s i g n a lt r a n s d u c t i o n p a t h w a y a n d t r a n s c r i p t i o n . T h i s v a r i a b i l i t y i n a f f e c t e d c e l l u l a r f u n c t i o n s s u g g e s t sv a r i o u s t o x i c i t y p a t h w a y s , d e p e n d i n g o n d u r a t i o n o f e x p o s u r e , M e H g c o n c e n t r a t i o n , c e l l t y p e a n di n d i v i d u a l s u s c e p t i b i l i t y .
 

Summary and conclusions T h i s s t u d y i s t o o u r k n o w l e d g e , t h e f i r s t t o i n v e s t i g a t e e f f e c t s o f
in vitro

M e H g e x p o s u r e o n c e l lf u n c t i o n a n d c y t o k i n e e x p r e s s i o n i n m a r i n e m a m m a l s , u s i n g l o w M e H g c o n c e n t r a t i o n r e f l e c t i n ge n v i r o n m e n t a l l e v e l s m e a s u r e d i n h a r b o u r s e a l s f r o m t h e N o r t h S e a . T h e l e v e l o f t o t a l m e r c u r ya n a l y s e d i n t h e b l o o d o f w i l d h a r b o u r s e a l f r o m t h e G e r m a n N o r t h S e a a r e h i g h c o m p a r e d t op r e v i o u s s t u d i e s o n m a r i n e m a m m a l s a n d h u m a n b e i n g s . T h e l e v e l o b s e r v e d r e f l e c t s b o t h t h e i r
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p i s c i v o r o u s h a b i t s a n d t h e c o n t a m i n a t i o n o f t h e N o r t h S e a . O u r c e l l m o d e l r e v e a l e d a n
in vitroi m m u n o s u p p r e s s i v e e f f e c t o f M e H g e v e n a t l o w c o n c e n t r a t i o n ( 0 . 2 a n d 1 · M ) . T h e p r e s e n t s t u d ys h o w e d a s s o c i a t i o n b e t w e e n o b s e r v e d b l o o d l e v e l s i n w i l d s e a l s a n d

in vitro
e f f e c t s o f t h e s e l e v e l so n T » l y m p h o c y t e s w h i c h s u g g e s t t h a t m e r c u r y c o u l d » b e a n a d d i t i o n a l c o f a c t o r i n t h i s p o l l u t a n tc o c k t a i l a n d t h e r e f o r e r a i s e t h e p o s s i b i l i t y o f a d d i t i o n a l a d d i t i v e e f f e c t s . C o n t i n u e d i n v e s t i g a t i o n o ft h e c e l l u l a r a n d m o l e c u l a r p a t h w a y s o f M e H g » i n d u c e d i m m u n e d y s f u n c t i o n i n m a r i n e m a m m a l sw i l l e n h a n c e o u r u n d e r s t a n d i n g o f i n d i v i d u a l a n d p o p u l a t i o n h e a l t h .
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Figures 

Figure 1. Figure 1. Relationship between body mass (kg) of harbour seals and Hg 
concentrations (µg.g-1 fw) in blood 

Figure 2  - Response of control PBMCs to PHA (5 and 1 µg.ml-1 for harbour seal and human 
respectively) after 72h of stimulation. R e s u l t s a r e e x p r e s s e d a s a p e r c e n t a g e e x p r e s s e d r e l a t i v e t o t h e i n i t i a l 2 . 1 0 6 c e l l s p e r m l o f c u l t u r em e d i u m .
Figure 3  - Percentage of surviving cells estimated by Trypan blue coloration after 72 hours 
of MeHgCl exposure (* p < 0.05; **, p < 0.01 relative to control PBMCs 100%) 5 w e l l s p e r c o n d i t i o n f o r b o t h s p e c i e sH u m a n s : n = 8 f o r 0 . 1 G M a n d 1 G M ; n = 3 f o r o t h e r c o n c e n t r a t i o n s .H a r b o u r s e a l s : n = 5 f o r 1 G M a n d n = 2 f o r o t h e r c o n c e n t r a t i o n s
Figure 4  - Effects of increasing MeHgCl concentration on DNA (3H-thymidine), RNA (3H-
uridine) and proteins (3H-leucine) in human (A) and seal (B) PBMCs.  R e s u l t s f r o m q u a d r u p l e t s ( m e a n s o f c o u n t s p e r m i n u t e ± s t a n d a r d d e v i a t i o n , n = 4 ) a r e e x p r e s s e d i np e r c e n t a g e s ( c o n t r o l t a k e n a s 1 0 0 % )
Figure 5  - MTS activity of human and seal PBMC relative to MeHgCl exposure

( * p < 0 . 0 5 ;* * , p < 0 . 0 1 r e l a t i v e t o c o n t r o l P B M C s 1 0 0 % )F o r h u m a n s : a n d n = 7 f o r 0 . 1 G M a n d 1 G M ; n = 3 f o r o t h e r c o n c e n t r a t i o n sF o r h a r b o u r s e a l s : n = 5 f o r 1 G M a n d n = 2 f o r o t h e r c o n c e n t r a t i o n s5 w e l l s p e r c o n d i t i o n f o r b o t h s p e c i e s
Figure 6: Figure 6: Cytokine Index of (A) IL-2, (B) TGF- , (3) IL-4 mRNA in function of 
MeHgCl medium exposure.  
 R e s u l t s a r e e x p r e s s e d i n m R N A c o p y n u m b e r s p e r G A P D H m R N A c o p i e s . T h e m e a n a n d s t a n d a r dd e v i a t i o n o n t h e m e a n o f f o u r i n d i v i d u a l s a n d c a r r i e d o u t i n d u p l i c a t e a r e s h o w n
Figure 7: 2D-Dige Gel with cytoplasmic proteins extracted from one human being control 

and treated PBMCs
( I P G s t r i p p H 3 t o 1 0 ) .E a c h o f t h e 3 i n d i v i d u a l s w e r e a n a l y s e d s e p a r a t e l y . O : e x c i s e d s p o t f o r f u r t h e r p r o t e i n i d e n t i f i c a t i o n

Figure 8: 2D-Dige Gel with cytoplasmic proteins extracted from human control and treated 

PBMCs 
( I P G s t r i p p H 3 t o 1 0 ) . C y t o p l a s m i c p r o t e i n s e x t r a c t e d f r o m 3 i n d i v i d u a l s w e r e p o o l e d f o rt h i s g e l . O : e x c i s e d s p o t f o r f u r t h e r p r o t e i n i d e n t i f i c a t i o n

Tables 

Table 1  -  Table 1 : Sampling description of harbour seal Phoca vitulina 

Table 2  - Primer sequences used for the amplification of cytokine and housekeeping gene 
transcripts in lymphocytes b p = b a s e p a i r ; S = s e n s e ; A S = a n t i s e n s e ; I L = i n t e r l e u k i n ; T G F = t r a n s f o r m i n g g r o w t h f a c t o r
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Table 3  -  Total Hg concentrations in blood of pinniped species  m e a n ± s t a n d a r d d e v i a t i o n , n = n u m b e r o f s a m p l e s a n a l y s e d , n d n o t d e t e r m i n e d…
Table 4  -  Expression of identified proteins after spot excision (pooled from 3 individuals) * s p o t n u m b e r a f t e r f i g u r e 9
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A – Human PBMCs 
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B – Harbour seal PBMCs 
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Fig 6 
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Table 1 : Sampling description of harbour seal Phoca vitulina 

ID Date Sampling site Sex Length (cm) Body mass (kg)  

Pv 455 20/10/97 Lorenzensplate M 117 32 T-Hg 

Pv 456 20/10/97 Lorenzensplate F 104 30 T-Hg 

Pv 460 20/10/97 Lorenzensplate M 133 49 T-Hg 

Pv 2257 09/04/03 Lorenzensplate M 144 68 T-Hg 

Pv 2258 09/04/03 Lorenzensplate M 148 63 T-Hg 

Pv 2259 09/04/03 Lorenzensplate F 129 38 T-Hg 

Pv 2260 09/04/03 Lorenzensplate F 143 48 T-Hg 

Pv 2261 09/04/03 Lorenzensplate F 158 56 T-Hg 

Pv 2262 09/04/03 Lorenzensplate F 132 46 T-Hg 

Pv 2263 09/04/03 Lorenzensplate F 148 55 T-Hg 

Pv 2265 09/04/03 Lorenzensplate F 148 55 T-Hg 

Pv 2687 25/08/04 Lorenzensplate M 170 84 T-Hg 

Pv 2688 25/08/04 Lorenzensplate M 170 82 T-Hg 

Pv 2689 25/08/04 Lorenzensplate M 175 80 T-Hg 

Pv 2690 25/08/04 Lorenzensplate M 175 90 T-Hg 

Pv 2691 25/08/04 Lorenzensplate F 150 58 T-Hg 

Pv 2692 25/08/04 Lorenzensplate F 165 70 T-Hg 

Pv 2694 25/08/04 Lorenzensplate M 160 75 T-Hg 

Pv 2695 25/08/04 Lorenzensplate M 175 87 T-Hg 

Pv 2697 25/08/04 Lorenzensplate F 135 42 T-Hg 

Pv 2699 25/08/04 Lorenzensplate M 140 40 T-Hg 

Pv 2700 25/08/04 Lorenzensplate M 125 39 T-Hg 

Kirsa 28/02/05 Seal station F nd 28 Cytokine 

Pv 2883 12/04/05 Lorenzensplate M 174 93 Cytokine

Pv 2885 12/04/05 Lorenzensplate M 168 81 Cytokine

Pv 2887 12/04/05 Lorenzensplate M 180 96 Cytokine

Pv 2893 12/04/05 Lorenzensplate M 164 71 Cytokine 

Lümmen 
31/03/2006 
30/07/2006 

Seal station M nd 105 
Functional tests 

Hein 
31/03/2006 
30/07/2006 

Seal station
M nd 86 

Functional tests 

Deern 31/03/2006 Seal station F nd 70 Functional tests

Lilli 28/04/2006 Seal station F nd 54 Functional tests

Mareike 28/04/2006 Seal station F nd 66 Functional tests

Kirsa 28/04/2006 Seal station F nd 35 Functional tests
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Table 2: 

Primer sequences used for the amplification of cytokine and housekeeping gene transcripts in 

lymphocytes  

Gene Pr imer  sequence (5`-3`) Sens 
Annealing 

temperature 

Nucleotide 

position 

Calculated 

length of 

amplicon 

Sequences used for  

pr imer  pair  selection 

(accession number , 

NCBI) 

IL-2 
TTT AAG TTT TAC ACG CCC AAG 

TGT TTC AGA TCC CTT TAG TTTC 

S 

AS 
55°C 218-400 183 pb AF072871 

IL-4 
ACT CAC CAG CAC CTT TGT CCA 

TCC  TTA TCG CTT GTT CTT TG 

S 

AS 
49°C 48-200 153 pb AF187322, AF104245

TGF-d 
TTC CTG CTC CTC ATG GCC AC 

GCA GGA GCG CAC GAT CAT GT 

S 

AS 
57°C 

826-845 

1218-1199 
393 pb Beineke et al., 2004 

GAPDH 
GCC AAA AGG GTC ATC ATC TC 

GGG GCC ATC CAC AGT CTT CT 

S 

AS 
57°C 

1225-1244 

1452-1433 

228 pb 

 
Beineke et al., 2004 

 

bp = base pair ; S = sense; AS = antisense; IL = interleukin; TGF = transforming growth 

factor 
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Table 3. Total Hg concentrations in blood of pinniped species (mean ± standard deviation, n 

= number of samples analysed, nd not determined)  
 

 

Species 

 

Location, year  

 

Condition 

 

Reference 
Concentration 

    µg.L-1 µg.g-1 fw 

Phoca vitulina 

Nor th German 

Sea.  

(1997-2004) 

free ranging 

seals 
this work 

172 ± 143 

(43 - 611) 

n = 22 

0.16 ± 0.13 

(0.04 – 0.56) 

n = 22 

Phoca groenlandica  NW Atlantic 

Captive seal 

(before MeHg 

exposure) 

Ronald et al., 

1977 

80  ± 40 

(n = 6) 
nd 

Phoca groenlandica 

 

Gulf of St 

Lawrence  

(1976 - 1978) 

Free-ranging adult 

seals 

Ronald et al., 

1984 
nd 

Males: 0.15 

± 0.02  

n = 2 

Females: 

0.07 ± 0.04 

n = 48 

Phoca groenlandica 

 

Front ice off 

Newfoundland – 

Labrador 

(1976-1978) 

Free-ranging adult 

seals  

Ronald et al., 

1984 
nd 

Males: 0.04 

± 0.02 

n = 3 

Females: 

0.02  

n = 1 

Leptonychotes 

weddellii 

Antarctic  

1980 
Free ranging seals

Yamamoto et 

al.,  

1987 

nd 
0.02 

n = 2 

Callorhinus ursinus Alaska, 1972 
Wild nursing 

cows 

Kim et al. 

1974 
nd 

0.099 

n = 2 
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Table 4 : Expression of identified proteins after spot excision (A: pooled from 3 individuals and B from 3 individuals separately) 

 

A S p o tn u m b e r * R e f N a m e A b u n d an c e V o l u m er a t i o M w( D a ) C e l l u l a r f u n c t i o n M o w s es c o r e1 1 4 2 P 2 3 3 81 S Y W : T r y p t o p h a n y l 0 t R N A s y n t h e t a s e r 1 . 5 2 5 3 4 7 4 N e g a t i v e m o d u l a t i o n o f c e l l p r o l i f e r a t i o n ; p r o t e i nb i o s y n t h e s i s 1 7 01 3 1 9 P 0 8 6 70 V I M E : V i m e n t i n e t 0 1 . 6 7 5 3 5 4 5 C y t o s k e l e t a l p r o t e i n 2 8 61 4 5 2 P 6 2 3 33 P R S 1 0 : P r o t e a s o m e 2 6 S s u b u n i t A T P a s e 6
r 1 . 6 3 4 4 4 3 0 I n v o l v e d i n t h e d e g r a d a t i o n o f u b i q u i t i n e o u s p r o t e i n s ( A T Pd e p e n d a n t ) . 1 3 98 9 7 O 9 5 67 1 A S M L : N 0 a c e t y l s e r o t o n i n O 0m e t h y l t r a n s f e r a s e 0 l i k e p r o t e i n t 0 1 . 5 3 6 9 5 2 6 M e l a t o n i n b i o s y n t h e s i s a n d m e t h y l t r a n s f e r a s e a c t i v i t y 5 59 2 3 Q 9 H 0C 5 B T B D 1 : B T B / P O Z d o m a i n 0 c o n t a i n i n gp r o t e i n 1 t 0 1 . 5 5 5 3 3 6 5 I n t e r a c t w i t h t o p o i s o m e r a s e 1 a n d i s o f o r m D e l t a o f t h e r i n gf i n g e r p r o t e i n T R I M 5 . 5 5

*spot number after figure 8 

 

B 

 S p o tn u m be r R e f N a m e A b u n d a n c e V o l u m er a t i o M w( D a ) C e l l u l a r f u n c t i o n M o w s es c o r e1 5 3 4 P 6 3 2 4 4 G B L P : R e c e p t o r o fa c t i v a t e d p r o t e i n k i n a s e C1 t 0 1 . 5 1 3 5 3 8 0 S i g n a l t r a n s d u c t i o n. 1 1 8
1 6 0 1 P 3 9 6 8 7 A N 3 2 A : A c i d i c l e u c i n e 0 r i c hn u c l e a r p h o s p h o p r o t e i n 3 2f a m i l y m e m b e r A t 0 1 . 9 3 2 8 6 8 2

S i g n a l t r a n s d u c t i o n p a t h w a y
6 2

*spot number after figure 7 
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