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Résumé 

Différentes études ont montré que les facteurs liés au mode de vie, de même que le vieillissement ou 
l’amélioration des tests de diagnostic et de screening, ne peuvent à eux seuls expliquer l’incidence croissante des 
cancers dans les pays dits industrialisés. Bien que des changements de comportements aient conduit à une 
diminution du nombre de cancers en France, l’incidence des carcinomes hépatocellulaires est toujours en 
augmentation. D’autres facteurs oncogéniques, tels que l’exposition à des cancérogènes de l’environnement 
pourraient intervenir. Parmi ceux-ci, les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), dont le 
benzo[a]pyrène (B[a]P) est le chef de file, et qui sont retrouvés notamment dans la fumée de cigarette, les gaz 
d’échappements ou les aliments grillés, constituent une priorité en termes de santé publique du fait de leurs effets 
cancérogènes.  Une caractéristique-clé commune à tous les cancers a trait à leur métabolisme énergétique 
particulier, basé sur la glycolyse. Cependant, rien n’est connu quant à une possible reprogrammation 
métabolique due aux HAP. L’objectif global de mon projet de thèse a donc été d’étudier l’impact in vitro du 
B[a]P, utilisé à faible concentration, sur le métabolisme énergétique, de préciser le rôle de la reprogrammation 
métabolique dans le contrôle de la balance survie/apoptose par le B[a]P et de caractériser les mécanismes 
cellulaires et moléculaires impliqués. Nous avons d’abord identifié une production de monoxyde d’azote (NO) 
résultant de l’activation de la iNOS par le B[a]P, et agissant comme un signal de survie, possiblement via une 
hyperpolarisation mitochondriale. Nous avons ensuite démontré que le B[a]P induit une reprogrammation 
métabolique des cellules en favorisant un métabolisme glycolytique au détriment de la phosphorylation 
oxydative. Enfin, nous avons identifié IF1, l’inhibiteur physiologique de la F0F1ATPase, comme une nouvelle 
cible des HAP, participant à la reprogrammation métabolique et capable de promouvoir la survie sous l’effet du 
B[a]P. Au total, nous montrons que ces altérations du métabolisme mitochondrial promues par le B[a]P, sont à 
l’origine de signaux de survie dans notre modèle de cellules épithéliales hépatiques F258. Ces mécanismes 
pourraient ainsi contribuer à la progression tumorale sous l’effet des HAP.  

Mots-clés : hydrocarbures aromatiques polycycliques, hyperpolarisation de la membrane mitochondriale, survie, 
cancérogénèse, reprogrammation métabolique, EMT, migration, monoxyde d’azote, RAh, NHE1, IF1. 

 

Abstract 

Various studies have shown that factors related to lifestyle (smoking, diet, etc.), as well as aging or even the 
improved efficiency of diagnostic and screening tests, cannot explain by themselves the rising incidence of 
cancers in the industrialized countries. Although evolution of behaviors has helped reducing the number of 
cancers in France, the incidence of hepatocellular carcinomas is still increasing. This alarming result could be 
related to other oncogenic factors such as chronic exposure to environmental carcinogens. Among these 
compounds, polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs), including benzo[a]pyrene (B[a]P), the prototype 
carcinogen of this family, especially found in cigarette smoke, exhaust fumes or grilled food, are a priority in 
terms of public health due to their high carcinogenic potential. A key feature of cancer cells is related to their 
predominant glycolytic metabolism. However, nothing is known yet about a possible metabolic reprogramming 
upon PAH exposure. My PhD project has aimed at characterizing the impact of a low B[a]P concentration on 
energy metabolism, at clarifying the role of such a metabolic reprogramming in cell fate determination, and at 
elucidating the cellular and molecular basis of this phenomenon. We first identify a production of nitric oxide 
(NO), involving the activation of iNOS by B[a]P, and acting as a survival signal. We then demonstrate that 
B[a]P induces a metabolic reprogramming, thus promoting a glycolytic metabolism at the expense of oxidative 
phosphorylation. Finally, we identify IF1, the physiological inhibitor of the F0F1ATPase as a new target of 
PAHs, which participates in the B[a]P-elicited metabolic reprogramming and survival. To sum up, we identify 
new alterations of mitochondrial metabolism, acting as survival signals in B[a]P-treated rat hepatic epithelial 
F258 cells. These mechanism could therefore contribute to tumor progression. 

Keywords: polycyclic aromatic hydrocarbons, mitochondrial membrane hyperpolarization, survival pathways, 
metaboluc reprogramming, EMT, migration, nitric oxide, AhR, NHE1, IF1. 



Page 8 sur 328 

 

Table des matières 

 

Remerciements ........................................................................................................................................ 3 

Résumé .................................................................................................................................................... 7 

Table des matières ................................................................................................................................... 8 

Liste des abbréviations .......................................................................................................................... 12 

Liste des figures..................................................................................................................................... 15 

Liste des tableaux .................................................................................................................................. 17 

INTRODUCTION ................................................................................................................................. 19 

Contexte général ................................................................................................................................ 21 

PREMIERE PARTIE ............................................................................................................................ 25 

SYNTHÈSE BIBLIOGRAPHIQUE ..................................................................................................... 25 

Chapitre I : Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) ................................................... 27 

I-1. Généralités .............................................................................................................................. 27 

I-2. Classifications des HAP.......................................................................................................... 28 

I-2-1. Structure chimique........................................................................................................... 28 

I-2-2. Effets délétères sur la santé humaine ............................................................................... 29 

I-2-3. Origine des HAP ............................................................................................................. 29 

I-2-4. Distribution dans l'environnement ................................................................................... 30 

I-2-5.Voies d'exposition aux HAP ............................................................................................. 31 

I-2-5 a) L'alimentation ........................................................................................................... 31 

I-2-5 b) Le tabagisme ............................................................................................................ 32 

I-2-5 c) La pollution atmosphérique ...................................................................................... 33 

Chapitre II : Contribution des HAP au développement du cancer .................................................... 35 

II-1 Généralités .............................................................................................................................. 35 

II-2 Les différentes étapes de la cancérogenèse ............................................................................ 36 

II-2-1. L'initiation ...................................................................................................................... 36 

II-2-2. La promotion .................................................................................................................. 36 

II-2-2. La progression ................................................................................................................ 37 

II-3. Spécificités de la cellule cancéreuse ...................................................................................... 37 

II-4. Rôle du métabolisme des HAP  dans leur cancérogénicité ................................................... 39 

II-4-1. Phase I : Fonctionnalisation ........................................................................................... 39 

II-4-2. Phase II : Conjugaison ................................................................................................... 40 

II-4-3. Phase III : Transport et élimination ................................................................................ 40 

II-5. Génotoxicité des HAP ........................................................................................................... 41 



Page 9 sur 328 

 

II-6. Modulation de la balance survie/apoptose par les HAP ........................................................ 44 

II-6-1. Voies de mort cellulaire induites par le B[a]P ............................................................... 45 

II-6-2. Signaux de survie associés à l'exposition au B[a]P ........................................................ 48 

II-7 Effets du B[a]P sur la phase de progression tumorale ............................................................ 50 

II-7-1 Transition épthélio-mésenchymateuse (EMT) ................................................................ 50 

II-7-2. Processus de migration et d'invasion cellulaires ............................................................ 50 

Chapitre III : La mitochondrie et le métabolisme énergétique .......................................................... 53 

III-1. La mitochondrie ................................................................................................................... 53 

III-1-1. Morphologie ................................................................................................................. 53 

III-1-2. Structure ........................................................................................................................ 54 

III-1-3. Principales fonctions du métabolisme mitochondrial ................................................... 56 

III-2. Le métabolisme énergétique ................................................................................................ 58 

III-2-1. Généralités .................................................................................................................... 58 

III-2-2 Potentiel phosphorylant et potentiel réducteur .............................................................. 58 

III-2-3. Interdépendance des voies métaboliques ...................................................................... 59 

III-2-3. a) La phosphorylation oxydative .............................................................................. 60 

III-2-3. b) La glycolyse.......................................................................................................... 61 

III-2-3. c) La voie des pentoses phosphates .......................................................................... 62 

III-2-3. d) La β-oxydation des acides gras ............................................................................. 62 

III-2-3. e) Catabolisme des acides aminés ............................................................................. 63 

III-2-4. La chaîne respiratoire et l'ATP synthase ....................................................................... 64 

III-2-4. a) Les complexes de la chaîne respiratoire ............................................................... 64 

III-2-4. b) Le complexe V ou F0F1ATPase .......................................................................... 66 

Régulation de  l'ATP synthase ........................................................................................... 68 

Rôles de l'ATP synthase .................................................................................................... 69 

III-2-4. c) Le potentiel de membrane mitochondrial ............................................................. 70 

III-2-5. Métabolisme aérobie versus métabolisme anaérobie ................................................................ 71 

Chapitre IV: Le métabolisme énergétique des cellules cancéreuses ................................................. 73 

IV-1. L'effet Crabtree .................................................................................................................... 73 

IV-2. L'effet Warburg .................................................................................................................... 73 

IV-3. Origine et bases moléculaires de l'effet Warburg ................................................................ 76 

IV-3-1. Régulation positive ....................................................................................................... 77 

IV-3-1. a) L'hexokinase II ..................................................................................................... 77 

IV-3-1. b) PI3K/Akt .............................................................................................................. 77 

IV-3-1. c) c-myc .................................................................................................................... 78 

IV-3-1 d) HIF1α .................................................................................................................... 78 



Page 10 sur 328 

 

IV-3-1. e) K-ras ..................................................................................................................... 79 

IV-3-2. Régulation négative ...................................................................................................... 79 

IV-3-2. a) p53 ........................................................................................................................ 79 

IV-3-2 b) L'AMPK ................................................................................................................ 80 

IV-3-2. c) Les sirtuines (SIRT) ............................................................................................. 80 

IV-4. Implication de  NHE1 dans  la reprogrammation métabolique et la survie des cellules 
cancéreuses .................................................................................................................................... 82 

IV-4-1. Rôle de NHE1 dans la survie et la migration ............................................................... 84 

IV-4-2. Lien entre NHE1 et reprogrammation métabolique dans le cancer .............................. 85 

IV-5. Métabolisme cancéreux oxydatif et coopération au sein du microenvironnement tumoral . 87 

IV-6. Cross-talk entre reprogrammation métabolique et transition épithélio-mésenchymateuse.. 88 

IV-7. Impact des hydrocarbures sur le métabolisme énergétique .................................................. 89 

Chapitre V: le monoxyde d'azote (NO) ............................................................................................. 91 

V-1. Généralités ............................................................................................................................. 91 

V-2. Les NO synthases .................................................................................................................. 91 

V-2-1. Activité ........................................................................................................................... 91 

V-2-2. Mécanismes de régulation des NOS .............................................................................. 94 

V-3. Rôles physiopathologiques du NO ........................................................................................ 95 

V-3-1. Effets du NO sur la chaine de transport d'électrons ....................................................... 95 

V-3-2. Conséquences des effets du NO sur le métabolisme mitochondrial .............................. 96 

V-3-3. Effets promoteurs de cancer du NO ............................................................................... 98 

V-3-4. Lien entre NO et EMT ................................................................................................. 100 

V-4. Impact du NO vis-à-vis de la toxicité du B[a]P .................................................................. 101 

Chapitre VI: ATP Inhibitor Factor 1 (IF1), l'inhibiteur physiologique de la F0-F1 ATPase .......... 103 

VI-1. Structure d'IF1.................................................................................................................... 104 

VI-2. Capacité d'IF1 à promouvoir la survie ............................................................................... 106 

VI-3. IF1 et mitochondrie ............................................................................................................ 107 

VI-4. Contribution d'IF1 à l'acquisition du phénotype Warburg par les cellules cancéreuses .... 109 

VI-5. Implication d'IF1 dans les processus de migration ............................................................ 112 

VI-6. Régulation d'IF1 ................................................................................................................. 112 

Principaux objectifs de la thèse ....................................................................................................... 117 

RESULTATS ...................................................................................................................................... 119 

Article 1 ........................................................................................................................................... 121 

Benzo[a]pyrene-induced niric oxide production acts as a survival signal targeting mitochondrial 
membrane potential ......................................................................................................................... 121 

Article 2 ........................................................................................................................................... 143 

AhR- and NHE1-related metabolic reprogramming determines the cell survival induced by the 
environmental carcinogen benzo[a]pyrene ...................................................................................... 143 



Page 11 sur 328 

 

Article 3 ........................................................................................................................................... 195 

Role for the ATPase inhibitory factor 1 .......................................................................................... 195 

in the environmental carcinogen-induced Warburg phenotype ....................................................... 195 

DISCUSSION GENERALE ............................................................................................................... 249 

I. Rôle de la production de NO ........................................................................................................ 252 

I-1. Rôles respectifs  du RAh et de p53 dans la production de NO ............................................. 253 

I-2. L’isoforme mitochondriale de la NO Synthase pourrait-elle jouer un rôle dans ce mécanisme?
 ..................................................................................................................................................... 255 

I-3. Rôle du NO dans la reprogrammation métabolique induite par le B[a]P ............................. 256 

I-4. Une action régulatrice du NO sur la survivine serait-elle à entrevoir ? ................................ 257 

II. Effet du B[a]P sur le métabolisme énergétique .......................................................................... 258 

II-1. Le RAh serait-il également un régulateur clé du métabolisme mitochondrial? .................. 258 

II-2. Quelle est la contribution du pH à la reprogrammation métabolique induite par le B[a]P? 261 

II-3. Quelle est le rôle joué par p53 dans la reprogrammation métabolique induite par le B[a]P?
 ..................................................................................................................................................... 263 

III. Le peptide IF1, une cible mitochondriale des hydrocarbures .................................................... 264 

III-1. La balance AMPc/Ca2+est-elle déterminante dans la régulation d'IF1? ............................. 265 

III-2. L'impact d'IF1 sur la dynamique mitochondriale : un élément déterminant dans la survie ?
 ..................................................................................................................................................... 267 

II-3. IF1 et autophagie ................................................................................................................. 269 

IV. Quels effets du B[a]P sur la machinerie autophagique? ............................................................ 270 

V. D'autres facteurs environnementaux sont par ailleurs impliqués dans l'acquisition d'un phénotype 
Warbug ............................................................................................................................................ 276 

Conclusion ....................................................................................................................................... 278 

BIBLIOGRAPHIE .............................................................................................................................. 279 

ANNEXES .......................................................................................................................................... 322 

Liste des formations ........................................................................................................................ 324 

Liste des congrès/communications .................................................................................................. 324 

Liste des publications ...................................................................................................................... 325 

 

 

 

 

 

 



Page 12 sur 328 

 

Liste des abbréviations 

 
(ATP)IF1: (ATP) inhibitor factor 1 

ADN: Acide désoxyribonucléique 

ADNmt: ADN mitochondrial 

ADP: Adénosine diphosphate 

AGR2: Anterior gradient protein 2 homolog 

AKAP: A-kinase anchor proteins  

AMPc: Adénosine monophosphate cyclique 

AMPK: 5'-AMP-activated protein kinase 

ANT: Adénine nucléotide translocase 

ARN: Acide ribonucléique 

ARNT: Aryl hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator 

ATP: Adénosine triphosphate 

B[a]P: Benzo[a]pyrène 

Bad: Bcl-2-associated agonist of cell death 

Bcl-2: B-cell lymphoma 2 

Bcl-xl: B-cell lymphoma-extra large 

BPDE: B[a]P-7,8-dihydrodiol-9,10-époxyde 

CACT: Carnitine-acylcarnitine translocase 

CaM: Calmoduline 

CHC: Carcinome hépatocellulaire 

CIRC: Centre International de Recherche sur le Cancer 

COX: Cytochrome c oxydase 

CS: Citrate synthase 

CYP: Cytochromes P450 

DMBA: Diméthylbenz[a]anthracène 

DRP1: Dynamine-related protein 1 

EGFR: Epidermal growth factor receptor  

EMT: Transition épithélio-mésenchymateuse 

ERK: Extracellular signal-regulated kinase 

ERM: Ezrin, Radixin et Moesin 

ERO: Espèces Réactives de l'Oxygène 

FAD: Flavine adénine dinucléotide 



Page 13 sur 328 

 

FAK: Focal adhesion kinase 

FMN: Flavine mononucléotide 

GLUT: Transporteurs de glucose 

GSK3: Glycogen Synthase Kinase 3 

GST: Glutathion S-transférases 

HAP: Hydrocarbures Aromatiques Plocycycliques 

HIF: Hypoxia inductible factor 

HKII: Hexokinase II 

HMGCoA:  Hydroxyméthylglutaryl-CoA réductase 

HRE: Hypoxia response element 

IAP: Protéines inhibitrices de l'apoptose 

IER3: Immediate early response 3 

IEX-1: Immediate early response gene X-1 

JNK1: c-Jun-terminal kinase 1 

LDH: Lactate déshydrogénase 

LOX: Lipoxygénase 

MMP: Métallo protéinase matricielle 

MOMP: Perméabilisation de la membrane externe des mitochondries 

MRP: Multi drug Resistance Protein 

mTOR: Mammalian target of rapamycin 

mtTFA: mitochondrial transcription factor A 

NAD(P)H: Nicotinamide adénine dinucléotide (Phosphate) 

NFκB: nuclear factor-kappa B 

NHE1: Echangeur Na+/H+ isoforme 1 

NIK: NFκB-inducing kinase 

NO: Monoxyde d'azote 

NOA1: Nitric oxide-associated protein 1 

NOS: NO synthase 

NRF-1: Nuclear respiratory factor-1 

Nrf2: Nuclear factor erythroid 2-related factor  2 

OMS: Organisation Mondiale de la Santé 

OXPHOS: Phosphorylation oxydative 

PFK-1: Phosphofructokinase-1 

PGC-1α: Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha 

P-gp: P-glycoprotéines 



Page 14 sur 328 

 

pHe: pH extracellulaire 

pHi: pH intracellulaire 

pHm: pH mitochondrial 

PI3K: Phosphoinositide 3-kinase 

PKA: cAMP-dependant protein kinase A 

PKM2: Pyruvate kinase subtype M2 

PTEN: Phosphatase and TENsin homolog 

PTP: Permeability transition pore 

PXR: Pregnane X receptor  

RAh: Récepteur aux hydrocarbures aromatiques 

RIP1: Receptor-Interacting Protein 1 

SATP: ATPase de surface 

SDH: Succinate déshydrogénase 

sGC: soluble guanylate cyclase 

SKIP: Sloan-Kettering institute protein 

SQR: Succinate quinone réductase 

ST: Sulfotransférase 

TCA: Cycle des acides tricarboxyliques 

TCDD: 2,3,7,8-tétrachlorodibenzo-p-dioxine 

TEP: Tomographie par émission de positions 

TGF-β: Transforming growth factor beta 

TIGAR: TP-53 glycolysis and apoptosis regulator 

TIM: Translocase of the inner membrane 

TOM: Translocase of the outer membrane 

TRAIL: TNF-related apoptosis inducing ligand 

TRF1: TNF receptor-associated factor 1 

UCP: Uncoupling protein 

UGT: UDP-glucuronyl transférase 

US-EPA: United States Environmental Protection Agency 

VDAC: Voltage-dependent anion channel 

WAVE1: Wiskott-Aldrich syndrome protein family member 1 

XRE: Xenobiotic Response Element 

∆p: Force protomotrice 

∆Ψm: Potentiel de membrane mitochondrial 



Page 15 sur 328 

 

Liste des figures 

 
FIGURE 1. STRUCTURE DES 16 HAP PRIORITAIRES DE L'AGENCE ENVIRONNEMENTALE AMERICAINE (US-EPA). 

LES CINQ STRUCTURES DANS LE CADRE REPRESENTENT LES HAP PRIORITAIRES, RETENUS PAR LA DIRECTIVE 

CADRE EUROPEENNE 98/83/EC (COELHO ET AL., 2008). ................................................................................ 28 

FIGURE 2. LES DIFFERENTES ETAPES DE LA CANCEROGENESE ................................................................................ 37 

FIGURE 3. CARACTERISTIQUES PHYSIOLOGIQUES ACQUISES PAR LES CELLULES AU COURS DE LA CANCEROGENESE 

(D'APRES HANAHAN ET WEINDBERG, 2011). ................................................................................................. 38 

FIGURE 4. FIXATION DU BPDE A L'ADN ............................................................................................................... 41 

FIGURE 5. LES TROIS PRINCIPALES VOIES D'ACTIVATION METABOLIQUES DES HAP .............................................. 42 

FIGURE 6. EXEMPLES DE REGIONS BAY ET FJORD (D'APRES JARVIS ET AL., 2014). ................................................ 43 

FIGURE 7. APERÇU DES PRINCIPAUX PROCESSUS CELLULAIRES ALTERES PAR LE B[A]P......................................... 45 

FIGURE 8. SCHEMA RECAPITULATIF DES VOIES DE SIGNALISATION IMPLIQUEES DANS L'APOPTOSE INDUITE PAR LE 

B[A]P DANS LES CELLUES F258 .................................................................................................................... 46 

FIGURE 9. VOIES INTRINSEQUE ET EXTRINSEQUE DE L'APOPTOSE (D'APRES GALLUZI L ET AL., NAT REV NEUROSCI, 
2009). ........................................................................................................................................................... 47 

FIGURE 10. LA MORPHOLOGIE MITOCHONDRIALE EST TRES VARIABLE .................................................................. 53 

FIGURE 11. CYCLE DE VIE DES MITOCHONDRIES (HYDE ET AL., 2010) ................................................................... 54 

FIGURE 12. INTEGRATION DES PRINCIPALES VOIES DU METABOLISME ENERGETIQUE ............................................ 60 

FIGURE 13. SCHEMA RECAPITULATIF DU CATABOLISME DES MOLECULES ENERGETIQUES. .................................... 63 

FIGURE 14. STRUCTURE DE LA CHAINE RESPIRATOIRE MITOCHONDRIALE (ADAPTE DE YU-WAI-MAN ET AL., 2011).
 ...................................................................................................................................................................... 65 

FIGURE 15. STRUCTURE SCHEMATIQUE DE LA F0F1 ATPASE D'ESCHERICHIA COLI (ADAPTE DE WEBER, 2010). .. 67 

FIGURE 16. PRINCIPALES CONTRIBUTIONS DE L'ATP SYNTHASE A LA FONCTION MITOCHONDRIALE (D'APRES LONG 

ET AL., 2015). ................................................................................................................................................ 69 

FIGURE 17. DE NOMBREUX FACTEURS CONTRIBUENT A LA REGULATION DU PHENOTYPE METABOLIQUE DES 

CELLULES CANCEREUSES (D'APRES CAIRNS ET AL., 2011). ............................................................................ 75 

FIGURE 18. ORIGINE MOLECULAIRE DE LA REPROGRAMMATION METABOLIQUE DANS LES CELLULES CANCEREUSES 

(KROEMER &  POUYSSEGUR, 2008). .............................................................................................................. 76 

FIGURE 19. IMPLICATION DES SIRTUINES DANS L'EFFET WARBURG (GUARENTE, 2014). ....................................... 81 

FIGURE 20. REGULATION DU METABOLISME ENERGETIQUE DANS LES CELLULES CANCEREUSES PAR LES 

PRINCIPAUX ONCOGENES (SOGA, 2013). ....................................................................................................... 82 

FIGURE 21. ROLE DU PH DANS LE DEVELOPPEMENT TUMORAL EN LIEN AVEC LA REPOGRAMMATION METABOLIQUE 

(RESHKIN ET AL., 2014). ................................................................................................................................ 84 

FIGURE 22. PROCESSUS MITOCHONDRIAUX DEPENDANTS DU GRADIENT DE PH (RESHKIN ET AL., 2014). PIC : 
PHOSPHATE INORGANIC CARRIER; AAC : ADP/ATP CARRIER; AGC : ASPARTATE-GLUTAMATE CARRIER; GC 

: GLUTAMATE CARRIER; UCP : UNCOUPLING PROTEIN. ................................................................................. 86 

FIGURE 23. SYMBIOSE METABOLIQUE AU SEIN DU MICROENVIRONNEMENT TUMORAL (SEMENZA, 2008). ............ 87 

FIGURE 24. REGULATION DU GENOME NUCLEAIRE PAR LE METABOLISME MITOCHONDRIAL (SHAUGHNESSY ET AL., 
2014). ........................................................................................................................................................... 89 

FIGURE 25. BIOSYNTHESE DU NO A PARTIR DE LA L-ARGININE (D'APRES FREIRE ET AL., 2009). .......................... 91 

FIGURE 26. MODELE D'ACTIVATION DES NO SYNTHASES (D'APRES AKTAN , 2004). CAM : CALMODULIN ; FAD : 
FLAVIN ADENINE DINUCLEOTIDE; FMN : FLAVINE MONONUCLÉOTIDE; H4B : TÉTRAHYDROBIOPTÉRINE. .. 92 

FIGURE 27. FONCTIONNEMENT DES NO SYNTHASE (D'APRES FÖRSTERMANN &  SESSA, 2012). ............................ 93 

FIGURE 28. ENZYMES IMPLIQUEES DANS LA REDUCTION DES NITRITES EN NO ...................................................... 93 

FIGURE 29. VERSATILITE DU NO DANS LA REGULATION DE LA SIGNALISATION CELLULAIRE ................................ 95 

FIGURE 30. ACTION DU NO AU NIVEAU DE LA CHAINE RESPIRATOIRE ................................................................... 96 

FIGURE 31. IMPACT DE LA REGULATION DU METABOLISME ENERGETIQUE PAR LE NO .......................................... 98 

FIGURE 32. CONTRIBUTION DU NO A LA PROGRESSION TUMORALE (FUKUMURA ET AL., 2006). .......................... 100 

FIGURE 33. MODALITES D'INHIBITION DE L 'APOPTOSE INDUITE PAR LE B[A]P PAR LE NO EXOGENE  (D'APRES 

CHEN ET AL., 2005). 102 



Page 16 sur 328 

 

FIGURE 34. MODELE D'INTERACTIONS DU PEPTIDE IF1( BLEU CLAIR) AVEC LA F0F1ATPASE (ADAPTE DE WALKER, 
2013). ......................................................................................................................................................... 104 

FIGURE 35. MODULATION DE LA STRUCTURE D'IF1 EN FONCTION DU  PH MITOCHONDRIAL ................................ 105 

FIGURE 36. CONTRIBUTION D'IF1 AU PROCESSUS DE CANCEROGENESE ............................................................... 110 

FIGURE 37. MODE DE REGULATION PAR PHOSPHORYLATION DU PEPTIDE IF1 PAR L'INTERMEDIAIRE DE LA VOIE Β-
ADRENERGIQUE (GARCIA-BERMUDEZ ET AL., 2015). .................................................................................. 116 

FIGURE 38. SCHEMA BILAN MODELISANT LA REPROGRAMMATION METABOLIQUE INDUITE PAR LE B[A]P ET 

IMPLIQUEE DANS LA SURVIE DANS LES CELLULES F258. ............................................................................. 252 

FIGURE 39. EFFET DU CPTIO (25 µM), UN PIEGEUR DE NO, SUR L’ACCUMULATION DE LACTATE 

EXTRACELLULAIRE APRES 48 HEURES D’EXPOSITION AU B[A]P. N=3. ......................................................... 256 

FIGURE 40. L'EFFET DU B[A]P SUR LE CONTENU MITOCHONDRIAL EN RAH DANS LA LIGNEE F258 POURRAIT AVOIR 

UN ROLE PREPONDERANT DANS L'ACTIVITE METABOLIQUE DE L'ORGANITE. ............................................... 260 

FIGURE 41. EFFET DU B[A]P SUR L'OXYDATION DE LA GLUTAMINE . (N=3) .......................................................... 264 

FIGURE 42. EFFET DU B[A]P (50 NM VERSUS 1µM) SUR L'EXPRESSION DES MARQUEURS AUTOPHAGIQUES P62 ET 

LC3 ANALYSEE PAR WESTERN BLOTTING DANS LA LIGNEE F258. ............................................................... 271 

FIGURE 43. EFFET DE 24H D’EXPOSITION AU B[A]P SUR L'ACCUMULATION DES VACUOLES AUTOPHAGIQUES.. ... 272 

FIGURE 44. EFFET DE 24H D’EXPOSITION AU B[A]P SUR L'ACCUMULATION DES AGGRESOMES.. .......................... 272 

FIGURE 45. ANALYSE DE L’ IMPACT DU B[A]P SUR L'ULTRASTRUCTURE CELLULAIRE PAR MET.......................... 273 

FIGURE 46. EFFET DU B[A]P SUR L'EXPRESSION DU FACTEUR DE TRANSCRIPTION NRF2...................................... 274 

FIGURE 47. REGULATION DE NRF2 PAR L'AUTOPHAGIE, KEAP1 ET P62 (ADAPTE DE WHITE, 2012). .................. 274 

FIGURE 48. LES POLLUANTS DE L'ENVIRONNEMENT CONTRIBUENT ACTIVEMENT A L'ETABLISSEMENT DU 

PHENOTYPE CANCEREUX (GOODSON, 2015) ................................................................................................ 277 



Page 17 sur 328 

 

Liste des tableaux 

TABLEAU 1. . CONCENTRATION UBIQUITAIRE MOYENNE DE BENZO[A]PYRENE DANS LES DIFFERENTS 

COMPARTIMENTS DE L'ENVIRONNEMENT (INERIS, 2006) ............................................................................. 30 

TABLEAU 2. CONSOMMATION MOYENNE DE DIFFERENTES CLASSES D'ALIMENTS ET LEURS CONCENTRATIONS 

ASSOCIEES EN HYDROCARBURES (THE EFSA JOURNAL, PAH IN FOOD, 2008). ............................................. 32 

TABLEAU 3. VOIES D'EXPOSITION AU BENZO[A]PYRENE POUR L'HOMME EN EUROPE ............................................. 34 

 

 

  



Page 18 sur 328 

 

  



Page 19 sur 328 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

INTRODUCTION   



Page 20 sur 328 

 

  



Page 21 sur 328 

 

Contexte général 

 

Différentes études ont montré que les facteurs liés au mode de vie (tels que le tabagisme, la 

consommation d’alcool, le régime alimentaire), de même que le vieillissement ou 

l’amélioration des tests de diagnostic et de screening, ne peuvent à eux seuls expliquer 

l’incidence croissante des cancers dans les pays dits industrialisés ; et ce, d’autant plus que les 

comportements vis-à-vis de l’alcool, et du tabac ont évolué ces dernières années, avec un 

recul du tabagisme et de la consommation d’alcool. Bien que ces changements de 

comportements aient conduit à une diminution du nombre de cancers du tractus aéro-digestif 

supérieur et de l’œsophage liés à l’alcool, notamment en France, une augmentation de 

l’incidence des carcinomes hépatocellulaires a cependant été plus récemment notée (OCDE 

Health data, 2004). Ceci pourrait être la conséquence d’autres facteurs oncogéniques, tels que 

l’exposition à des cancérogènes de l’environnement. D’une manière plus générale, ce type 

d’exposition involontaire pourrait contribuer à l’incidence croissante de différents types de 

cancers dans les pays industrialisés. Ainsi, d’après des données obtenues dans le cadre du 

Plan National Santé-Environnement (PNSE, 2004; http://www.ecologie.gouv.fr/Rapport-

final-de-la-Commission-d.html), environ 7 à 20% des décès par cancer seraient dus aux 

facteurs environnementaux (Goodson et al., 2015). Ceci souligne très clairement la nécessité 

d’accroitre nos connaissances sur l’impact des cancérogènes environnementaux sur la santé, 

et ce, dans le but de mieux appréhender la cancérogenèse et de répondre aux attentes en 

matière de santé publique. 

L’élimination complète des expositions aux cancérogènes environnementaux, synthétiques ou 

naturels, étant techniquement irréalisable, l’exposition de l’Homme aux toxiques chimiques 

est donc inévitable, due à la contamination de l’air, de l’eau et des aliments. Tandis que les 

facteurs associés au mode de vie sont bien identifiés et donc accessibles aux études 

épidémiologiques, il n’en est pas de même des cancérogènes environnementaux, et ce, du fait 

de leur multitude, diversité et diffusion dans notre environnement. Il est donc beaucoup moins 

aisé de réaliser des études épidémiologiques chez l’Homme sur l’impact de ces facteurs 

environnementaux en utilisant des méthodes épidémiologiques classiques, d’où la nécessité de 

développer des études sur les effets biologiques et toxicologiques de ces molécules.  

 



Page 22 sur 328 

 

Parmi ces facteurs environnementaux, les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), 

retrouvés notamment dans la fumée de cigarette, les gaz d’échappements ou les aliments 

grillés, constituent une priorité en termes de santé publique du fait de leurs effets 

cancérogènes. En effet, le benzo[a]pyrène (B[a]P), représentant prototype de cette famille, est 

classé dans le groupe 1 des cancérogènes par le Centre International de Recherche sur le 

Cancer (CIRC), c’est-à-dire cancérogène pour l’Homme. Un individu non-fumeur est 

principalement exposé aux HAP lors de l’ingestion d’aliments grillés ou de céréales (3 à 15 

µg/personne/jour). Dans ce contexte, la consommation fréquente de ces aliments serait un 

facteur de risque de cancers chez l'homme (Anderson et al., 2002; Foran et al., 2005). Il a 

d'ailleurs plus spécifiquement été observé chez l’animal que l'ingestion de B[a]P entraînerait 

la formation d'adduits à l’ADN dans le foie et le tube digestif, et induirait la formation de 

cancers en particulier des organes digestifs (Strickland & Groopman, 1995; Dunn, 1983; 

Helleberg et al., 2001; Wester et al., 2012). Par ailleurs, cet apport de HAP est encore plus 

important chez les fumeurs, lors de l’exposition aux fumées de cigarettes (Menzie et al., 

1992).  

Les mécanismes sous-tendant l’action cancérogène des HAP semblent multiples. En effet, ils 

pourraient résulter à la fois d’une action initiatrice bien documentée, car les HAP sont de 

puissants composés mutagènes (Melendez-Colon et al., 1999). Une action promotrice de 

tumeurs a également été décrite; en effet, les HAP pourraient conférer un avantage sélectif 

aux cellules initiées par rapport aux cellules normales, par le biais de l’induction de 

l’expression de facteurs de croissance ou de mécanismes anti-apoptotiques dans ces cellules 

initiées, et/ou d’un effet toxique vis-à-vis des cellules normales (Bock & Köhle, 2005). Les 

HAP favoriseraient également les processus de progression tumorale et de métastases, en 

favorisant la motilité cellulaire (Diry et al., 2006; Song et al., 2013) ou en agissant sur les 

composants de la matrice extracellulaire (Hillegass et al., 2006). Ce sont de plus des agents 

altérant la réponse immunitaire (Szczeklik et al., 1994; Lecureur V et al., 2005), ce qui 

pourrait aussi contribuer indirectement à leurs effets cancérogènes, notamment à la phase de 

progression en affaiblissant l’immunité anti-tumorale.  

Le mécanisme moléculaire impliqué dans les effets cancérogènes des HAP a été relié 

historiquement au récepteur aux hydrocarbures aromatiques  (Récepteur Ah ou RAh). Les 

HAP se lient à ce récepteur dans le cytoplasme, entraînent sa translocation nucléaire, sa 

liaison à la protéine ARNT (aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator) puis sa liaison sur 

des éléments spécifiques (appelés XRE pour « Xenobiotic Response Element ») situés dans la 
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partie 5’ flanquante des gènes répondeurs (Bacsi et al., 1995; Go et al., 2015). Il en résulte 

l’activation de la transcription de ces gènes cibles. Parmi ceux-ci, les cytochromes P-450 

(CYP) 1A1 et 1B1 sont importants à considérer car ils sont responsables de la formation de 

métabolites électrophiles des HAP, à l’origine des adduits à l’ADN responsables du processus 

d’initiation du processus cancéreux. Ces adduits pourraient aussi favoriser la phase de 

promotion tumorale en ayant un effet pro-apoptotique vis-à-vis des cellules normales et en 

conférant, de ce fait, un avantage sélectif aux cellules « initiées » (Marlowe & Puga, 2005). A 

cet égard, les travaux réalisés jusqu’ici par notre équipe se sont  attachés à étudier les 

processus apoptotiques induits par le B[a]P dans des modèles hépatiques. Nous avons ainsi 

mis en évidence dans  les cellules de la lignée épithéliale hépatique F258, l’implication de 

deux voies majoritaires dans les effets apoptotiques de cette molécule : la voie génotoxique 

impliquant l’activation de la protéine p53 (Huc et al., 2004, 2007) et une voie non 

génotoxique basée sur l’activation du transporteur NHE1 ; cette dernière résulte d’un 

remodelage membranaire dépendant à la fois de l’activation du RAh et de la production 

d’espèces réactives de l’oxygène (ERO) liée au métabolisme du B[a]P (Huc et al., 2004, 

2007; Tekpli et al., 2010). Ces deux voies ont par ailleurs été décrites pour converger afin 

d’induire un dysfonctionnement mitochondrial (Huc et al., 2006, 2007; Dendelé et al., 2012).  

Nos travaux antérieurs portant sur le remodelage membranaire indiquaient également des 

altérations du métabolisme des lipides, sous la dépendance du RAh et des ERO (Tekpli et al., 

2010). De plus, nous avions montré que différentes protéines, telles que l’hexokinase II, c-

myc et GSK3, connues pour jouer un rôle important dans le contrôle du métabolisme 

énergétique (Kotliarova et al., 2008; Soga, 2013) étaient aussi la cible du B[a]P (50 nM) dans 

notre modèle d’étude (Huc et al., 2007; Dendelé et al., 2012). Or, une autre caractéristique 

commune à tous les cancers a trait à leur métabolisme énergétique particulier. En effet, pour 

survivre en condition drastique (absence d’oxygène), la cellule cancéreuse voit son 

métabolisme énergétique modifié par rapport à une cellule normale, avec une 

reprogrammation métabolique vers la glycolyse, d’où une accumulation de lactate dans le 

milieu extracellulaire associée à une acidification extracellulaire. Cette reprogrammation 

métabolique, appelée effet Warburg, constitue une des caractéristiques-clés des cellules 

cancéreuses (Hanahan & Weinberg, 2011; Ward & Thompson, 2012). Cependant, rien n’est 

connu quant aux effets des HAP sur la glycolyse ; à notre connaissance, seule une étude 

ancienne indique une activité augmentée de différentes enzymes de la glycolyse, à savoir 

l’hexokinase, la phosphofructokinase, la pyruvate kinase et la lactate deshydrogenase, dans 
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les poumons de souris traitées pendant 28 jours par différents cancérogènes dont le B[a]P ou 

le diméthylbenz[a]anthracène (DMBA), un autre HAP (Rády et al., 1980). Dans ce contexte, 

outre ses effets apoptotiques qui interviendraient dans la phase de promotion des tumeurs, le 

B[a]P pourrait promouvoir la survie et la prolifération via une reprogrammation métabolique 

des cellules vers un métabolisme glycolytique aérobie (effet Warburg), ce qui pourrait aussi 

participer à la phase de progression sous l’effet du B[a]P. 

Enfin, nos travaux précédents suggèrent une hyperpolarisation de la membrane 

mitochondriale dans les cellules épithéliales hépatiques de la lignée F258 sous l'effet du B[a]P  

(Huc et al., 2003). Or cette hyperpolarisation serait associée à la reprogrammation 

métabolique identifiée dans les tumeurs (Hockenbery, 2010) et jouerait un rôle dans la 

croissance tumorale (Heerdt et al., 2006). Dans ce contexte, le potentiel mitochondrial 

pourrait constituer une cible thérapeutique intéressante dans les stratégies anticancéreuses 

(Fantin et al., 2002). D’où l’intérêt de mieux préciser l’impact de faibles concentrations 

d’hydrocarbures sur la fonction énergétique mitochondriale. C'est dans ce cadre que mon 

travail de thèse a été réalisé. 
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Chapitre I : Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) 

 

I-1. Généralités 

Les hydrocarbures aromatiques polycycliques sont une classe de produits chimiques neutres, 

apolaires, présents naturellement dans l'environnement, essentiellement au sein des composés 

fossiles tels que le charbon, le pétrole, ou encore la tourbe. Ils sont formés lors des processus 

de combustion des matières organiques et résultent de la condensation de cycles benzéniques. 

Sous cette appellation, de nombreuses molécules organiques différentes ont été clairement 

identifiées. Elles comprennent un minimum de deux cycles aromatiques, et sont 

exclusivement composés d'atomes de carbone et d'hydrogène. Cependant, des groupements de 

nature différente peuvent venir se substituer à ces cycles. Le nombre théorique de HAP 

susceptibles d'être retrouvés dans l'environnement apparait donc infiniment plus important, 

d'autant que le nombre d'isomères va croitre à mesure que les structures vont se complexifier. 

On rencontre ainsi plus de 1500 molécules, dans leur forme native ou substituée (NTP, 2012). 

Cette diversité dans la structure chimique des HAP va ainsi leur conférer des propriétés 

physico-chimiques et biologiques très variées. La multitude d'entités différentes identifiées au 

sein des HAP  a conduit l'Agence Environnementale Américaine (US-EPA)  à définir une liste 

prioritaire de 16 représentants (Figure 1). Cette liste regroupe les HAP les plus étudiés et à 

l'origine de problèmes environnementaux et sanitaires majeurs en lien avec leur toxicité 

(INERIS, 2005). L'OMS a quant à elle décidé de concentrer son expertise sur seulement six 

représentants majeurs parmi ces HAP récurrents : le fluoranthène, le benzo[a]pyrène, le 

benzo[b]fluoranthène, le benzo[k]fluoranthène, le benzo[ghi]pérylène et enfin l'indeno[1,2,3-

cd]pyrène (WHO, 2003).  

 



Page 28 sur 328 

 

 

Figure 1. Structure des 16 HAP prioritaires de l'Agence Environnementale Américaine 
(US-EPA). Les cinq structures dans le cadre représentent les HAP prioritaires, retenus par la 
directive cadre européenne 98/83/EC (Coelho et al., 2008). 

I-2. Classifications des HAP 

I-2-1. Structure chimique 

Du point de vue structural, la classification des HAP est basée sur le nombre de noyaux 

condensés. La plupart des HAP sont constitués de 2 à 6 cycles avec une masse moléculaire 

moyenne allant de 78 g.mol-1 (C6H6)
 à 1792 g.mol-1 (C144H64) (Lafleur et al., 1996). 

Cependant, la majorité des HAP identifiés ont un poids moléculaire compris entre 128 g.mol-1 

(pour le naphtalène de formule brute C10H8), et plus de 300 g.mol-1 (pour le coronène de 

formule brute C24H12). On distingue ainsi les HAP légers pouvant contenir jusqu'à 3 cycles 

condensés, des HAP lourds possédant au minimum quatre cycles benzéniques (Edwards, 

1983).  
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I-2-2. Effets délétères sur la santé humaine 

L'IARC (International Association for Research on Cancer) ou CIRC est une agence de 

recherche sur le cancer de l'organisation mondiale de la santé (OMS) basée à Lyon. Cette 

institution œuvre notamment à identifier les facteurs environnementaux impliqués dans le 

développement de cancers chez l'homme, afin de coordonner des stratégies scientifiques de 

lutte contre cette maladie. Elle a ainsi classé de nombreux HAP, seuls ou en mélange, en 

fonction de leurs effets délétères sur la santé humaine, et notamment, de leur capacité à 

induire des cancers. Le B[a]P, chef de file de ces composés et molécule étudiée dans cette 

thèse, possède le plus fort potentiel cancérogène, et est, de ce fait, classé dans le groupe 1, 

c'est-à-dire cancérogène certain pour l'homme. 

Composé de cinq cycles aromatiques, le B[a]P possède une masse molaire de 252,31 g.mol-1, 

et fait partie des HAP les plus étudiés. Ce dernier se trouve en proportion relativement 

constante au sein des mélanges d'hydrocarbures, et représente en général 10% en masse de ces 

mélanges. Sa distribution quasi-ubiquitaire, ainsi que son classement dans le groupe 1 du 

CIRC, légitime largement son statut de molécule prototype au sein des HAP.  

I-2-3. Origine des HAP 

Les HAP sont des polluants organiques d'origines multiples, à la fois naturelles et 

anthropiques. Bien que présents naturellement dans l'environnement, ils sont majoritairement 

produits lors de processus pyrolytiques, en raison de la combustion incomplète de matières 

organiques (charbon, bois, huile, gaz, etc.). La pyrolyse de matières organiques, lors de 

phénomènes naturels comme les feux de forêts ou les épisodes volcaniques, génère 

naturellement des HAP. Cependant, ces processus sont quantitativement négligeables 

comparativement aux sources anthropogéniques (Boström et al., 2002), même si ces 

phénomènes naturels peuvent ponctuellement générer de gros volumes de HAP (Nicolaou et 

al., 1984). En effet, ce sont surtout les activités humaines (industries, chauffages domestiques 

et transports) qui vont être à l'origine d'une libération massive de HAP dans notre 

environnement. 



 

I-2-4. Distribution dans l'environnement

Ces polluants ubiquitaires sont retrouvés dans tous les compartiments de l'environnement. 

Après leur libération dans l'atmosphère, o

particulaire, adsorbés sur d'autres particules atmosphériques.

possédant au maximum 3 cycles condensés

sont plus à même d'être retrouvés en phase gazeuse

moléculaire vont se retrouver 

sein de ces deux phases apparaît d'une importance capitale puisqu'elle va conditionner les 

modalités de distribution de ces particules dans notre environnement, ainsi que leur impact sur 

notre santé. Les concentrations moyennes de B[a]P dans l'environnement sont données en 

exemple dans le tableau 1 ci-dessous.

 

Tableau 1. . Concentration ubiquitaire moyenne de benzo[a]pyrène dans les différents 
compartiments de l'environnement (INERIS,

Ces composés bénéficient d'un cycle biogéochimique complexe, et les données qui 

permettraient de préciser leurs modalités de circulation à l'échelle globa

insuffisantes (Ramade, 2007). 

métaboliser les HAP, ces molécules

alimentaire : on a ainsi recensé des facteurs de concentration proche de 1000 pour le 

dans certains réseaux trophiques (

 

Distribution dans l'environnement 

Ces polluants ubiquitaires sont retrouvés dans tous les compartiments de l'environnement. 

Après leur libération dans l'atmosphère, on va ainsi retrouver les HAP sous forme gazeuse et 

, adsorbés sur d'autres particules atmosphériques. En général

possédant au maximum 3 cycles condensés, ont la solubilité et la volatilité les plus élevé

sont plus à même d'être retrouvés en phase gazeuse. A l'inverse, les HAP de haut poids 

 principalement en phase particulaire. La répartition des HAP au 

sein de ces deux phases apparaît d'une importance capitale puisqu'elle va conditionner les 

modalités de distribution de ces particules dans notre environnement, ainsi que leur impact sur 

ns moyennes de B[a]P dans l'environnement sont données en 

dessous. 

Concentration ubiquitaire moyenne de benzo[a]pyrène dans les différents 
compartiments de l'environnement (INERIS, 2006) 

Ces composés bénéficient d'un cycle biogéochimique complexe, et les données qui 

permettraient de préciser leurs modalités de circulation à l'échelle globa

Ramade, 2007). Enfin, malgré la capacité des animaux terrestre

ces molécules peuvent être bioaccumulées au sein de la chaî

alimentaire : on a ainsi recensé des facteurs de concentration proche de 1000 pour le 

dans certains réseaux trophiques (Meador et al., 1995; Ramesh et al., 2004; 
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Ces polluants ubiquitaires sont retrouvés dans tous les compartiments de l'environnement. 

n va ainsi retrouver les HAP sous forme gazeuse et 

En général, les HAP légers, 

é les plus élevées, et 

les HAP de haut poids 

La répartition des HAP au 

sein de ces deux phases apparaît d'une importance capitale puisqu'elle va conditionner les 

modalités de distribution de ces particules dans notre environnement, ainsi que leur impact sur 

ns moyennes de B[a]P dans l'environnement sont données en 

Concentration ubiquitaire moyenne de benzo[a]pyrène dans les différents 

 

Ces composés bénéficient d'un cycle biogéochimique complexe, et les données qui 

permettraient de préciser leurs modalités de circulation à l'échelle globale sont encore 

algré la capacité des animaux terrestres et aquatiques à 

s au sein de la chaîne 

alimentaire : on a ainsi recensé des facteurs de concentration proche de 1000 pour le B[a]P 

, 2004; Ramade, 2007). 
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I-2-5.Voies d'exposition aux HAP 

En raison de la multiplicité des sources d'émission et de leur distribution ubiquitaire, les voies 

d'exposition aux HAP pour l'homme sont multiples. L'homme est généralement exposé à un 

mélange complexe d'hydrocarbures via son environnement. Principalement émis dans 

l'atmosphère, les HAP vont ensuite être soumis à des phénomènes de transport et de 

dispersion qui vont les distribuer dans notre environnement. Les niveaux d'exposition sont 

ainsi fortement dépendant du mode de vie (vie urbaine ou à proximité de grands pôles 

industriels, modes de cuisson privilégiés, chauffage au bois, exposition professionnelle). Pour 

les individus non fumeurs les principales voies d'exposition sont l'alimentation et l'air inhalé, 

particulièrement au sein d'un environnement urbain pollué. Les hydrocarbures peuvent 

pénétrer dans l'organisme par voie digestive, par inhalation et par voie cutanée, même si cette 

dernière est moindre chez l'homme, impliquée dans environ 3% des entrées d'hydrocarbures 

dans l'organisme. L'absorption par les voies digestives et respiratoires est rapide (IARC, 

2010). Les principales voies d'exposition sont détaillées ci-dessous. 

 

 I-2-5 a) L'alimentation  

L'alimentation constitue la voie d'exposition principale aux HAP, avec un apport moyen pour 

le seul B[a]P de l'ordre de 235 ng par jour et par personne. La nourriture peut être contaminée 

par voie environnementale, directement pendant la phase de production mais également lors 

de la transformation industrielle des produits (chauffage, séchage, fumage, torréfaction, 

cuisson à très hautes températures). Enfin, certains modes de cuisson favorisent la formation 

des hydrocarbures. C'est le cas notamment de la cuisson au barbecue où le contact direct avec 

les flammes favorise leur production. Les recommandations de l'EFSA (2008) auprès du 

grand public visent donc à privilégier des temps de cuissons plus importants, mais à de plus 

faibles températures, afin de minimiser leur formation. De même, il est fortement suggéré de 

laver et/ou éplucher les fruits et légumes afin d'éliminer au maximum les contaminants 

présents à leur surface. 

 

 

 



 

Tableau 2. Consommation moyenne de différentes 
concentrations associées en hydrocarbures

      PAH = Polycyclic aromatic hydrocarbon

 

Il est important de souligner qu'en raison de la présence quasi

produits alimentaires, les aliments qui exposent le plus la population ne sont pas 

nécessairement ceux présentant la

les aliments quantitativement les plus consommés, 

Enfin, l'individu est également exposé 

en moyenne 1 ng par jour (The EFSA journal, PAH in food, 2008).

 

 I-2-5 b) Le tabagisme

Chez un individu fumeur, la consommation journalière d'un 

20 cigarettes par jour,  va augmenter 

d'environ 105 ng par jour pour le seul B[a]P.

laquelle la quantité de B[a]P 

exposées ou non à la fumée de cigarettes

(Neal et al., 2008). Il a ainsi été 

entre 0,28 et 1,46 nM) pour des femmes non fumeuses

présentaient des niveaux nettement supérieurs

nM). Les femmes exposées par le biais d'un tabagisme passif présentaient 

niveau d'exposition intermédiaire, mais néanmoins quasiment doublé par rapport aux niveaux 

détectés dans la population témoin, avec une valeur 

ng.mL-1 (soit entre 1,07 et 2,09 nM)

Consommation moyenne de différentes classes d'aliments et leurs 
concentrations associées en hydrocarbures (The EFSA journal, PAH in food, 2008).

 

PAH = Polycyclic aromatic hydrocarbon 

l est important de souligner qu'en raison de la présence quasi-ubiquitaire des HAP dans les 

produits alimentaires, les aliments qui exposent le plus la population ne sont pas 

irement ceux présentant la concentration la plus élevée d'hydrocarbures, mais plutôt 

itativement les plus consommés, en premier lieu les céréales

Enfin, l'individu est également exposé à de faibles doses d'hydrocarbures via l'eau de boisson, 

jour (The EFSA journal, PAH in food, 2008). 

Le tabagisme 

Chez un individu fumeur, la consommation journalière d'un paquet de cigarettes, soit environ 

va augmenter considérablement l'apport global en HAP

d'environ 105 ng par jour pour le seul B[a]P. Une analyse épidémiologique

la quantité de B[a]P a été mesurée dans le sérum sur des cohortes de femmes 

exposées ou non à la fumée de cigarettes, a permis de compléter les données d'exposition 

, 2008). Il a ainsi été recensé des valeurs de l'ordre de 0,22 ± 0,

pour des femmes non fumeuses, tandis que des fumeuses régulières 

nettement supérieurs de 0,98 ± 0,56 ng.mL-1 (soit entre 1,67 et 6,2 

. Les femmes exposées par le biais d'un tabagisme passif présentaient 

'exposition intermédiaire, mais néanmoins quasiment doublé par rapport aux niveaux 

détectés dans la population témoin, avec une valeur moyenne aux alentours de

(soit entre 1,07 et 2,09 nM).  
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classes d'aliments et leurs 
(The EFSA journal, PAH in food, 2008). 

 

ubiquitaire des HAP dans les 

produits alimentaires, les aliments qui exposent le plus la population ne sont pas 

d'hydrocarbures, mais plutôt 

en premier lieu les céréales (Tableau 2). 

rocarbures via l'eau de boisson, 

paquet de cigarettes, soit environ 

considérablement l'apport global en HAP, avec un apport 

Une analyse épidémiologique, au cours de 

dans le sérum sur des cohortes de femmes 

permis de compléter les données d'exposition 

0,22 ± 0,15 ng.mL-1 (soit 

fumeuses régulières 

(soit entre 1,67 et 6,2 

. Les femmes exposées par le biais d'un tabagisme passif présentaient quant à elles un 

'exposition intermédiaire, mais néanmoins quasiment doublé par rapport aux niveaux 

moyenne aux alentours de 0,40 ± 0,13 
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 I-2-5 c) La pollution atmosphérique 

La quantité de HAP dans l'atmosphère est très variable en fonction de la zone géographique 

considérée. Parmi les principaux secteurs incriminés, on distingue principalement des 

émissions liées à l'industrie, au chauffage domestique et au transport. Toutes les activités 

pratiquant la pyrolyse de matières organiques sont concernées. En France, en 2000, le rejet 

total d'hydrocarbures dans l'environnement a été estimé à plus de 320 tonnes (CITEPA, 2000). 

Le chauffage domestique (fuel, gaz, bois et charbon) constitue la principale voie d'émission 

de HAP dans l'atmosphère avec environ 46% du rejet total. Il faut souligner ici que cette 

modalité de production de HAP a en plus la particularité d'être saisonnière; près de la moitié 

du rejet total d'hydrocarbures est ainsi réalisée sur une période relativement restreinte 

(Caricchia et al., 1995). La quantité d'hydrocarbures rejetée par le chauffage des foyers est 

donc également très dépendante de la zone géographique, et en particulier du climat, 

augmentant ainsi proportionnellement avec la distance à l'équateur et l'altitude. De même le 

niveau socio-économique dans une zone géographique donnée est également à prendre en 

compte, puisqu'il va être fortement corrélé au mode de chauffage privilégié. 

Les moyens de transport représentent le second contributeur, fonctionnant en très grande 

majorité à l'énergie fossile. Ils sont très impliqués dans l'émission de ces composés organiques 

dans l'environnement, puisqu'ils génèrent à eux seuls plus d'un cinquième des HAP produits 

sur notre territoire. De plus, la plus grande partie de cette pollution est générée en milieu 

urbain et suburbain, et représente de ce fait une part importante des HAP inhalés par la 

population (CITEPA, 2013). 

Les industries métallurgiques (cokeries, hauts fourneaux sidérurgiques, fonderies, etc.), les 

centrales de production d'énergie (centrales thermiques, usines de production de gaz) ainsi 

que les cimenteries contribuent à hauteur de 17,6% à la production globale de HAP en France. 

L'industrie du bois utilise également des mélanges dont la composition est très riche en HAP 

(jusqu'à 85% de leur masse totale) pour assurer la conservation de ses matières premières. Ces 

différentes industries vont ainsi être à l'origine de l'exposition professionnelle aux HAP. Leurs 

employés vont pouvoir être exposés à des doses d'hydrocarbures supérieures d'un facteur 105 

aux valeurs de référence ne dépassant généralement pas le ng.m3.  
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Tableau 3. Voies d'exposition au benzo[a]pyrène pour l'homme en Europe  

(Adapté de The EFSA journal, 2008) 

 

Voies d'exposition  Benzo[a]pyrène (en ng par jour) 

Alimentation  185-255 

Tabagisme (actif/passif) 105/40 

Air inhalé 20 

Eau 0,2-2 

 

Comme en témoignent les données présentées ci-dessus dans le tableau 3 pour le seul 

B[a]P, l'apport moyen en HAP pour l'homme n'est pas négligeable. Les niveaux 

d'exposition, en lien avec les effets délétères de ces molécules sur la santé, et en 

particulier leur capacité à promouvoir le cancer, ainsi que la difficulté à limiter 

l'exposition de la population à ces composés, soulignent l'importance capitale de mener 

des études, afin de mieux caractériser leurs modes d'action. 
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Chapitre II : Contribution des HAP au développement du cancer  

II-1 Généralités  

Le cancer est un problème de santé publique majeur. Cette pathologie se caractérise par une 

prolifération incontrôlée des cellules transformées, et résulte d'un ensemble de mutations 

génomiques, acquises ou induites par divers stress environnementaux. Selon l'OMS, les 

cancers figurent parmi les principales causes de morbidité et de mortalité.  Ainsi, en 2012, on 

estimait le nombre de nouveaux cas à environ 14 millions à l'échelle planétaire, dont environ 

355 000 en France (Institut National du cancer, 2015). Dans le même temps, on dénombrait 

plus de 8 millions de décès liés à cette maladie dans le monde (WCR, IARC, 2014). Le cancer 

du foie fait partie des cancers les plus agressifs et les plus représentés, au troisième rang des 

cancers du point de vue de la mortalité, avec environ 800 000 décès par an au cours de l'année 

2012 (OMS, 2015). Les facteurs de risque liés au mode de vie sont relativement bien connus 

(alcoolisme, tabagisme, obésité, mauvaise pratique alimentaire, manque d'exercice physique, 

pollutions urbaines, utilisation de combustibles solides dans les habitations, etc.). On estime 

ainsi que plus de 30% de la mortalité due au cancer pourraient être évités en ciblant ces 

principaux facteurs. Néanmoins, les prévisions de l'OMS demeurent alarmantes, puisqu'on 

estime que l'incidence de cette pathologie devrait encore croître d'environ 70% au cours des 

deux prochaines décennies. Le nombre de nouveaux cas par an pourrait alors se chiffrer à 22 

millions en 2035. Un grand nombre d'entre eux pourraient être la conséquence d’autres 

facteurs oncogéniques, tels que l’exposition à des cancérogènes de l’environnement. En effet, 

contrairement aux  facteurs associés au mode de vie qui sont relativement bien identifiés, la 

compréhension globale de l'impact de ces composés sur l'incidence des cancers est beaucoup 

plus complexe. De fait, il est très difficile de contrecarrer l'impact de ces composés par de 

simples mesures de prévention, d'autant que l'élimination complète des expositions aux 

cancérogènes environnementaux est techniquement irréalisable. Il est donc primordial de 

caractériser les effets biologiques et toxicologiques de ces molécules, afin d'identifier leur 

contribution à ces pathologies, et ainsi répondre aux attentes en matière de santé publique.  

On distingue trois étapes séquentielles dans la formation d'un cancer : l'initiation, la 

promotion et la progression (cf. Figure 2), qui nous le verront plus loin, sont la cible du B[a]P. 
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II-2 Les différentes étapes de la cancérogenèse 

II-2-1. L'initiation 

La cellule va pouvoir subir des agressions aussi bien endogènes (erreurs de réplication de 

l'ADN, radicaux libres, etc.) qu'exogènes via l'environnement, qui va constituer une source 

importante de stress, auxquels nous sommes exposés en permanence. L'origine de ces stress 

est diverse: exposition aux cancérogènes chimiques (xénobiotiques), aux agents physiques 

(rayonnements) ou encore aux virus oncogènes (Adénovirus); ceci favorisant l'apparition 

d'altérations de l'ADN. Cependant, ces agressions ne conduisent pas systématiquement à des 

altérations génétiques. En effet, de nombreux systèmes de défense permettent aux cellules de 

neutraliser les agents responsables de ces agressions (e.g. systèmes anti-oxydants). 

Cependant, malgré tous ces systèmes de défense, des altérations de l'ADN peuvent survenir. 

La plupart du temps, ces modifications sont détectées puis corrigées par les systèmes de 

réparation de l'ADN. Toutefois, lorsque ces lésions à l'ADN ne sont pas réparées, elles vont 

pouvoir générer des mutations irréversibles, ce processus constituant l'étape d'initiation. La 

nature de la mutation va éventuellement permettre le développement d'une tumeur. Les 

composés initiateurs, capables de promouvoir cette étape, sont qualifiés de génotoxiques. 

II-2-2. La promotion 

Cette seconde étape va permettre la prolifération des cellules pré-néoplasiques sous l'action 

d'un agent promoteur. Ce dernier va ainsi favoriser l'expansion clonale des cellules 

préalablement initiées. Lors de cette étape, l'homéostasie entre prolifération et mort cellulaire 

régnant au sein du tissu va être perturbée. En effet, sous l'impulsion de l'agent promoteur et de 

nouvelles mutations, les cellules pré-néoplasiques vont alors pouvoir contourner les signaux 

qui régulent habituellement leur croissance et leur division, échappant aux processus de mort 

cellulaire programmée, d'où une multiplication anarchique. Ce changement phénotypique va 

ainsi leur conférer un avantage sélectif par rapport aux cellules saines, leur permettant de 

proliférer en dépit d'un environnement encore mal vascularisé (hypoxie, apports insuffisants 

en nutriments, etc.). Lors de cette étape, les cellules pré-néoplasiques ont encore un aspect 

morphologique normal, et sont toujours confinées au sein de la tumeur primitive. A ce stade, 

la tumeur est dite bénigne. Le foie étant l'organe chargé de filtrer et de détoxifier l'organisme, 

il est donc une cible majeure des polluants de l'environnement. Dans cet organe soumit à des 

agressions répétées, la progression des cellules pré-néoplasiques est ainsi facilitée par l'état 
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d'inflammation chronique (Chen et al., 2015), ainsi que par la prolifération compensatoire 

excessive des cellules lors de la régénération hépatique (Qiu et al., 2011; Feng, 2012). 

II-2-2. La progression 

C'est lors de cette troisième étape que la masse néoplasique va se transformer pour acquérir le 

statut de cancer. L'instabilité génomique et chromosomique, modélisée par de nouvelles 

modifications génétiques, va générer des clones cellulaires de plus en plus agressifs, à 

l'origine de la malignité et de l'invasion tumorales. En effet, lors de cette phase, la tumeur, 

structurellement et fonctionnellement non intégrée aux tissus environnants, va stimuler la 

néoangiogenèse pour irriguer le tissu tumoral et former des métastases. La tumeur va alors 

commencer à altérer fortement le fonctionnement du tissu dans lequel elle se développe. Les 

capacités de migration nouvellement acquises vont enfin lui permettre de se disséminer dans 

l'organisme via la circulation sanguine. 

 

Figure 2. Les différentes étapes de la cancérogénèse  

(Adapté de Saw et al., 2010). 

II-3. Spécificités de la cellule cancéreuse 

Le développement d'un cancer est un processus complexe, multifactoriel et séquentiel. Ainsi, 

l'acquisition de caractéristiques physiologiques particulières, en réponse à de nombreuses 

modifications de son statut génétique, va discriminer les cellules cancéreuses des cellules 

saines, leur conférant un avantage sélectif certain. Malgré une très grande hétérogénéité au 
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sein des cancers, Hanahan et Weinberg (2000), avaient proposé dans les années 2000 six 

marqueurs-clés du phénotype cancéreux. Parmi ces signatures caractéristiques favorisant  la 

progression tumorale figuraient une autosuffisance vis-à-vis des facteurs de croissance à 

l'origine d'une prolifération accrue, une perte de sensibilité aux signaux d'arrêt de 

prolifération, une capacité à contourner les défenses immunitaires, la capacité à migrer et à 

former des métastases (invasion des tissus), un potentiel de réplication illimité, la 

néovascularisation des tissus en raison d'un puissant potentiel angiogénique, et enfin une 

survie accrue via leur capacité à échapper à l'apoptose. De nouvelles signatures ont été plus 

récemment intégrées à cette nomenclature (Hanahan & Weinberg, 2011), participant 

activement à la pathogenèse d'un grand nombre de cancers, en particulier la capacité du tissu 

cancéreux à éviter sa destruction par le système immunitaire, et la dérégulation du 

métabolisme énergétique. L'ensemble de ces marqueurs du phénotype cancéreux sont 

représentés schématiquement sur la figure 3 ci-dessous. 

 

 

Figure 3. Caractéristiques physiologiques acquises par les cellules au cours de la 
cancérogenèse (d'après Hanahan et Weindberg, 2011). 

 

Enfin, deux autres caractéristiques connues pour faciliter l'apparition de toutes ces 

modifications ont été suggérées: l'instabilité génomique qui génère de la diversité génétique et 
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favorise ainsi l'acquisition de nouveaux traits phénotypiques; le maintien de l'inflammation au 

sein du microenvironnement tumoral qui peut permettre d'alimenter la tumeur via la libération 

de certaines molécules actives (facteurs de croissances, facteurs angiogéniques, protéases 

etc.), favorisant par ce biais l'apparition de ces nouvelles capacités. Ce contexte inflammatoire 

est aussi connu pour amplifier l'instabilité génétique au sein du microenvironnement tumoral 

(Colotta et al., 2009). 

II-4. Rôle du métabolisme des HAP  dans leur cancérogénicité  

Le caractère très lipophile des HAP favorise grandement le passage de la membrane 

cellulaire, et assure la distribution de ces xénobiotiques dans tout l'organisme, principalement 

au niveau de l'intestin, des poumons et de la peau (Foth, 1988). Cependant, ils vont être en 

partie métabolisés au niveau hépatique, principal organe cible, où ils vont être biotransformés 

en intermédiaires réactifs, et ainsi acquérir des propriétés électrophiles à l'origine de leurs 

effets toxiques (Miller & Ramos, 2001). L'activation métabolique des HAP est donc un pré-

requis à leur effets délétères. Paradoxalement, l'intérêt principal de cette biotransformation est 

d'exercer la fonction de détoxication du foie, afin de faciliter l'excrétion de ces molécules 

hautement hydrophobes, et qui ont tendance à s'accumuler dans le tissu adipeux. Ce processus 

de biotransformation moléculaire se déroule en 3 étapes : la phase I ou phase de 

fonctionnalisation, suivie de la phase II ou phase de conjugaison, et enfin la phase III, dite de 

transport. 

II-4-1. Phase I : Fonctionnalisation 

Cette première étape est médiée par les enzymes de phase I dont les mono-oxygénases à 

cytochromes P450 (CYP), les époxydes réductases et les hydrolases. Elle consiste en l'ajout 

d'un groupement polaire sur le squelette carboné des hydrocarbures. Cette réaction va ainsi 

rendre les HAP plus hydrophiles, afin de faciliter leur excrétion. C'est lors de cette phase que 

le B[a]P va être métabolisé en métabolites stables, principalement sous la forme de BPDE 

(B[a]P-7,8-dihydrodiol-9,10-époxyde). La formation de ces composés diols époxydes, très 

réactifs, est en grande partie responsable des effets cancérogènes du B[a]P (Anderson, 2005). 

Cependant, les HAP ne sont pas seulement substrats des CYP. Ils régulent également 

positivement l'expression de ces enzymes de détoxication via leur capacité à activer le 

récepteur Ah (Baird et al., 2005). En effet, l'implication du RAh dans la régulation de 
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l'expression de certaines enzymes clés du métabolisme des xénobiotiques est maintenant très 

bien établie (Barouki et al., 2012). Il régule notamment l'expression de certaines isoformes de 

CYPs telles que le CYP1A, 1B ou 1C,  mais il est aussi connu pour moduler l'expression de 

certaines enzymes de phase II comme les aldo-kéto réductases, les glucuronyltransférases et 

les glutathion-S-transférases. 

II-4-2. Phase II : Conjugaison 

Au terme de la phase I, beaucoup de composés n'ont pas encore atteint un degré suffisant 

d'hydrosolubilité pour permettre leur élimination par l'organisme. Cette étape vise donc à les 

conjuguer avec des groupements endogènes polaires afin de réduire encore leur niveau 

d'hydrophobicité. Ainsi, les glutathion S-tranférases (GST), les UDP-glucuronyl transférases 

(UGT), ou encore les sulfotransférases (ST) vont permettre de les conjuguer respectivement à 

des groupements glutathion, acide glucuronique, ou enfin des groupements sulfates (Shimada, 

2006). L'ajout de ces groupements très hydrosolubles va favoriser l'élimination de ces 

toxiques via l'urine et/ou la bile lors de la phase III.  

II-4-3. Phase III : Transport et élimination 

Les hydrocarbures ayant consécutivement été pris en charge lors des deux phases précédentes 

vont alors être éliminés au cours de cette troisième et ultime phase. 

La conjugaison des composés lors de la phase II permettra un adressage efficace des 

conjugués via des transporteurs membranaires spécifiques tels que les Multi Drug Resistance 

protein (MRP) ou les P-glycoprotéines (P-gp). Outre son implication dans le métabolisme, le 

foie va alors également contribuer à l'élimination des xénobiotiques hors de l'organisme via le 

système biliaire. Cependant, ce processus ne conduit généralement pas à une élimination 

totale, puisque les composés vont une nouvelle fois transiter par la lumière intestinale, et vont 

potentiellement pouvoir être réabsorbés au cours du cycle entéro-hépatique. La majeure partie 

(environ 75%) va toutefois être rejetée dans les fèces avec la fraction non assimilable des 

nutriments. 



 

II-5. Génotoxicité des HAP 

Malgré leurs apparentes similitude

variable, et tous les HAP ne sont pas 

fixation des hydrocarbures sur les acides nucléiques, en particulier d

hautement réactifs (cf. Figure 4 pour le BPDE, métabolite du B[a]P)

initiateur de cancer par ces composés

al., 1981; Gelboin, 1980).  

 

Figure 

 

L'activation métabolique de nombreux HAP par les voies de détoxication va donc 

potentialiser leur cancérogénicité

préférentiellement impliqués dans

Fujii-Kuriyama, 2004). Concernant le B

voie des diol-époxydes, voie des O

benzyliques, cette dernière étant minoritaire (Stansbury

sont détaillées dans la figure 5 ci

 

Malgré leurs apparentes similitudes structurales, le potentiel cancérogène des HAP est très 

variable, et tous les HAP ne sont pas cancérogènes. La voie génotoxique, modélisée par la 

fixation des hydrocarbures sur les acides nucléiques, en particulier de leurs métabolites 

(cf. Figure 4 pour le BPDE, métabolite du B[a]P), constitue le mécanisme 

ces composés (Sims et al., 1974; Huberman et al.,

 

Figure 4. Fixation du BPDE à l'ADN 

L'activation métabolique de nombreux HAP par les voies de détoxication va donc 

cancérogénicité. Les cytochromes P450 1A1, 1A2 et 1B1 sont 

préférentiellement impliqués dans leur bioactivation (Pelkonen & Nebert, 1982; Shimada &

Concernant le B[a]P, les voies d'activation sont au nombre

époxydes, voie des O-quinones, voie du radical cation, et voie des est

étant minoritaire (Stansbury et al., 1994).  Ces voies d'activation 

la figure 5 ci-dessous. 
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structurales, le potentiel cancérogène des HAP est très 

gènes. La voie génotoxique, modélisée par la 

e leurs métabolites 

, constitue le mécanisme 

, 1976; Stampfer et 

L'activation métabolique de nombreux HAP par les voies de détoxication va donc 

Les cytochromes P450 1A1, 1A2 et 1B1 sont 

leur bioactivation (Pelkonen & Nebert, 1982; Shimada & 

ation sont au nombre de quatre: 

quinones, voie du radical cation, et voie des esters 

Ces voies d'activation 
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Figure 5. Les trois principales voies d'activation métaboliques des HAP 

(Wessel, 2010) 

 

Un cancérogène peut participer à une ou plusieurs phases de la cancérogénèse (Barrett, 1993). 

Le B[a]P, quant à lui, est considéré comme un cancérogène complet, puisqu'il va participer à 

la fois aux phases d'initiation, de promotion et de progression. Sa génotoxicité va 

principalement être due à sa transformation séquentielle en B[a]P-7,8-époxyde par les CYP, 

puis en B[a]P-7,8-diol par une époxyde hydrolase, avant de subir sa transformation finale en 

B[a]P-7,8-diol-9,10-époxyde (BPDE), réaction à nouveau catalysée par les CYP (Conney, 

1982). La particularité de ces groupements diol-époxyde va être de pouvoir établir des 

liaisons covalentes, ciblant préférentiellement les bases puriques de l'ADN (adénine et 

guanine). L'encombrement stérique provoqué par ces adduits va notamment perturber les 

processus de transcription et/ou de réparation de l'ADN, en altérant sa configuration spatiale 

(Scicchitano, 2005). Contrairement aux adduits stables, préalablement décrits, qui vont rester 

solidement ancrés à l'ADN à moins d'être pris en charge par les systèmes de réparation, les 

adduits dépurinés vont fragiliser la double hélice d'ADN. De la cassure de la liaison N-

glycosidique, va ainsi résulter la perte complète du nucléotide. Ces sites, laissés vacants, vont 

alors être qualifiés de sites abasiques. En l'absence de réparation, ceux-ci vont constituer de 
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véritables points de rupture, et vont pouvoir favoriser l'apparition de cassures simple brin. Ils 

vont également être problématiques lors de la réplication, puisque n'importe quelle base 

pourra se substituer à l'ancienne (Obeid, 2010). Par ces processus, les mécanismes de 

dépurination de l'ADN favorisent grandement l'initiation de cancers (Cavalieri et al., 2012). 

En outre, ces adduits vont préférentiellement lier certaines séquences spécifiques, présentant 

plus d'affinité pour ces derniers, créant de véritables "patterns" de mutations. Les séquences 

présentant le plus fréquemment des mutations ne seraient d'ailleurs pas forcément celles 

exposées à la plus grande quantité d'adduits. Certaines d'entre elles seraient en effet plus 

difficilement à même d'être prises en charge par les mécanismes de réparations de l'ADN 

(Dipple et al., 1999). C'est le cas par exemple de la protéine suppresseur de tumeur p53, pour 

laquelle on retrouve des motifs de mutations caractéristiques sous l'effet des HAP (Rodin & 

Rodin, 2005).  La présence de ces adduits à l'ADN pourrait donc être considérée comme un 

biomarqueur pertinent pour évaluer l'exposition humaine aux hydrocarbures (Ken-Dror, 

2005). Elle serait susceptible d'identifier l'origine de certains cancers, en identifiant une 

éventuelle composante environnementale au cours des études épidémiologiques (Phillips, 

2005). La structure moléculaire des hydrocarbures les plus cancérogènes contient 

généralement des régions "Bay" ou "Fjord" (Figure 6). Ces spécificités structurales 

favoriseraient leur bioactivation par les époxydes hydrolases mais potentialiseraient aussi les 

interactions avec les bases nucléiques. 

 

 

Figure 6. Exemples de régions Bay et Fjord (D'après Jarvis et al., 2014). 

 

La capacité des métabolites du B[a]P à induire des mutations va donc être déterminante dans 

le développement des cancers. En effet, c'est par ce biais que ces composés vont peser sur la 

signalisation cellulaire en activant des oncogènes comme Ras ou c-myc, ou au contraire, en 

inhibant l'expression de gènes supposés contrecarrer le développement de tumeurs comme 
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p53 (Baird, 2005). De plus, des résultats récents montrent qu'en situation hypoxique, le 

métabolisme du B[a]P est modifié, avec une bioactivation accrue (Schults, 2014).  

Parallèlement à la production des métabolites hautement réactifs détaillée précédemment, le 

métabolisme du B[a]P et de ses métabolistes par les cytochromes va intrinsèquement conduire 

à un stress supplémentaire via la production d'espèces réactives de l'oxygène (ERO). Si ces 

espèces pro-oxydantes telles que l'anion superoxyde (O2•-), le radical hydroxyle (•OH) ou 

encore le péroxyde d'hydrogène (H2O2) ne sont pas neutralisés par les systèmes de défense 

antioxydants, elles vont pouvoir être à l'origine de dommages oxydatifs. Ces altérations vont 

pouvoir cibler les acides nucléiques, et les protéines, mais vont aussi promouvoir la 

peroxydation lipidique.  

II-6. Modulation de la balance survie/apoptose par les HAP 

Parallèlement à leurs effets initiateurs, les HAP sont également connus pour induire une forte 

toxicité, susceptible de jouer un rôle important dans la cancérogénèse; en effet, celle-ci 

ciblerait préférentiellement les cellules normales, d'où une prolifération compensatoire des 

cellules pré-néoplasiques résistantes à l'apoptose (Qiu, 2011). Cette toxicité est également liée 

à la bioactivation des HAP par les CYP. Le type de mort cellulaire le plus fréquemment  mis 

en jeu dans le cadre des études sur ces agents chimiques reste sans conteste l'apoptose (Chen 

et al., 2003; Ko et al., 2004), même si d'autres types de mort cellulaire ont été décrits tels que 

la nécrose (Lin & Yang, 2008; Jiang et al., 2011). Enfin, en plus de ces signaux délétères, 

contribuant eux aussi au développement tumoral, ces composés sont aussi capables de 

promouvoir la survie et la prolifération des cellules. Au vu de la multitude de processus 

biologiques impactés par les HAP (Figure 7),  les signaux à même de déséquilibrer la balance 

survie/apoptose sont multiples.  

 



Page 45 sur 328 

 

 

Figure 7. Aperçu des principaux processus cellulaires altérés par le B[a]P  

(D'après Kalkhof et al., 2015) 

II-6-1. Voies de mort cellulaire induites par le B[a]P 

Les travaux antérieurs du laboratoire ont permis de caractériser les processus de mort 

cellulaire mis en jeu dans les cellules épithéliales hépatiques de rat F258 exposées au B[a]P 

(Figure 8). Deux voies majoritaires ont ainsi été identifiées. La première implique la 

phosphorylation de p53 et est la conséquence directe  du métabolisme du B[a]P par les CYP, 

impliquant  la production de métabolites hautement réactifs du B[a]P, comme le BPDE, à 

l'origine de dommages à l’ADN (Huc et al., 2006; Holme et al., 2007). La seconde repose sur 

l'activation de l'échangeur Na+/H+ 1 (NHE1). Cette activation de NHE1 requiert un 

remodelage des radeaux lipidiques résultant de l'inhibition de l'expression de l'HMGCoA 

réductase, enzyme clé du métabolisme du cholestérol, par le RAh et les ERO (Figure 8). Ce 

remodelage membranaire permettrait alors d'activer NHE1, en entraînant sa relocalisation des 

radeaux lipidiques vers les zones plus fluides de la membrane (Tekpli et al., 2010, 2012). Les 

voies p53 et NHE1 convergeraient ensuite vers une même cible, favorisant ainsi la 

phosphorylation de GSK3α, et consécutivement une diminution de l'expression de c-myc 

(Dendelé et al., 2012). La diminution du niveau d'expression de c-myc interviendrait dans la 
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relocalisation de l’hexokinase II de la mitochondrie vers le cytoplasme (Huc et al., 2007). Les 

dysfonctionnements mitochondriaux résultant de cette relocalisation se traduiraient par une 

production accrue d’anion superoxyde, et une acidification secondaire tardive du cytosol. 

Enfin, ces altérations de la mitochondrie seraient associées à la translocation au noyau de 

l'EndoG (Endonucléase G), et à l’activation des caspases effectrices (Huc et al., 2006). 

Il est à noter que, dans les cellules F258, l'activation des caspases effectrices se fait 

indépendamment des caspases initiatrices ou des cathepsines, faisant intervenir un dialogue 

entre mitochondries et lysosomes; celui-ci aboutit au relargage de la lactoferrine, qui possède 

également une activité protéasique (Gorria et al., 2008). Une voie indépendante des caspases, 

basée sur l'activation de la LEI-DNase II, a également été observée (Huc et al., 2006). 

De façon intéressante, l'apoptose observée dans cette lignée sous l'effet du B[a]P, n'induit pas 

de libération du cytochrome c, ni aucune relocalisation de la protéine pro-apoptotique Bax 

(Holme et al., 2007), permettant d'envisager d'autres modifications du métabolisme 

mitochondrial. 

 

 

Figure 8. Schéma récapitulatif des voies de signalisation impliquées dans l'apoptose 

induite par le B[a]P dans les cellues F258 
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La toxicité du B[a]P a été observée dans de nombreux autres modèles cellulaires, et en 

particulier dans divers modèles de cellules hépatiques, aussi bien in vitro (Chen et al., 2003; 

Ko et al., 2004; Solhaug et al., 2004), qu'in vivo chez le rat (Michurina et al., 2014). 

Indépendamment du modèle cellulaire, la voie intrinsèque de l'apoptose (cf. Figure 9) semble 

prépondérante parmi les types de mort induits par le B[a]P (Chen et al., 2003; Ko et al., 

2004). Bien que la voie intrinsèque soit la plus fréquemment décrite comme processus de 

mort cellulaire induit par le B[a]P, quelques rares études ont également identifiée que le B[a]P 

pouvait également être à l'origine de l'exécution de la voie extrinsèque (Stolpmann et al., 

2012). 

 

 

Figure 9. Voies intrinsèque et extrinsèque de l'apoptose (D'après Galluzi L et al., Nat 
Rev Neurosci, 2009). 

 

Cependant, la toxicité du B[a]P pourrait également s'exercer par d'autres types de mort 

cellulaire. En effet, une mort par nécrose (Lin & Yang, 2008; Jiang et al., 2011), ou par 

nécroptose (Jiang et al., 2013) a également été décrite. La toxicité due au B[a]P, en agressant 

Cell death signals
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régulièrement le tissu hépatique, pourrait promouvoir une mort cellulaire chronique des 

cellules hépatiques. Celle-ci et pourrait alors largement contribuer aux effets cancérogènes du 

B[a]P, en favorisant la  prolifération compensatoire de cellules néoplasiques, résistantes à 

l’apoptose (Gatenby et al., 2006; Jost & Kaufmann, 2010; Weber et al., 2010; Qiu et al., 

2011; Feng, 2012). La capacité du B[a]P à promouvoir la mort cellulaire a été très largement 

étudiée. Cependant au-delà de ses effets toxiques, cet hydrocarbure est également connu pour 

induire une signalisation anti-apoptotique ou des signaux de survie (Hung et al., 2007; 

Ferecatu I et al., 2010). Ces signaux, en favorisant la survie des cellules et en leur octroyant 

une capacité d'échappement vis-à-vis de la mort cellulaire programmée,  pourraient largement 

contribuer au développement tumoral (Teranishi et al., 2010). 

II-6-2. Signaux de survie associés à l'exposition au B[a]P  

Différents signaux de survie induits par le B[a]P ont été identifiés, en particulier dans les 

cellules hépatiques, et ce, parallèlement aux signaux pro-apoptotiques (Holme et al., 2007). 

En effet, bien qu'induisant l'apoptose dans la lignée d'hépatome murin Hepa1c1c7, ce 

cancérogène est également responsable, dès 30 min d'exposition, d'une diminution de 

l'expression de la protéine pro-apoptotique Bad (Bcl-2-associated Agonist of cell Death), ainsi 

que d'une augmentation de son niveau de phosphorylation sur les sérines 112 et 155 (Solhaug 

et al., 2004). Or, le maintien de la phosphorylation de Bad évite son hétérodimérisation avec 

Bcl-XL ou Bcl-2, empêchant ainsi l'activation du mécanisme effecteur apoptotique 

(Downward, 1999). D' autres travaux ont également démontré in vivo chez le rat qu'un apport 

en B[a]P de l'ordre de 60 mg.kg-1 avait pour effet de fortement augmenter le contenu de la 

protéine anti-apoptotique Bcl-2 au niveau hépatique, inhibant l'exécution de la mort cellulaire 

(Michurina et al., 2014). Il est généralement admis que des facteurs de survie induisent 

l'activation de kinases spécifiques à l'origine d'une signalisation anti-apoptotique, par exemple 

en ciblant l'activité de Bad (Harada et al., 2001; Jin et al., 2004). C'est le cas notamment de la 

kinase Akt, dont l'activation par le B[a]P a été mise en évidence dans les cellules Hepa1c1c7 

(Solhaug et al., 2004). D'autre part, la MAPK JNK1 (c-Jun-terminal Kinase 1)  est également 

connue pour contrôler le niveau de phosphorylation de Bad au niveau de sa thréonine 201 (Yu 

et al., 2004). Or, il a été montré, dans un modèle de fibroblastes pulmonaires humains, que 

l'activation de JNK par le B[a]P était responsable d'une accélération de la progression du 

cycle cellulaire, à l'origine d'une prolifération et d'une survie accrue (Du et al., 2006). Par 

ailleurs, il est intéressant de noter ici que la phosphorylation de Bad sur la thréonine 201 par 
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JNK1 pourrait promouvoir la glycolyse via l'activation de la PFK-1 (phosphofructokinase-1) 

dans la lignée murine de cellules souches hématopoïétiques FL5.12 dépendante à l'IL-3, et 

issue du foie fœtal. Ainsi, en plus de l'inhibition de la fonction pro-apoptotique de Bad, le 

contrôle du niveau de phosphorylation de Bad sur la Thr-201 par JNK1 pourrait favoriser la 

survie des cellules en agissant sur la glycolyse (Deng et al., 2008). Cependant, ceci reste à 

démontrer pour le B[a]P. La voie de signalisation PI3K/Akt est également impliquée dans 

l'activation de JNK1 dans la lignée cellulaire épidermique murine JB6 C141 exposées, non 

pas directement au B[a]P, mais à son principal métabolite, le BPDE. Dans ce modèle 

cellulaire, les auteurs proposent d'ailleurs que la transactivation du facteur de transcription 

AP-1 par ce métabolite via la voie PI3K/Akt/JNK, pourrait contribuer aux phases de 

promotion et de progression tumorale (Li et al., 2004). Cette activation de la voie de 

signalisation Akt par le B[a]P a également été rapportée dans la lignée mammaire MCF-10A. 

Dans ce modèle, le BPDE active Akt via une augmentation de la concentration cytosolique en 

Ca2+. La Pyk2 (protein tyrosine kinase 2 beta), activée par le calcium, aboutit à l'activation 

d'Akt via l'EGFR, atténuant de ce fait la toxicité de ce métabolite du B[a]P (Burdick et al., 

2006). Un type de réponse analogue, faisant intervenir l'EGFR, a également été caractérisé 

dans la lignée de cellules épithéliales alvéolaires humaines A549, issue d'un adénocarcinome, 

et traitée au B[a]P. Dans ce cas, l'activation de l'EGFR entraine non seulement la 

phosphorylation d'Akt, mais aussi et des protéines kinases ERK1/2 (Extracellular signal-

Regulated Kinases), amplifiant alors la prolifération de ces cellules cancéreuses en 

contribuant à l'atténuation du signal apoptotique (Kometani et al., 2009). Un effet du B[a]P 

sur la concentration intracellulaire en Ca2+ [Ca2+] i  a également été démontré dans la lignée 

endothéliale microvasculaire humaine HMEC-1 (Mayati et al., 2012). Dans ce modèle, la 

fixation du B[a]P sur le récepteur β2-adrénergique entraine une augmentation de la [Ca2+] i via 

l'activation de la voie de signalisation protéine G/adénylate cyclase/AMPc/Epac-1/IP(3) 

(Mayati et al., 2012). De façon intéressante, indépendamment d'une exposition au B[a]P, il a 

été démontré qu'une augmentation du pool d'AMPc, en activant la PKA (cAMP-dependant 

protein kinase A), peut catalyser la phosphorylation de Bad sur ses sérines 112 et 155 

(Lizcano et al., 2000),  la phosphorylation de la sérine 155 étant reliée à la survie cellulaire 

(Virdee et al., 2000; Tan et al., 2000). Un tel mécanisme pourrait donc être aussi impliqué 

dans les effets du B[a]P.  

Par ailleurs, le B[a]P agit sur la communication intercellulaire via les jonctions gap, soit en la 

favorisant (Tekpli et al., 2010b), soit en l'inhibant (Lee et al., 2015), avec des conséquences 
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en termes de survie cellulaire. La localisation membranaire ou la phosphorylation de la 

connexine 43 serait alors respectivement déterminante. Enfin, l'augmentation du niveau 

d'expression de la protéine RIP1 (Receptor-Interacting Protein 1), dans des cellules 

épithéliales bronchiques humaines (HBECs) exposées au BPDE, constituerait également un 

signal de survie, jouant le rôle de promoteur tumoral, et susceptible de promouvoir 

l'acquisition d'un  phénotype cancéreux malin. Dans ce cas, la protection conférée par la 

surexpression de RIP1 permettrait notamment aux cellules initiées d'être moins sensibles au 

stress oxydant, principale cause de la cytotoxicité dans ce modèle cellulaire (Wang et al., 

2013).  

II-7 Effets du B[a]P sur la phase de progression tumorale 

II-7-1 Transition épthélio-mésenchymateuse (EMT) 

Très peu d'études se sont attelées à étudier un éventuel effet du B[a]P dans la transition 

épithélio-mésenchymateuse. Cependant, le profil d'expression génique de la lignée cancéreuse 

bronchio-alvéolaire A549 exposée au B[a]P, a montré que de nombreux gènes impliqués dans 

la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT), à savoir la vimentine, le TGF-β1, Snail etc., 

étaient positivement régulés dans ces conditions (Yoshino et al., 2007). Une forte induction 

de la vimentine par le B[a]P a par ailleurs été confirmée dans la lignée monocytaire 

leucémique humaine THP-1 (Kim et al., 2014). Il est à noter qu'un autre hydrocarbure, le 3-

methylcholanthrene induit également l'EMT dans les lignées hépatiques murines BNL CL.2 et 

BNL 1ME A 7R.1 (Oh et al., 2014). Ba et ses collaborateurs (2015) ont très récemment 

montré que l'augmentation du potentiel métastatique de deux modèles d'hépatocarcinomes 

humains exposés au B[a]P serait liée à la survenue d'une transition EMT. La mise en place de 

ce processus ferait intervenir l'activation transcriptionnelle de l'inducteur d'EMT snail, en 

réponse à l'activation de la voie NFκB par le B[a]P. L'activation transcriptionnelle de snail 

conduirait par la suite à une modulation de l'expression des protéines effectrices de l'EMT (Ba 

et al., 2015). 

II-7-2. Processus de migration et d'invasion cellulaires 

Parallèlement à ses effets sur la prolifération cellulaire (Khan & Anderson, 2001; Rodin & 

Rodin, 2005), le B[a]P stimule également les processus de migration et d'invasion. Les 
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métastases constituent la dernière étape de la progression néoplasique et reste le premier 

facteur de mortalité pour les patients atteints d'hépatocarcinomes (Wang et al., 2008). La 

contribution des facteurs environnementaux dans ce processus est mal connue et constitue une 

priorité en termes de santé publique (Farazi & DePinho, 2006; Uka et al., 2007).  

L'activation de la voie des MAPK sous l'effet du B[a]P semble généralement la cause de ces 

processus. Song et ses collaborateurs ont notamment mis en évidence que l'activation de la 

voie p38 MAPK sous l'effet d'une production d'ERO favorisait la migration de la lignée 

d'hépatocarcinome humain HepG2 (Song et al., 2011). Le B[a]P a également la capacité de 

promouvoir la migration et l'invasion des cellules de la lignée mammaire MDA-MB-231. 

Dans ce modèle, la promotion de la migration nécessite l'activation de nombreux partenaires 

protéiques dont les LOX (LipOXygénases),  Src (proto-oncogene non recepteur tyrosine 

kinase), ERK2 mais aussi FAK (Focal Adhesion Kinase) (Castillo-Sanchez et al., 2013). Le 

B[a]P favoriserait également la migration des cellules cancéreuses mammaires, en activant la 

voie de signalisation ERO-ERK-MMP9 (Guo et al., 2015).  

Aucune publication n'a pour le moment établi clairement que les effets du B[a]P sur les 

processus de migration et d'invasion reposaient sur l'activation du récepteur Ah. Cependant de 

tels effets ont été rapportés consécutivement à l'activation de ce récepteur par la TCDD, fort 

ligand du RAh. Ces effets, résultant de l'activation du RAh,  faisaient notamment intervenir 

l'axe Nedd9/Hef1/Cas-L à l'origine de l'activation de JNK, mais impliquaient également des 

perturbations de la signalisation du TGFβ, en lien avec l'EMT (Bui et al., 2009; Barouki & 

Coumoul, 2010). 

Un effet du B[a]P sur les MMP (métalloprotéases matricielles), impliquées dans les processus 

de migration cellulaire, avait déjà été identifié dans un modèle de cellules musculaires lisses 

vasculaires de rat (Meng et al., 2009).  Enfin , une étude très récente a évalué les effets à plus 

long terme de faibles doses de B[a]P, allant de 0,01 à 100 nM, in vitro sur les lignées 

d'hépatocarcinomes humains SMMC-7721 et BEL-7404 (Ba et al., 2015). Dans cette étude, le 

potentiel d'invasion et de migration de ces lignées a ensuite été confirmé in vivo sur des souris 

nude. Au total, ces travaux récents ont permis de démontrer que le B[a]P perturbe l'adhérence 

cellulaire, favorisant ainsi le potentiel migratoire et invasif de ces lignées d'hépatocarcinomes. 

Cette étude a également identifié que le B[a]P est capable de stimuler l'angiogénèse. Ces 

effets ont été reliés à l'activation de la voie NFκB, même si les auteurs ne sont pas parvenus à 

identifier les modalités d'activation de cette voie de signalisation par le B[a]P. L'exposition au 
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B[a]P constituerait ainsi un facteur de mauvais pronostique pour les patients atteints de CHC 

(Ba et al., 2015).  

 

En résumé, en générant d'une part des signaux de survie, mais également en provoquant 

la mort cellulaire des cellules dans le foie, le B[a]P contribuerait activement à la phase 

de progression tumorale. Les données obtenues par notre équipe dans la lignée F258, 

ainsi que celles présentées dans ce chapitre semblent suggérer qu'une des cibles 

principales du B[a]P est la mitochondrie, siège du métabolisme énergétique.  
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Chapitre III : La mitochondrie et le métabolisme énergétique 

 

De nombreux facteurs qui étaient initialement caractérisés comme des régulateurs de la mort 

cellulaire sont maintenant connus pour interagir physiquement, ou fonctionnellement, avec 

des enzymes du métabolisme mitochondrial. Ceci suggère l'existence de points de contrôle 

métabolique qui détermineraient le devenir des cellules. Ainsi, l'altération des fonctions clés 

de la mitochondrie, pourrait déterminer si les cellules réagissent au stress de manière 

adaptative, en prônant la survie, ou au contraire de manière suicidaire, en favorisant 

l'exécution de la mort cellulaire (Green et al., 2014). 

III-1. La mitochondrie 

III-1-1. Morphologie  

Les mitochondries sont de taille et de forme très variables (cf. Figure 10) selon leur origine et 

leur état métabolique. Ces organites font en moyenne 1 µM de long pour un diamètre 

avoisinant les 0,5 µM.   

 

Figure 10. La morphologie mitochondriale est très variable  

(d'après Kohler et al., 2009). 

 

On estime que chaque cellule contient entre 1000 et 3000 mitochondries. Cependant, La 

forme, le nombre et la distribution cellulaire des mitochondries au sein des cellules sont 

susceptibles de varier, en fonction du type cellulaire, du stade de développement, mais aussi 
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en fonction de l'activité de l'organite. Ainsi, ces paramètres vont être fortement dépendants du 

contexte physiologique dans lequel la mitochondrie évolue: processus de fusion/fission, 

motilité, adhérence, stress. L'environnement cellulaire va ainsi conditionner l'intégration 

structurale et fonctionnelle du réseau mitochondrial au sein des cellules (Jakobs, 2006; 

Lackner, 2013). L'aspect global du réseau mitochondrial est principalement régulé par les 

processus de fusion et fission. Ces phénomènes vont notamment permettre  d'assurer  le 

contrôle qualité des organites en coordonnant le recyclage des entités endommagés par des 

processus autophagiques, comme illustré sur la figure 11 (Twig et al., 2008; Twig & 

Schirihai, 2011). 

 

 

Figure 11. Cycle de vie des mitochondries (Hyde et al., 2010) 

III-1-2. Structure 

D’un point de vue structural, les mitochondries sont constituées de deux membranes dont la 

composition et les fonctions divergent. Celles-ci permettent de délimiter deux compartiments 

distincts : l'espace intermembranaire et la matrice.  

La membrane externe est formée d'une bicouche lipidique de 5 à 7 nm d'épaisseur. Sa 

composition est relativement proche de celle de la membrane plasmique. Sa structure est riche 

en porines, dont le VDAC (Voltage-Dependent Anion Channel). Cette protéine 
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transmembranaire régit les transports passifs puisqu’elle est perméable aux ions ainsi qu’aux 

molécules de masse moléculaire inférieure à 10 kDa (Manuella, 1992; Vyssokikh & Brdiczka, 

2003). 

La membrane interne délimite l’espace matriciel, et est spécialisée dans le transport actif 

puisqu’elle est imperméable aux ions et aux petites molécules. Par conséquent, les seules 

entités à même de la traverser sont celles pour lesquelles il existe un transporteur 

membranaire spécifique. Elle consiste en une bicouche lipidique de 5 à 6 nm d'épaisseur, 

présentant une organisation très différente de la membrane externe. Alors que la membrane 

externe contient environ autant de protéines que de lipides, la membrane interne quant à elle 

peut contenir jusqu'à 80% de protéines. Parmi les 20% de phospholipides restants, les 

cardiolipines représentent environ 1/5ème de la fraction lipidique. Ce lipide va conférer à la 

membrane interne une forte imperméabilité aux protons, mais va aussi permettre de maintenir 

l'orientation de certaines protéines de la chaîne respiratoire au sein de la bicouche lipidique 

(Paradies et al., 2014). Cette membrane est le siège notamment du PTP (Permeability 

Transition Pore) et de l'ATP synthase. Il est à noter que cette synthase jouerait un rôle dans la 

formation du PTP (Giorgio et al., 2013). Enfin, la membrane interne possède  de nombreuses 

navettes et transporteurs spécifiques pour permettre le transport actif des molécules vers la 

matrice malgré la faible fluidité de la membrane. L'ANT (Adénine Nucléotide Translocase) 

permet ainsi la sortie de l'ATP mitochondrial nouvellement synthétisé contre l'entrée de l'ADP 

cytosolique. Sont également présents les cotansporteurs H+/H2PO4
- permettant l'entrée du 

phosphate inorganique Pi nécessaire à la phosphorylation de l'ADP, et la H+/pyruvate 

translocase permettant l'entrée du pyruvate. D'autres transporteurs sont retrouvés comme la 

navette malate/aspartate,  la navette du glycérol-3-phosphate, le transporteur du citrate, ou 

encore l'antiport CACT (carnitine-acylcarnitine translocase) permettant l'entrée de 

l'acylcarnitine essentielle à la β-oxydation des acides gras. On y trouve également des canaux 

ioniques permettant des échanges de sodium, de potassium ou encore de calcium. La 

membrane interne a la particularité de présenter des replis caractéristiques, dirigés vers 

l'intérieur de la mitochondrie, et se prolongeant jusque dans la matrice. Ces crêtes permettent 

d'accroître sensiblement la surface de la membrane interne afin d'optimiser le rendement 

énergétique global de l'organite. Ainsi ces zones sont logiquement très fournies en complexes 

du système OXPHOS comparativement au reste de la membrane interne.  

Chez l'homme, seulement 13 protéines sont encodées par le génome mitochondrial. En outre, 

des analyses protéomiques ont permis d'évaluer son contenu à plus de 1000 protéines 
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(Schmidt et al., 2010). Il en résulte que la quasi-exclusivité des protéines nécessaires au bon 

fonctionnement de l'organite doit être importée (Baker et al., 2007). Les molécules d'un poids 

moléculaire supérieur à 10 kDa vont pouvoir rejoindre des translocases spécifiques, 

regroupées sous le nom de TOM (Translocase of the Outer Membrane), sous réserve qu'elles 

possèdent un signal d'adressage mitochondrial. Des structures analogues au niveau de la 

membrane interne vont permettre le passage des entités vers la matrice, et sont retrouvées 

sous l'appellation TIM (Translocase of the Inner Membrane). Ce système d'importation est 

étroitement lié au statut énergétique de l'organite (Opalińska & Meisinger, 2015), et la 

reprogrammation vers la  glycolyse aérobie est généralement associé à une inhibition de cette 

machinerie d'import protéique. La modalité d'inhibition la plus connue repose sur l'activation 

de la protéine kinase A (PKA), en réponse à une élévation du niveau d'AMPc (Zaman et al., 

2008). Il est aussi à noter que cette activité d'import protéique constitue un indicateur fiable 

du niveau de stress subi par l'organite (Harbauer et al., 2014). 

L'espace intermembranaire mitochondrial est situé entre les membranes externe et interne; il 

présente une composition relativement similaire à celle du cytosol du fait des processus de 

diffusion s'opérant au niveau de la membrane externe. Cet espace est chargé positivement, et a 

comme particularité de présenter une très forte concentration de protons, imputable à l'activité 

de la chaîne respiratoire.  

La matrice mitochondriale présente un aspect granuleux dense et irrégulier. C'est d'ailleurs  

cette propriété qui est à l'origine de l'étymologie du mot mitochondrie, du grec mitos (fil) et 

chondros (granule). C'est le compartiment le plus interne de l'organite. Cet espace contient les 

mitoribosomes, de l'ADN circulaire (ADNmt), des ARN messagers et des ARN de transfert 

ainsi que tous les systèmes enzymatiques impliqués dans les nombreuses voies métaboliques 

s'y déroulant dont le cycle de Krebs et la β-oxydation des acides gras. 

III-1-3. Principales fonctions du métabolisme mitochondrial 

Dès 1948, Albert Lehninger et Eugene Kennedy ont identifié que la mitochondrie était le 

siège du métabolisme oxydatif (appelé phosphorylation oxydative) au sein des cellules 

eucaryotes (Lehninger & Kennedy, 1948). Elles utilisent l’oxygène dissous, entrainant la 

formation de dioxyde de carbone : c’est le phénomène de respiration cellulaire. Cette 

respiration est couplée à la synthèse d’ATP par l'intermédiaire de l’ATP synthase. Ce 

processus sera décrit plus loin dans ce manuscrit. 
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Hormis la respiration cellulaire, la production d’ATP et le renouvellement du potentiel 

réducteur, la mitochondrie exerce des fonctions majeures souvent en relation avec d’autres 

compartiments. En effet, les grandes voies métaboliques ne concernent pas toujours un 

compartiment subcellulaire unique mais permettent l’établissement de relations structurales et 

fonctionnelles étroites entres des compartiments distincts (Hamasaki et al., 2013; Annunziata 

& d'Azzo, 2013; Lamb et al., 2013; Hönscher et al., 2014).  

La mitochondrie est également impliquée dans la régulation de la concentration cytosolique 

en calcium. Cette régulation s’effectue en coopération avec le réticulum endoplasmique. Les 

ions calcium participent au contrôle du métabolisme mitochondrial, en activant plusieurs 

enzymes du cycle de Krebs, et vont de ce fait moduler la production de NAD(P)H et d’ATP 

(Glancy & Balaban, 2012). 

Les mitochondries participent aussi indirectement à la synthèse d’acides aminés. Bien que les 

voies de biosynthèse des acides aminés soient très diverses, elles ont en commun l’utilisation 

d’un squelette carboné provenant des métabolites intermédiaires de la glycolyse ou du cycle 

de Krebs. A titre d’exemple, l’oxaloacétate est un précurseur pour la synthèse de méthionine 

ou de lysine, et l’α-cétoglutarate, un précurseur de la proline.  

Enfin, dans certaines cellules endocrines spécialisées, la matrice mitochondriale est le siège 

des premières étapes de la synthèse des hormones stéroïdes à partir du cholestérol. 

Les mitochondries jouent donc un rôle crucial dans le fonctionnement cellulaire et plus 

globalement de l'organisme, en maintenant très finement l'homéostasie métabolique. Elles 

jouent également un rôle majeur dans l'apoptose, le contrôle des flux calciques, l'homéostasie 

lipidique, la synthèse des stéroïdes, la synthèse de centre Fer-Soufre, la synthèse de l'hème, la 

réponse immunitaire innée, ainsi que dans la signalisation cellulaire. Dès lors, il n'est pas 

surprenant que les dysfonctionnements mitochondriaux soient associés à un grand nombre de 

pathologies dont certaines maladies neurodégénératives (Parkinson et Alzheimer), des 

myopathies, le diabète de type 2 ou même les cancers (Scheibye-Knudsen et al., 2015). 

Comme détaillé tout au long de ce chapitre, les mitochondries sont impliquées dans de 

nombreuses fonctions cellulaires, constituant de véritables "hubs" au sein des voies de 

signalisation, à tel point que ces organites semblent prédisposés à influencer le devenir 

des cellules. De plus, l'incidence des dysfonctionnements mitochondriaux dans le 

développement de pathologies, ainsi que la variété de pathologies associées, confirment, 

s'il en était besoin, l'importance de cette organite dans le bon fonctionnent cellulaire. 
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Néanmoins, parmi ces fonctions essentielles, le métabolisme énergétique occupe une 

place prépondérante, faisant de ces organites de véritables centrales énergétiques au sein 

des cellules eucaryotes.  

III-2. Le métabolisme énergétique  

III-2-1. Généralités 

Le métabolisme énergétique désigne l’ensemble des réactions chimiques impliquées dans la 

production d'énergie utilisable par les cellules. A l’extérieur des cellules, ces réactions 

seraient très lentes et désordonnées. Les enzymes, véritables catalyseurs biologiques, vont 

permettre la succession ordonnée de réactions chimiques rapides. La notion de métabolisme 

peut globalement se subdiviser en deux parties : d’une part, le catabolisme pour les 

dégradations et d’autre part, l’anabolisme pour les biosynthèses, consommant les produits du 

catabolisme. Malgré tout, il s’agit de processus complexes qu’on ne peut réellement isoler les 

uns des autres; certaines voies participent donc aux deux processus sus-cités et sont alors 

qualifiées d’amphiboliques. Dans ce contexte, un système complexe de régulation et 

d’interconnexion des voies métaboliques va être indispensable. Ces voies sont globalement 

irréversibles et ne vont s’exécuter que dans un seul sens; elles vont alors être initiées par une 

réaction fortement exergonique et limitante. Elles sont principalement régulées par des 

enzymes, notamment celles impliquées dans les réactions limitantes, et se déroulent dans des 

sites cellulaires spécifiques impliquant un transfert important d’intervenants métaboliques au 

travers des membranes des différents organites; ce transfert met en jeu des systèmes de 

transporteurs et de navettes spécifiques (Lehninger & Reynafarje, 1994). 

III-2-2 Potentiel phosphorylant et potentiel réducteur 

 Le potentiel phosphorylant est exprimé par le biais du rapport ATP/ADP. L’ATP constitue la 

forme la plus universelle de transfert d’énergie et les couples ATP/ADP et ATP/AMP 

représentent les formes d’échanges énergétiques les plus répandues des systèmes vivants. Les 

modalités de synthèse d’ATP sont relativement limitées : seulement 4 réactions sont à 

l’origine de la formation d’ATP. Deux de ces réactions ont lieu au cours de la glycolyse et 

une autre dans le cycle de Krebs, mais la voie principale reste la chaîne respiratoire par 

l’intermédiaire de l’ATP synthase dont l'activité dépend du gradient de protons.  Le potentiel 
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phosphorylant est d’autant plus important que l’ATP est catabolisé pour assurer l’ensemble 

des fonctions cellulaires coûteuses en énergie telles que les biosynthèses, les contractions 

musculaires ou encore l'établissement des potentiels membranaires. En effet, la molécule 

d’ATP occupe une place centrale au sein du métabolisme, puisqu'elle a une énergie libre 

standard d’hydrolyse de l’ordre de -30,5 kJ/mol. Ainsi des composés de ∆G’° supérieurs 

comme le Phosphoénolpyruvate, le 1,3-Bisphosphoglycérate ou encore la Créatine phosphate 

vont permettre de régénérer le pool d'ATP tandis que d’autres composés vont avoir des ∆G’° 

plus faibles tels que les Acétyl-CoA ou certains oses phosphorylés.  

Le potentiel réducteur est indispensable dans la cellule afin de conserver en permanence une 

capacité réductrice des substrats. On le retrouve majoritairement sous la forme de NADPH2 et 

l’on quantifie ce potentiel par l’intermédiaire du rapport NADPH2/NADP+. Ce composé 

intervient dans de nombreuses réductions biosynthétiques. Par analogie avec le potentiel 

phosphorylant, seules quatre réactions permettent de le synthétiser dont deux sont inhérentes à 

des réactions annexes du cycle de Krebs catalysées par des isoenzymes de l’isocitrate 

déshydrogénase et par l’enzyme malique au sein de la matrice mitochondriale. 

III-2-3. Interdépendance des voies métaboliques 

Les voies métaboliques sont interdépendantes. En effet, les différents processus impliqués 

dans la respiration cellulaire partagent bon nombre de métabolites. Ainsi la production d’ATP 

ne pourra pas s’effectuer si le catabolisme ne met pas de coenzymes réduits à disposition. De 

même, un appauvrissement en oxygène du milieu influencera non seulement le rendement de 

la chaîne respiratoire mais aussi celui des voies cataboliques situées en aval dans la cascade 

métabolique résultante. La mitochondrie, de par ses rôles métaboliques, va  donc être au cœur 

du métabolisme. Elle va permettre de générer du potentiel phosphorylant et du potentiel 

réducteur, tous deux indispensables au bon déroulement de ces réactions biochimiques. La 

matrice mitochondriale contient le complexe de la pyruvate deshydrogenase, les enzymes du 

cycle de Krebs, de la β-oxydation des acides gras et de l’oxydation des acides aminés. 

Globalement tous les mécanismes impliqués dans l’oxydation des combustibles cellulaires, 

excepté la glycolyse anaérobie se déroulant dans le cytosol, sont dépendants du métabolisme 

de la matrice mitochondriale. Les différentes voies métaboliques, présentées dans la figure 12, 

seront très succinctement décrites dans la partie suivante. 
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Figure 12. Intégration des principales voies du métabolisme énergétique 

(José et al., 2013). 

 

III-2-3. a) La phosphorylation oxydative 

La production d’énergie chez les Eucaryotes se réalise via deux voies principales. La 

première, la glycolyse, est anaérobie et se produit dans le compartiment cytoplasmique. Dans 

ce cas, le couplage entre l’oxydation et la synthèse d’ATP est chimique. La seconde, 

majoritairement rencontrée, se déroule par l’intermédiaire de la phosphorylation oxydative 

mitochondriale et nécessite un apport d’oxygène moléculaire. Ce mécanisme est également 

rencontré sous la dénomination d’OXPHOS. Dans ce cas, le couplage entre la respiration 

mitochondriale et la synthèse d’ATP est de type chimio-osmotique et fait intervenir un 

gradient de protons transmembranaire. La chaîne respiratoire, dont les composants seront 

détaillés plus loin, est située dans la membrane interne de la mitochondrie. Le transfert des 

électrons, depuis les équivalents réduits (NADH et FADH2) le long des complexes, permet le 

pompage des protons par les complexes   I,   III   et   IV   vers   l’espace   intermembranaire,   
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créant   ainsi   un   gradient électrochimique. Le retour des protons dans la matrice par l’ATP 

synthase permet de coupler la respiration et la synthèse d’ATP.  

Le processus de respiration correspond à une oxydation de substances organiques impliquant 

un transfert exergonique d’électrons et de protons vers l’oxygène très électronégatif. 

L’oxygène est ainsi réduit en eau. Ce processus aérobie de dégradation des nutriments, qui se 

déroule dans le compartiment mitochondrial, est commun aux différentes classes de 

nutriments : glucides, lipides ou protides.   

Globalement la respiration cellulaire se divise en 3 étapes. Lors de la première étape, les 

molécules organiques sont oxydées afin de former des molécules à deux atomes de carbone 

qui seront à l’origine du groupement acétyl de la molécule d’acétyl-CoA. La deuxième étape 

va consister à transformer ces groupements acétyls en dioxyde de carbone, et s’effectue par 

oxydation de ces groupements lors du cycle de Krebs. Cette oxydation va permettre de 

conserver l’énergie libérée dans des transporteurs d’électrons qui seront alors sous leur forme 

réduite du type NADH+H+ et FADH2. Enfin la troisième étape va consister en l’oxydation de 

ces transporteurs d’électrons préalablement réduits, libérant des protons et des électrons.  Ces 

électrons vont alors intégrer le système de transport des électrons. Ces phénomènes de 

transports électroniques vont libérer une quantité importante d’énergie qui sera conservée 

sous forme d’ATP,  via la phosphorylation oxydative. 

Le couplage entre la respiration mitochondriale et la synthèse d’ATP au travers de l’ATP 

synthase est un processus très régulé. Des protéines découplantes ou UCP (uncoupling 

protein)  sont capables de créer une fuite de protons de l’espace intermembranaire vers la 

matrice mitochondriale. Ce mécanisme, à l’origine d’une production de chaleur, permet de 

ralentir la production d’énergie sans modifier le niveau de respiration mitochondriale. C’est 

un processus de régulation très rapide de production d’ATP en fonction de la demande en 

énergie de la cellule (Kadenbach et al., 2003). 

 

III-2-3. b) La glycolyse 

Outre l'apport alimentaire de glucose, la mobilisation des stocks de glycogène ou encore la 

synthèse hépatique de glucose à partir d'entités non glucidiques via la néoglucogenèse, vont 

permettre de répondre aux besoins énergétiques de l'organisme. Le glucose va alors être 

catabolisé dans le cytosol par la glycolyse, également connue sous la dénomination de voie 
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d'Embden-Meyerhof, constituée d'une série de dix réactions chimiques catalysées par des 

enzymes. Ce processus permet la transformation d'une molécule de glucose en deux 

molécules de pyruvate, ce processus est modélisé par le bilan suivant: glucose + 2NAD+ + 

2ADP + 2Pi → 2 pyruvate + 2NADH + 2ATP + 2H2O + 4H+. L'agent oxydant principal de 

la glycolyse étant le NAD+, il se doit d'être recyclé soit au niveau mitochondrial en présence 

d'oxygène permettant ainsi la synthèse de 3 molécules d'ATP supplémentaires, soit lors de la 

réduction du pyruvate en lactate en condition d'hypoxie.  

 

III-2-3. c) La voie des pentoses phosphates 

Le glucose peut également être métabolisé par la voie des pentoses phosphate. Cette voie 

métabolique permet de régénérer le NADPH mais assure également la synthèse de sucres à 

cinq carbones comme le ribose-5-phosphate, essentiel à la formation des ribonucléotides. Le 

bilan global de cette réaction est le suivant: 3 glucose-6-phosphate + 6NADP+ + 3H2O ↔ 2 

fructose-6-phosphate + Glycéraldéhyde-3-phosphate + 6NADPH + 6H+ + 3CO2. 

 

III-2-3. d) La β-oxydation des acides gras 

Le catabolisme des triacylglycérols a lieu dans les mitochondries. Les acide gras sont 

dégradés par β-oxydation des acyl-CoA. Les acides gras sont dans un premier temps convertis 

en acyl-CoA par l'acyl-CoA synthase dans le cytosol, puis importés dans la matrice 

mitochondriale. Le processus de β-oxydation des acides gras saturés fait intervenir quatre 

réactions successives: 1) formation d'une double liaison trans entre les carbones α et β suite à 

l'intervention de l'acyl-CoA déshydrogénase qui forme un acyl-CoA insaturé, par oxydation 

avec transfert d'électrons à l'ubiquinone; 2) hydratation de la double liaison par l'énoyl-CoA 

hydratase pour former le 3-L-hydroxyacyl-CoA; 3) déshydrogénation NAD+-dépendante de 

ce β-hydroxyacyl-CoA par la 3-L-hydroxyacyl-CoA déshydrogénase aboutissant à la 

formation de β-cétoacyl-CoA; le groupement hydroxyle est ainsi transformé en fonction 

cétone; 4) la dernière réaction est une thiolyse catalysée par la β-cétoacyl-CoA thiolase 

(mieux connue sous la dénomination de acétyl-CoA acyltransférase). L'exécution de ces 

quatre étapes permet d'extraire un groupement acétyle CH2-CH3 à l'acide gras métabolisé; on 

obtient alors une molécule d'acétyl-CoA ainsi qu'un acyl-CoA alors raccourci de deux atomes 

de carbone, et permettant de générer une molécule de NADH et de FADH2 lors de chaque 
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cycle. L'acyl-CoA, alors raccourci de 2 carbones (n-2), devient alors le nouveau substrat de 

cette série de réaction jusqu'à que cette molécule d'acide gras initiale soit elle-même convertie 

en acétyl-CoA. L'oxydation des acides gras saturés possédant un nombre impair de carbones 

ou des acides gras insaturés requiert cependant quelques étapes supplémentaires. L'oxydation 

complète des produits de la β-oxydation est également réalisée dans les mitochondries par le 

cycle de Krebs et les oxydations phosphorylantes. L'oxydation complète d'un acide gras est 

très énergétique avec un rendement en ATP rapporté au nombre de carbone de la structure 

supérieur à celui des oses. 

 

III-2-3. e) Catabolisme des acides aminés 

Les acides aminés remplissent préférentiellement leur fonction d'unité structurale protéique. 

Ils peuvent cependant être transformés en d'autres intermédiaires métaboliques. Leur 

catabolisme est complexe et va dépendre de la nature de l'acide aminé considéré.  

L'ensemble des voies métaboliques décrites sont résumées sur la figure 13 ci-dessous. 

 

Figure 13. Schéma récapitulatif du catabolisme des molécules énergétiques. 
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III-2-4. La chaîne respiratoire et l'ATP synthase 

La chaîne respiratoire tient un rôle prépondérant au sein du métabolisme puisque la 

réoxydation des coenzymes réduits résultant de divers processus comme le cycle de Krebs, 

l’oxydation du pyruvate ou encore de l’oxydation des acides gras, est impérative pour la 

poursuite de ces différentes voies métaboliques. Les propriétés de réduction de ces coenzymes 

vont également permettre la régénération de l’ATP via la phosphorylation oxydative 

impliquant un transfert d’électrons à l’accepteur final : l’oxygène. En tant qu’accepteur final, 

l’O2 n’intervient qu’au tout dernier stade. Pour généraliser, toutes les étapes d’oxydation 

enzymatique des nutriments provenant de l’alimentation sont sous le joug de la respiration 

cellulaire. Elle assure la combustion des hydrogènes des coenzymes réduits en présence 

d’oxygène moléculaire selon l’équation: [4H] +O2→2H2O. Cette cascade métabolique se 

modélise par une série de transporteurs d’électrons dont la plupart sont assimilables à des 

protéines enchâssées dans la membrane interne, et dont les groupements prosthétiques sont 

capables de donner ou d’accepter des électrons : il s’agit de flavoprotéines, de cytochromes, 

de protéines fer-soufre, de protéines à cuivre ainsi que d’un élément enchâssé dans la 

bicouche lipidique, l’ubiquinone, également rencontré sous la dénomination de coenzyme Q. 

Les électrons sont échangés entre transporteurs selon une séquence bien déterminée par un 

potentiel de réduction croissant. Autrement dit, le sens de transfert des électrons est établi 

selon une croissance des valeurs des potentiels d’oxydoréduction de chacun des couples. Ces 

transporteurs sont organisés en cinq grands complexes multienzymatiques constitutifs de la 

membrane interne mitochondriale. Ces derniers sont reliés entre eux par l’intermédiaire du 

cytochrome C et du coenzyme Q (Figure 14). 

 

III-2-4. a) Les complexes de la chaîne respiratoire 

L'OXPHOS se déroule au niveau de la membrane interne des mitochondries. Ce processus fait 

intervenir les complexes I à IV de la chaîne respiratoire, ainsi que l'ATP synthase. Les 

électrons vont principalement intégrer la chaîne de transport des électrons via les deux 

premiers complexes (cf. Figure 14). 



 

Figure 14. Structure de la chaîne respiratoire mitochondriale
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intermembranaire. Le malonate permet d'inhiber la complexe II.
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Structure de la chaîne respiratoire mitochondriale (Adapté de Yu
et al., 2011). 

Le complexe I est appelé NADH ubiquinone  oxydoréductase (ou NADH déshydrogénase). I

s'agit du premier complexe protéique de la chaîne respiratoire. Son activité permet d'assurer le 

transfert de deux électrons issus d'une molécule de NADH vers l'ubiquinone, permettant ainsi 

le transfert de 4 protons vers l'espace intermembranaire. Il s'agit du plus gros complexe du 

; en effet, il comprend 45 sous-unités protéiques dont 38 sont codées par le 

directement par le génome mitochondrial, pour un poids moléculaire 

La roténone est un inhibiteur spécifique de ce complexe. 

succinate ubiquinone réductase, aussi appelé succinate déshydrogénase est 

particulier puisqu’il s’agit de la seule enzyme de la chaîne de transport d'électrons à prendre 

, où elle catalyse la transformation du succinate en fumarate. Ce 

complexe d'environ 130 kDa est formé de 4 sous-unités, SDHA à SDHD, toutes codées par 

des gènes nucléaires. Il permet de transférer les électrons du succinate vers l'ubiquinone, et 

cofacteur FAD qui joue le rôle d'accepteur d'électrons, ainsi que trois centres 

L'activité de ce complexe n'implique pas de transfert de proton vers l'espace 

Le malonate permet d'inhiber la complexe II.  
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dénomination de complexe du cytochrome bc1. Ce complexe dimérique comprend deux 

monomères dont chacun est constitué de 12 sous-unités, pour une masse totale d'environ 300 

-unités est codée par l'ADN nucléaire, excepté le cytochrome b 

d'origine mitochondriale. Son activité est impliquée dans l’oxydation de l’ubiquinol, et permet 

nslocation de deux protons vers l'espace intermembranaire. Cette enzyme catalyse ai
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le transfert de deux électrons de l'ubiquinol vers le cytochrome c. L’antimycine A est un 

inhibiteur spécifique de ce complexe. 

Le complexe IV ou  cytochrome oxydase est la dernière enzyme impliquée dans le transfert 

des électrons. Elle comprend 13 sous-unités dont 3 (COXI, COXII et COXIII) sont codées par 

l'ADNmt. Il permet de transférer les électrons depuis le cytochrome c jusqu'à leur accepteur 

final, réduisant ainsi l’oxygène en eau. Lors de cette ultime étape, le transfert des électrons à 

l'oxygène permet d'extruder quatre protons dans l'espace intermembranaire. Le cyanure est un 

inhibiteur de ce complexe. 

 A ce stade, la réduction complète d'une molécule d'O2 aura permis de transférer 10 protons 

dans l'espace intermembranaire contre le gradient de protons. Comme précisé précédemment, 

le transfert progressif des électrons à l’accepteur final est hautement exergonique (force proto-

motrice modélisée par la théorie chimio-osmotique de Mitchell), et va permettre le transport 

de protons dans l'espace intermembranaire.  Le complexe V ou ATP synthase va permettre le 

retour des protons dans la matrice. Ce gradient de protons assure le fonctionnement de l'ATP 

synthase, permettant ainsi la phosphorylation de l’ADP. 

 

III-2-4. b) Le complexe V ou F0F1ATPase 

Comme évoqué précédemment, ce cinquième et dernier complexe, encore appelé 

F0F1ATPase ou ATP synthase, de la membrane interne mitochondriale, permet d'utiliser la 

force protomotrice ∆p générée par le système de transport des électrons, pour synthétiser 

l'ATP à partir d'ADP, du phosphate inorganique et du Mg2+ (Boyer, 1997; Börsch et Duncan, 

2013). Sa structure est particulièrement complexe (cf. Figure 15), et peut être subdivisé en 

trois sous-complexes fonctionnellement distincts: le domaine F1; le domaine F0 intrinsèque à 

la membrane interne; et enfin deux antennes connectrices, la centrale et la périphérique, qui 

permettent de connecter les deux principaux domaines fonctionnels.  
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Figure 15. Structure schématique de la F0F1 ATPase d'Escherichia coli (Adapté de 
Weber, 2010). 

 

Le domaine F1 est situé du côté matriciel. Cette partie comprend les sous-unités catalytiques 

de l'enzyme ainsi que le pied central de l'enzyme qui constitue une partie du rotor. Le 

domaine F1 est composé des sous-unités α3, β3, γ1, δ1, ε1 (les chiffres en indice indiquant la 

stœchiométrie de l'association). 

Le domaine F0 permet d'ancrer solidement le complexe dans la membrane interne 

mitochondriale. Il fait office de canal à protons, pour permettre leur passage à travers la 

membrane interne. La partie F0 est composée des sous-unités 910, 61, 81, 41, h2, d2, 

OSCP1,f1,i1/j1 (les chiffres en indice indiquant la stœchiométrie de l'association). Les sous-

unités c sont formées de 2 hélices transmembranaires, et la sous-unité a forme 2 demi-canaux 

à protons permettant le transfert de ces derniers de l'espace intermembranaire vers la matrice. 

Les parties mobiles du complexe protéique comprenant la partie F1 et l'antenne centrale 

constitue le rotor de l'enzyme tandis que les parties immobiles comprenant la partie F0 et 

l'antenne périphérique se regroupent sous la dénomination de stator. 

 

Intermembrane space

Matrix

Peripheral stalk

Central stalk
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Régulation de  l'ATP synthase 

L'expressionde l'ATP synthase est régulée au niveau transcriptionnel ou post-transcriptionnel, 

et sa stabilité à la membrane fait intervenir les protéines impliquées dans l’assemblage du 

complexe; mais des modalités plus fines permettent de réguler son activité en « temps réel », 

de façon dynamique. Ces modalités impliquent notamment le gradient de Ca2+, des 

modifications post-translationelles, ainsi qu’une interaction directe avec différents partenaires 

protéiques (Schwerzmann & Pedersen, 1986; Kagawa & Ohta, 1990; Long et al., 2015).  

La première modalité de régulation de l'ATP synthase repose sur l’activation de son inhibiteur 

physiologique IF1 (Inhibitory Factor 1). Cependant, cette partie ne sera pas développée ici 

puisqu’elle fera l’objet d’un chapitre complet à la fin de cette synthèse bibliographique. 

Enfin, il a été montré que certaines protéines interagissent directement avec une ou plusieurs 

sous-unités du complexe V pour réguler son activité; nous allons ici en donner un aperçu non 

exhaustif. 

Un pool mitochondrial de la protéine p53, présent à la fois dans l'espace intermembranaire et 

dans la matrice, semble interagir avec la F0F1ATPase afin de promouvoir l'assemblage du 

complexe (Bergeaud et al., 2013). 

Un rôle pour le RAh dans la régulation du complexe V a été identifié. En effet, celui-ci 

interagirait avec la sous-unité ATP5α1 de l'ATPase dans les cellules Hepa C12. Cette 

interaction est perdue en présence de TCDD, et est à l'origine d'une hyperpolarisation de la 

membrane mitochondriale. Ainsi, une fraction de RAh se trouverait à la mitochondrie et 

permettrait de finement réguler l'activité de l'organite, sa perte entrainant d'importants 

dysfonctionnements  (Tappenden et al., 2011). 

Bcl-XL serait également un régulateur majeur de la F0F1ATPase, notamment dans les 

neurones.  Il interagirait en particulier avec la sous-unité β de la F0F1ATPase pour améliorer 

le rendement de OXPHOS, en limitant les fuites de protons dans le but d'augmenter 

l'efficacité de la transmission synaptique (Alavian et al., 2011). 

L’interaction de la PKC-α (Protein Kinase C-α) avec l’ATPase a également été décrite au 

niveau rénal. Les bénéfices de cette interaction semblent multiples : 1) la PKC-α stabiliserait 

la sous-unité γ, préservant son expression en situation de stress; 2) augmenterait le rendement 

de la phosphorylation oxydative en interagissant avec les sous-unités α, β et γ; 3) elle 
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préserverait l’activité de l’ATPase ainsi que le contenu en ATP des tubules rénaux proximaux 

après une phase d’hypoxie  (Nowak & Bkajsova, 2015). 

Rôles de l'ATP synthase 

Parallèlement à la synthèse d'ATP précédemment abordée, l'ATP synthase exerce également 

d'autres fonctions essentielles dans le maintien de l'homéostasie mitochondriale (cf. Figure 

16). 

En premier lieu, cette enzyme va jouer un rôle essentiel dans le maintien du potentiel de 

membrane mitochondrial ∆Ψm. Cette fonction repose sur la réversibilité de l'activité de ce 

complexe protéique rotatif. Ainsi, le sens de rotation du complexe va permettre soit la 

synthèse, soit l'hydrolyse de l'ATP, afin de maintenir le gradient de protons (Appleby et al., 

1999). Cette fonction apparait essentielle puisqu'au-delà du maintien de l'intégrité 

mitochondriale, le ∆Ψm va réguler la machinerie d'importation protéique mitochondriale 

(Baker et al., 2007).  La F0F1ATPase intervient également dans la régulation de la dynamique 

et de l'organisation du réseau mitochondrial, en modulant notamment la morphologie des 

crêtes. Cette fonction permettrait notamment d'adapter l'organite en fonction des conditions 

physiologiques et de la demande énergétique, en modulant l'organisation supramoléculaire de 

la chaîne respiratoire (Giraud et al., 2002; Paumard et al., 2002; Davies et al., 2011; Jimenez 

et al., 2014). 

Enfin, la dimérisation de ce complexe serait également impliquée dans la formation et 

l'ouverture du PTP, jouant notamment un rôle prépondérant dans le contrôle de la libération 

du cytochrome c au cours de l'apoptose ( Xiong et al., 2014; Long et al., 2015; Bernardi et al., 

2015). 

 

Figure 16. Principales contributions de l'ATP synthase à la fonction mitochondriale 
(D'après Long et al., 2015). 
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III-2-4. c) Le potentiel de membrane mitochondrial 

La force protomotrice totale ∆p dépend de deux composantes distinctes: 1) un gradient 

électrique, à savoir le potentiel de membrane mitochondrial, ∆Ψm; et 2) un gradient chimique 

de pH mitochondrial, ∆pHm. La part respective de chacun de ces deux processus dans la force 

protomotrice est modélisée par l'équation suivante à 37°C: ∆p (mV) = ∆Ψm - 60 ∆pHm. Cette 

force protomotrice est généralement comprise entre 180 et 200 mV, et le ∆Ψm  est le facteur 

qui y contribue le plus largement, en moyenne à hauteur de 85%  (Perry et al., 2011; Santo-

Domingo & Demaurex, 2012).  

Le ∆Ψm est donc le résultat d'un équilibre complexe du gradient électrochimique, résultant de 

l'équilibre entre deux systèmes de transport fonctionnellement et structurellement intégrés: les 

pompes à protons situées le long de la chaîne de transport des électrons et le complexe de la 

F0F1-ATPase, qui va permettre le retour de ces protons dans la matrice. 

 La valeur de la force protomotrice ∆p va ainsi être au premier plan dans la régulation du 

métabolisme mitochondrial, fournissant et régulant finement l'énergie nécessaire à la 

production d'ATP. Ceci détermine ainsi le statut énergétique de l'organite,  d'où un rôle de ∆p 

dans l'homéostasie ionique cellulaire, ou encore dans la susceptibilité de la cellule vis-à-vis de 

la mort cellulaire. La composante ∆Ψm va quant à elle plus spécifiquement moduler la 

capacité de séquestration calcique de l'organite, la production d'espèces réactives de 

l'oxygène, influençant fortement le devenir des cellules (Kadenbach et al., 2003; Duchen, 

2004). En situation de stress, in vivo,  l'augmentation du ∆Ψm serait due à une augmentation 

de la concentration calcique, et à la déphosphorylation de la cytochrome c oxydase 

(Kadenbach, 2003). A l'inverse, la dépolarisation serait le fruit d'une augmentation du pool 

d'AMPc et de la phosphorylation de la cytochrome c oxydase (Lee et al., 2001; Kadenbach et 

al., 2003). 

La perméabilisation de la membrane externe des mitochondries (MOMP) se modélise en 

termes de ∆Ψm  par une dépolarisation, et est considérée comme un point de non retour dans 

l'exécution de la cascade apoptotique, permettant notamment la libération de facteurs pro-

apoptotique comme le cytochrome c (Ricci et al., 2003; Chipuk et al., 2006; Ow et al., 2008). 

Le maintien du potentiel de membrane mitochondrial a été décrit pour ralentir l'exécution de 

la mort cellulaire (Shimizu et al., 1996). L'hyperpolarisation transitoire de la membrane 

mitochondriale constituerait quant à elle un point de contrôle dans l'exécution de la cascade 

apoptotique (Perl et al., 2004). Cependant, cette hyperpolarisation est également associée à la 
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reprogrammation métabolique identifiée dans les tumeurs (Hockenbery 2010), et serait 

intimement liée  aux capacités de prolifération et de survie des cellules cancéreuses (Heerdt et 

al., 2006). Cette hyperpolarisation de la membrane mitochondriale trouverait principalement 

son origine dans la diminution de l'activité des complexes OXPHOS (Forkink et al., 2014), 

mais pourrait également être liée à des altérations des mécanismes de fusion/fission 

mitochondriale qui régulent la dynamique mitochondriale (Pich et al., 2005). 

Une telle hyperpolarisation de la membrane mitochondriale a été retrouvée sous l'effet de 

contaminants environnementaux dont le B[a]P dans la lignée F258 (Huc et al., 2003; 

Hardonnière et al., 2015), mais aussi en réponse au bisphénol A dans la lignée HepG2 (Huc et 

al., 2012). Cependant, cet impact sur le métabolisme mitochondrial, et en particulier le rôle de 

cette hyperpolarisation de la membrane mitochondriale dans les effets de contaminants 

environnementaux reste à définir. Ces mécanismes pourraient notamment prendre part aux 

effets cancérogènes de ces molécules, en favorisant par exemple un métabolisme de type 

glycolyse aérobie. 

 

III-2-5. Métabolisme aérobie versus métabolisme anaérobie 

Dans une cellule normale différenciée, c'est la présence d'oxygène, l'accepteur final 

d'électrons au niveau de la chaîne respiratoire, qui va conditionner la prise en charge des 

métabolites (acétyl-CoA, pyruvate) et des équivalents réduits (NAD(P)H, FADH2) produits 

par ces différentes voies métaboliques. 

En condition aérobie, les cellules normales vont métaboliser le glucose en pyruvate dans le 

cytosol via la glycolyse. Par la suite, ce pyruvate va préférentiellement rejoindre la 

mitochondrie où il va être intégralement oxydé en dioxyde de carbone. Le métabolisme 

repose alors en grande partie sur la conversion aérobie du pyruvate en acétyl-CoA par la 

pyruvate déshydrogénase (PDH). L'acétyl-CoA va ensuite s'additionner sur l'oxaloacétate 

pour former le citrate et ainsi alimenter le cycle des acides tricarboxyliques (TCA) ou cycle de 

Krebs, étape ultime du catabolisme. Ce cycle composé de huit étapes, va générer deux 

molécules de CO2, une molécule de GTP, ainsi que des coenzymes réduits: NADH et FADH2. 

Ces derniers seront ensuite respectivement réoxydés au niveau de la chaîne respiratoire en 

NAD+ et FAD. Le bilan de l'oxydation complète du pyruvate par le cycle de Krebs va alors 

être le suivant: Acétyl-CoA + 3NAD+ + FAD + GDP + Pi + 2H2O → 2CO2 + HSCoA + 
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3NADH + 2H+ + FADH2 + GTP. Les électrons enlevés au glucose et transférés aux 

coenzymes réduits au cours du processus d'oxydation, vont finalement rejoindre la chaîne 

respiratoire mitochondriale jusqu'à la réduction de l'O2 en H2O. Le gradient de protons alors 

généré va permettre la synthèse d'ATP. Le bilan énergétique de l'oxydation complète d'une 

molécule de glucose suite à sa prise en charge séquentielle par la glycolyse, le cycle de Krebs 

et l'OXPHOS est de 38 molécules d'ATP. La plus grande partie des besoins énergétiques de 

l'organisme sont ainsi couverts par la phosphorylation oxydative. On estime que la quantité 

moyenne journalière d'ATP produite chez l'homme est de 65 kg, et peut être considérablement 

plus élevée en cas d'activité intense (Berridge, 2010). 

En revanche, en  condition anaérobie, la glycolyse va devenir la source principale d'énergie, et 

la part du pyruvate distribuée à la mitochondrie va être alors réduite. La quantité d'O2 

disponible détermine fortement le métabolisme mitochondrial: l'accepteur final étant limitant, 

la chaîne respiratoire va être dans l'incapacité de régénérer le pool de coenzymes. Du fait de 

l'intégration fonctionnelle du cycle de Krebs et de la phosphorylation oxydative, la capacité à 

prendre en charge le pyruvate issu de la glycolyse va donc être directement proportionnelle à 

la concentration d'oxygène dans le tissu. En l'absence d'O2, le rendement de la glycolyse va 

donc chuter à seulement deux ATP par molécule de glucose métabolisée. 
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Chapitre IV: Le métabolisme énergétique des cellules cancéreuses 

 

Comme nous l'avons vu précédemment, le processus de cancérisation est un phénomène 

complexe conduisant à de nombreux remaniements de l'homéostasie cellulaire. Parmi ces 

modifications, s'opère un profond remodelage du métabolisme énergétique, en lien avec 

l'acquisition des nouvelles propriétés biologiques des cellules cancéreuses, décrites 

préalablement dans le paragraphe II-3. 

IV-1. L'effet Crabtree  

Dès 1929, Herbert G Crabtree avait observé que la disponibilité en glucose affectait 

différemment les cellules normales et les cellules tumorales. Alors qu'une quantité plus 

importante de ce substrat n'avait pas ou très peu d'effet sur le comportement métabolique des 

premières, se traduisant éventuellement par une très fine élévation du niveau d'O2 consommé, 

cela avait pour effet de significativement réduire la consommation d'O2 des secondes 

(Crabtree, 1929; Diaz-Ruiz et al., 2009). Cette plasticité métabolique semble fortement 

avantager les cellules cancéreuses in vivo, leur permettant de nombreux ajustements 

métaboliques afin de faire face à la grande hétérogénéité de conditions retrouvées dans les 

excroissances malignes solides (Diaz-Ruiz et al., 2011). Ainsi, cette grande plasticité 

métabolique se traduirait par une plus grande capacité à adapter structurellement et 

fonctionnellement la machinerie énergétique en fonction des substrats (Rossignol et al., 

2004).  

Cet effet modélise particulièrement bien l'addiction au glucose des cellules tumorales, et 

légitiment, de fait, la reprogrammation métabolique s'opérant au cours de la transformation 

des cellules dans de nombreux cancers. Cette reprogrammation est plus connue sous le nom 

d'effet Warburg. 

IV-2. L'effet Warburg  

En aérobiose, le pyruvate est converti en acétyl-CoA et en ATP. Cet ATP produit va pouvoir, 

par rétroaction, réguler l'activité de la PFK, contrôlant ainsi l'intensité du flux glycolytique. 

Cette modalité de contrôle du pool d'ATP via la glycolyse a été qualifiée d'effet Pasteur 
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(Malthièry & Savagner, 2006). Néanmoins, celle-ci devient obsolète en l'absence d'oxygène 

puisque la production d'ATP du compartiment mitochondrial chute drastiquement. 

Consécutivement, le métabolisme glycolytique s'intensifie graduellement. De plus, faute de 

voie oxydative, le NAD+ nécessaire à la glycolyse n'est plus régénéré au niveau du complexe 

I, mais provient dès lors de la réduction du pyruvate en lactate (couplée à l'oxydation du 

NADH en NAD+), et conduit à un emballement du cycle glycolytique. Cette voie permet donc 

à la cellule d'ajuster immédiatement son métabolisme sur un mode glycolytique sans 

remodelage métabolique profond. 

Contrairement à l'effet Pasteur, régissant l'adaptation immédiate du métabolisme énergétique 

des cellules et n'impliquant aucune synthèse protéique (Payen et al., 2015), l'effet Warburg va 

impliquer des changements métaboliques profonds, et témoigne de besoins énergétiques 

particuliers, propres au phénotype cancéreux (division cellulaire, amplification des processus 

biosynthétiques etc.). Ainsi, une des évolutions majeures des cellules cancéreuses est liée à 

une reprogrammation de leur métabolisme énergétique. Au même titre que les cellules non 

transformées, les cellules cancéreuses ont besoin de produire de l'énergie pour assurer leur 

survie. Toutefois, elles doivent également assurer la synthèse de biomolécules pour permettre 

leur croissance et leur division, et ainsi répondre aux capacités de prolifération soutenues du 

tissu néoplasique. De nombreuses modifications liées au métabolisme vont donc apparaitre au 

cours de leur transformation. En particulier, l'altération métabolique la plus fréquemment 

identifiée dans les cellules tumorales se caractérise par une plus grande entrée de glucose dans 

le cytosol, associée à une consommation plus importante de ce substrat et à une production 

accrue de lactate (Moreno-Sanchez et al., 2009). C'est d'ailleurs sur ce principe qu'est basé 

l'outil diagnostique de détection des tumeurs dans l'organisme, par une technique d'imagerie 

médicale fonctionnelle. La tomographie par émission de positons ou TEP permet ainsi, après 

injection d'un traceur comme le 18F-FDG (fluorodeoxyglucose marqué avec un isotope 

radioactif du fluor), de mesurer en 3D l'activité métabolique au sein des tissus. Les zones les 

plus avides en glucose, et donc potentiellement tumorales, vont donc présenter une plus forte 

concentration de cet analogue du glucose, ce qui se traduit par un signal plus important en 

imagerie (Lewis et al., 2015). Par ailleurs, un flux glycolytique élevé (López-Rios et al., 

2007), ou une forte concentration de lactate dans les tumeurs (Lee et al., 2009), sont en 

général un facteur de mauvais pronostic. Ainsi, contrairement aux cellules normales, la 

plupart des cellules cancéreuses présentent un métabolisme de type glycolytique, et ce, 

indépendamment de la présence d'oxygène. Ce phénomène a été identifié pour la première 
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Figure 17. De nombreux facteurs contribuent à la régulation du phénotype métabolique 
des cellules cancéreuses (
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l'observation d'une accumulation importante de lactate dans le milie

). En outre, cette découverte le conduira plus tard à formuler l'hypothèse d'un 

dysfonctionnement mitochondrial comme origine du cancer (Warburg, 1956). On retrouve 

métabolique sous les dénominations suivantes: "effet Warburg" 

"glycolyse aérobie". Depuis, le métabolisme énergétique de très nombreux modèles 

cellulaires présentant un fort potentiel prolifératif a pu être caractérisé.

majorité d'entre eux ne présentent pas de dysfonctionnement de leur machinerie ox

2009). Il s'agit donc d'altérations réversibles. Paradoxalement

par rapport aux cellules normales du fait de leur prolifération 

soutenue, les cellules cancéreuses vont donc privilégier la glycolyse aérobie, une voie 

métabolique présentant un faible rendement du point de vue de la synthèse en ATP. Dans ces 

conditions, on peut donc se questionner sur les avantages d'un métabolisme reposant  presque 

exclusivement sur la glycolyse. Cependant, bien que le rendement en ATP 

du flux glycolytique est telle que la quantité d'ATP produite par cette 

voie peut dépasser celle habituellement constatée lorsque la phosphorylation oxydative 

, 1993; Pfeiffer et al., 2001). La prépondérance de cette voie 

métabolique permet aussi aux cellules cancéreuses de générer de nombreux intermédiaires 

nécessaires aux biosynthèses, et ce, afin de maintenir un état de prolifération 

, le glucose est le nutriment le plus abondant au sein de l'organisme.

e maintien d'un métabolisme presque exclusivement glycolytique, en concourant 

microenvironnement tumoral acide et appauvri en O

contribuer au développement de la malignité des cellules transformées (Figure 17).

De nombreux facteurs contribuent à la régulation du phénotype métabolique 
des cellules cancéreuses (D'après Cairns et al., 2011).
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IV-3. Origine et bases moléculaire
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Figure 18. Origine moléculaire de la reprogrammation 
cancéreuses (Kroemer & Pouysségur,

 

Parmi les acteurs moléculaires connus pour réguler 

le cancer, certains, qui constituent des cibles bien identifiées du B[a]P. Certains de ces ac

seront détaillés dans ce qui suit. Une attention particulière sera portée sur le transporteur 

NHE1 dans la partie IV-4, celui

 

 

 

moléculaires de l'effet Warburg 

La reprogrammation métabolique de la phosphorylation oxydative vers la glycolyse est un 

mécanisme complexe. Ainsi, celle-ci est la résultante de nombreuses modifications 

moléculaires s'opérant au cours de la transformation des cellules cancéreuses. Cette dernière 

liée à l'activation d'oncogènes ou à l'inhibition de suppresseurs de tumeurs

gur, 2008; Jose et al., 2011), ce qui va permettre aux cellules de survi

malgré une quantité limitée de nutriments (Vander Heiden 

Origine moléculaire de la reprogrammation métabolique dans les cellules 
cancéreuses (Kroemer & Pouysségur, 2008). 

Parmi les acteurs moléculaires connus pour réguler cette reprogrammation métabolique dans 

le cancer, certains, qui constituent des cibles bien identifiées du B[a]P. Certains de ces ac

seront détaillés dans ce qui suit. Une attention particulière sera portée sur le transporteur 

4, celui-ci ayant fait l'objet de ce travail de thèse. 
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IV-3-1. Régulation positive 

IV-3-1. a) L'hexokinase II 

Cette enzyme est régulièrement fortement exprimée dans le cancer; elle possède la 

particularité de catalyser la première étape de la glycolyse, catalysant la transformation du 

glucose en glucose-6-phosphate. Il a été démonté que la régulation de l'HKII, enzyme clé de 

la glycolyse, jouait un rôle prépondérant dans l'acquisition du phénotype Warburg. Ainsi, une 

augmentation précoce de son expression aussi bien in vitro qu'in vivo a été reliée aux 

premières phases de la cancérogénèse hépatique. Dans ce cas, la surexpression de l'HKII 

coïncidait avec l'acquisition d'un phénotype hautement prolifératif, ainsi qu'avec la 

reprogrammation métabolique vers la glycolyse aérobie, jouant un rôle déterminant dans la 

croissance tumorale et la survie cellulaire  (Mayer et al., 1997; Pedersen et al., 2002). L'HKII 

interagit directement avec les mitochondries au niveau du VDAC. Cette interaction limite la 

sortie de l'ATP mitochondrial depuis l'espace intermembranaire vers le cytosol, mais va 

également pouvoir bloquer l'éxécution de l'apoptose, en limitant significativement 

l'interaction des protéines pro-apoptotiques Bax et Bak avec le VDAC. L'HKII apparait donc 

comme un puissant régulateur de l'exécution apoptotique, sous le contrôle de la voie Akt 

(Majewski et al., 2004; Gall et al., 2011). L'association mitochondriale de l'HKII est 

notamment régulée par la voie Akt (Robey & Hay, 2005; Stiles, 2009). Ainsi, la 

phosphorylation de la thréonine 473 de l'HKII par Akt serait un signal d'adressage 

mitochondrial de cet enzyme, augmentant significativement la quantité d'HKII liée à la 

mitochondrie (Roberts et al., 2013). La contribution de l'HKII à l'effet Warburg est donc 

double, puisqu'en plus d'assurer la survie par sa liaison sur le VDAC, bloquant ainsi 

l'ouverture du PTP, elle va également être à l'origine d'une augmentation importante du flux 

glycolytique (Rodriguez-Enriquez et al., 2009; Krasnov et al., 2013). 

 

IV-3-1. b) PI3K/Akt   

De nombreux cancers présentent des mutations à l'origine de pertes de fonction de PTEN 

(Phosphatase and TENsin homolog) ou au contraire de gains de fonction de la PI3K. 

L'hyperactivation de la voie PI3K/Akt dans les tumeurs est connue de longue date pour 

amplifier l'expression des enzymes de la glycolyse (Elstrom et al., 2004). Cependant, cette 

hyperactivation serait également impliquée dans la régulation de certains effecteurs de 
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OXPHOS (Goo et al., 2012; Li et al., 2013). La voie PI3K est connue pour réguler certaines 

isoformes de transporteurs du glucose dont GLUT1, augmentant ainsi l'entrée de glucose dans 

les cellules, et stimulant l'activité de la PFK (De Berardinis et al., 2007). Au niveau hépatique, 

il a par ailleurs été démontré in vitro dans des lignées humaines de CHC, et in vivo chez la 

souris, que l'induction de la PKM2 (Pyruvate Kinase subtype M2) par cette voie jouerait un 

rôle de premier ordre dans la reprogrammation métabolique des cellules hépatiques au cours 

de la cancérogénèse (Nemazanyy et al., 2013). 

 

IV-3-1. c) c-myc 

Le facteur de transcription c-myc est apparu comme un contributeur majeur de l'effet 

Warburg. La surexpression de l'oncoprotéine c-myc a en effet été montré comme régulant le 

métabolisme glycolytique, stimulant à la fois l'entrée du glucose et la glycolyse (Osthus et al., 

2000); cette stimulation serait par ailleurs étroitement liée à la division cellulaire (Osthus et 

al., 2000; Yeung et al., 2008; Dang, 2013). C-myc serait également impliqué dans la 

régulation du catabolisme de la glutamine (Dang, 2010). Paradoxalement à sa contribution 

dans l'effet Warburg, cet oncogène interviendrait aussi dans la biogenèse mitochondriale 

(Morrish & Hockenbery, 2014). 

 

IV-3-1 d) HIF1α 

En condition hypoxique, la déshydroxylation d'HIF1α (Hypoxia-Inductible Factor 1-alpha) 

va le stabiliser en bloquant sa prise en charge par l'E3 ubiquitine ligase VHL (Von Hippel-

Lindau). L'isoforme α va alors pouvoir se dimériser avec l'isoforme β constitutivement 

exprimée. Le dimère HIF1 ainsi formé va réguler un nombre très important de gènes du 

métabolisme énergétique en se fixant sur les motifs HRE (Hypoxia Response Element) de leur 

promoteur (Tennant et al., 2009). Ainsi, HIF1α va généralement activer de nombreux gènes 

de la glycolyse comme la PFK1, la GAPDH, la PKM2, la LDHA ou encore l'HKII; de façon 

concomitante, ce facteur de transcription va induire la répression de certaines enzymes du 

cycle de Krebs (PDK1 et GLS2) (Kim et al., 2006; Gameiro et al., 2013) et de la 

phosphorylation oxydative (Hervouet et al., 2008).  
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IV-3-1. e) K-ras  

La transformation des cellules associée à l'oncogène K-ras en condition aérobie, semble plutôt 

reposer sur la voie des pentoses phosphate et le catabolisme de la glutamine pour alimenter le 

TCA, que sur une reprogrammation très marquée vers la seule glycolyse (Weindberg et al., 

2010). De plus, il est apparu que l'intégrité du métabolisme mitochondrial devait être préservé 

pour induire la cancérogénèse médiée par K-ras in vivo (Weindberg et al., 2010), une 

augmentation du métabolisme mitochondrial sous l'impulsion de cet oncogène ayant même 

été rapporté (Telang et al., 2007). 

IV-3-2. Régulation négative 

IV-3-2. a) p53  

La protéine p53 joue un rôle important dans la régulation du métabolisme énergétique, 

modulant à la fois la glycolyse et l'OXPHOS (Vousden & Ryan, 2009). 

En l'absence de mutation, l'augmentation de p53 engendre généralement une diminution de la 

glycolyse, ainsi que de l'expression des transporteurs GLUT 1 et 4, participant ainsi au rôle 

suppresseur de tumeurs de p53. Cependant, les mutations ou les pertes de fonctions de cette 

protéine retrouvées dans le cancer, conduisent souvent à la perte de ce rôle régulateur, 

favorisant ainsi la glycolyse. Un tel effet inhibiteur du point de vue de la glycolyse pourrait 

être dû à l'inhibition de la voie PI3K/Akt par la protéine PTEN, positivement régulée par p53 

(Cairns et al., 2011). L'inhibition de la voie NFκB par p53 contriburait également à cette 

régulation négative. Une activation de cette dernière voie, en lien avec une augmentation du 

flux glycolytique et de la prolifération cellulaire en l'absence de contrôle par p53, a déjà été 

décrite (Kawauchi et al., 2008). La perte de fonction de p53 est également à l'origine d'une 

très forte diminution de la protéine TIGAR (TP53-Induced Glycolysis and Apoptosis 

Regulator). Or TIGAR est une protéine qui est connue pour réprimer la glycolyse au niveau 

de la PFK2/FBPase-2 (6-PhosphoFructo-2-Kinase/Fructose-2,6-BiphosPhatase), et ce, au 

profit de la voie des pentoses phosphates afin de générer du NADPH. La perte de TIGAR va 

donc se traduire par une forte induction de la glycolyse (Bensaad et al., 2006; Green & 

Chipuk, 2006). 

Parallèlement à ses effets répresseurs sur la glycolyse, la protéine p53 sauvage est connue 

pour positivement réguler certains composants d'OXPHOS, en induisant notamment 

l'expression de SCO2 (Synthesis of Cytochrome c Oxidase 2assembly protein) (Matoba et al., 
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2006), protéine impliquée dans la biogenèse et l'assemblage du complexe IV de la chaîne 

respiratoire (Yang et al., 2010).  

 

IV-3-2 b) L'AMPK 

L'AMPK (5'-AMP-activated protein Kinase) semble réguler négativement l'effet Warburg. De 

ce fait, l'inactivation de l'AMPKα contribue fortement à la mise en place d'une 

reprogrammation métabolique vers la glycolyse aérobie (Faubert et al., 2013). Cette inhibition 

de la voie AMPK au cours de la reprogrammation métabolique dans le cancer serait 

principalement médiée par l'activation de la voie PI3K. Cette inactivation de l'AMPK via la 

PI3K serait à l'origine de la répression de l'expression des principaux régulateurs 

transcriptionnels du métabolisme; cette répression passerait notamment par une diminution de 

la phosphorylation, par l'AMPK, de PGC-1α (Peroxisome proliferator-activated receptor 

gama coactivator 1-alpha) sur ses thréonine 177 et sérine 538 par l'AMPK. L'originalité de 

cette étude résulte dans le fait que la reprogrammation vers la glycolyse n'est pas la résultante 

d'une régulation positive directe de l'expression et de l'activité des enzymes de la glycolyse, 

mais repose au contraire sur l'inhibition active de l'AMPK, conduisant à une diminution de 

l'expression des gènes du TCA et d'OXPHOS, à l'origine de dysfonctionnements 

mitochondriaux (Antico Arciuh et al., 2013). La perte de l'activité de l'AMPK a été observée 

dans plusieurs types de tumeurs, et joue un rôle dans leur reprogrammation métabolique, 

favorisant ainsi la croissance et la prolifération. Paradoxalement, l'activation de la voie 

AMPK pourrait également faciliter le développement tumoral en conférant une plus grande 

plasticité métabolique aux cellules cancéreuses en situation de stress (Faubert et al., 2015).  

 

IV-3-2. c) Les sirtuines (SIRT) 

Les sirtuines sont une famille d'enzymes utilisant le coenzyme NAD+. Elles sont notamment 

impliquées dans la régulation du métabolisme énergétique, l'adaptabilité au stress ainsi que 

dans la longévité et le vieillissement cellulaire; cette dernière caractéristique ayant été 

démontrée chez plusieurs organismes modèles comme la levure, le ver et la drosophile 

(Haigis & Sinclair, 2010; Chalkiadaki & Guarente, 2015). Ces enzymes ont d'abord été 

classifiées comme des histones désacétylases de classe III mais possédent en réalité de 

nombreuses autres activités biologiques: ADP-ribosylation, désuccinylation, démalonylation, 
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dépropionylation ou encore débutyrylation (Zwaans & Lombard, 2014). Leur expression est 

ubiquitaire mais elles sont plus fortement exprimées dans les tissus métaboliquement actifs 

comme le cerveau, le coeur, les muscles ou encore le foie, et agissent comme de véritables 

senseurs métaboliques au sein de la matrice mitochondriale (gonzalez Herrera, 2015). Leur 

activité revêt un caractère essentiel dans le bon fonctionnement du métabolisme 

mitochondrial, permettant d'orchestrer les réactions métaboliques en fonction du statut 

énergétique ainsi que de l'état rédox des cellules via des modifications post-translationelles 

(Cantó et al., 2009; Wu et al., 2014). A ce jour, comme illustré sur la figure 19, l'inhibition de 

trois isoformes, la 3, la 4 et la 6, sont connues pour jouer un rôle dans la reprogrammation 

métabolique des tumeurs (Schumacker, 2011; Finley & Haigis, 2012; Guarente, 2014), et 

constitueraient des cibles privilégiées pour contrecarrer la mise en place d'un phénotype de 

type Warburg dans les cellules cancéreuses, en essayant notamment de restaurer leur fonction. 

Elles permettraient, entre autres, de contrebalancer les effets de HIF1α  et de c-myc 

(Guarente, 2014). 

 

Figure 19. Implication des sirtuines dans l'effet Warburg (Guarente, 2014). 
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Ainsi, chaque voie de signalisation pourrait promouvoir des modifications métaboliques qui 

lui sont propres, en fonction du contexte cellulaire (Jang et al., 2013; Maya-Mendosa et al., 

2015; Mikawa et al., 2015). Par ailleurs, la caractérisation métabolique tumorale est d'autant 

plus difficile à réaliser que souvent, de nombreuses voies de signalisation sont simultanément 

dérégulées. La contribution respective de chacun de ses oncogènes est récapitulée sur la figure 

20 ci-dessous. 

 

 

Figure 20. Régulation du métabolisme énergétique dans les cellules cancéreuses par les 
principaux oncogènes (Soga, 2013). 

IV-4. Implication de  NHE1 dans  la reprogrammation métabolique et la survie des 
cellules cancéreuses  

Parmi les régulateurs clés du pH intracellulaire, on retrouve les systèmes d'échange 

sodium/proton. L'isoforme 1 de l'échangeur Na+/H+ (NHE1) fait partie d'une famille de 

protéines transmembranaires dont la fonction biologique principale est la régulation du pH 

intracellulaire (pHi). Son activité permet l'échange électroneutre d'un cation sodium à partir du 

compartiment extracellulaire contre un proton de l'espace intracellulaire. NHE1, dont 

l'expression est ubiquitaire, est localisée au niveau des membranes plasmiques, et comprend 

douze hélices transmembranaires, ainsi que des domaines N- et C-terminaux cytosoliques. 
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L'extrémité N-terminale ainsi que les douze hélices transmembranaires sont impliquées dans 

le transport des ions, tandis que son extrémité C-terminale constitue une véritable plateforme 

de signalisation protéique, impliquée notamment dans la régulation de l'échangeur 

(Wakabayashi et al., 1995; Lee et al., 2013). 

Le pH constitue l'une des variables physiologiques les plus importantes, influençant de 

nombreux processus cellulaires comme la prolifération cellulaire, l'activité des facteurs de 

croissance, la sécrétion de protéases, la mort cellulaire, l'activité enzymatique, le potentiel de 

membrane cellulaire, l'activité mitochondriale, le volume des cellules, la synthèse d'ADN ou 

la différenciation. Cependant, les flux de protons et leurs systèmes de régulation sont 

également fréquemment dérégulés dans le cancer, et ces régulations de l'homéostasie du pHi 

constituent un évènement précoce contribuant à la transformation cellulaire (Reshkin et al., 

2000; Alfarouk et al., 2014). En effet, les cellules cancéreuses sont caractérisées par une 

inversion du gradient de pH. Dans les cellules normales, le pHi oscille généralement entre 

6,99 et 7,05 avec un pH extracellulaire (pHe) compris entre 7,0 et 7,4. En revanche, le pH du 

microenvironnement tumoral (pHe) est généralement acide, compris entre 6,2 et 6,9, tandis 

que le pH intracellulaire (pHi) a tendance à devenir légèrement alcalin, entre 7,12 et 7,7 

(Reshkin et al., 2014). Une augmentation de l'expression et/ou de l'activité de NHE1 a été 

décrite dans de nombreux modèles de cellules cancéreuses et participe à ce changement de 

gradient de pH (Sharma et al., 2015). De plus, l'alcalinisation cytosolique résultant de 

l'activation de NHE1 au cours de la transformation néoplasique jouerait notamment un rôle 

dans le développement tumoral en favorisant l'effet Warburg (Figure 21). Il faut souligner ici 

qu'une alcalinisation du cytosol liée à l'activation de NHE1 a déjà été mise en évidence en 

réponse au B[a]P dans des cellules hépatiques (Huc et al., 2004; Holme et al., 2007), et 

pourrait contribuer à l'acquisition des différents "hallmarks" du cancer, en premier lieu l'effet 

Warburg. Cependant, ceci restait à déterminer, dans le cas des HAP en général et du B[a]P, en 

particulier. 
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Figure 21. Rôle du pH dans le développement tumoral en lien avec la reprogrammation 
métabolique (Reshkin et al., 2014). 

 

IV-4-1. Rôle de NHE1 dans la survie et la migration 

Au-delà de son rôle physiologique dans la régulation du pH intracellulaire, visant à protéger 

les cellules d'une acidification intracellulaire, NHE1 contribue également à la transformation 

maligne des cellules cancéreuses (Gatenby & Gillies, 2008). La transformation des cellules 

sous l'impulsion de différents oncogènes, a en particulier été reliée à une alcalinisation 

intracellulaire résultant de l'activation de NHE1 (Reshkin et al., 2000). Par ailleurs, cette 

activation de NHE1 lors de la transformation cellulaire va de pair avec une augmentation de la 

prolifération cellulaire in vitro, ainsi qu'une stimulation de la croissance tumorale in vivo 

(Reshkin et al., 2000). Cet effet serait à relier à une régulation du cycle cellulaire par NHE1, 

stimulant la transition G2/M (Putney & Barber, 2003). La capacité de NHE1 à promouvoir la 

survie passerait par deux voies de signalisation cellulaire distinctes. Ainsi, l'activation de 

NHE1 conduirait d'une part à l'activation de la voie de survie Akt (Wu et al., 2004; Schelling 

& Abu Jawdeh, 2008), mais pourrait également résulter de l'activation de la voie ERK 

(Mukhin et al., 2004; Pedersen et al., 2007). 
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NHE1 participe également à la migration cellulaire. Sa capacité à promouvoir l'acidité du 

milieu extracellulaire a en effet été reliée à la dégradation de la matrice extracellulaire et au 

potentiel migratoire des cellules (Stock & Schwab, 2009). NHE1 jouerait un rôle dans 

l'organisation du cytosquelette, en lien étroit avec la régulation de la forme et du mouvement 

des cellules. Cette fonction reposerait en particulier sur sa capacité à interagir avec des 

protéines ERM (Ezrin, Radixin et Moesin) de liaison à l'actine dans la matrice cellulaire 

(Denker et al., 2000), et pourrait par ce biais jouer un rôle dans la formation des points 

d'adhésion focaux, régissant ainsi le profil d'adhésion cellulaire (Denker & Barber, 2002; 

Ludwig et al., 2013). Chiang et collaborateurs (2008) ont identifié que NHE1 pouvait,  par ce 

mécanisme, participer à la migration et à l'invasivité tumorale. Ce rôle de NHE1 dans la 

migration serait notamment régulé par l'EGF (Epithelial Growth Factor) (Chiang et al., 2008). 

L'action de NHE1 sur l'invasion tumorale reposerait également sur la régulation de certaines 

MMP (Matrix MetalloProtease) (Lin et al., 2011, 2012). Enfin, il apparait que le rôle de 

NHE1 au niveau des invadopodes au cours de la migration nécessiterait une production d'ATP 

glycolytique (Nguyen et al., 2000), localisée au sein même de ces structures dans les cellules 

cancéreuses (Attanasio et al., 2011). 

IV-4-2. Lien entre NHE1 et reprogrammation métabolique dans le cancer 

Peak et collaborateurs avaient déterminé que les stimuli qui favorisaient une alcalinisation 

intracellulaire activaient dans le même temps la synthèse de glycogène et la glycolyse dans 

des cultures d'hépatocytes de rat ex vivo (Peak et al., 1992). Dès le début des années 2000, 

Reshkin et ses collaborateurs ont montré que l'alcalinisation consécutive à l'activation de 

NHE1 dans les cellules embryonnaires fibroblastiques de souris NIH3T3, stimulait fortement 

le métabolisme glycolytique. Cependant, l'inhibition différentielle de NHE1 ou de la 

glycolyse, respectivement avec le DMA (5-N,N-dimethylamiloride) ou avec le 2-DG (2-

déoxyglucose) dans la lignée de kératinocytes humains HPKIA, leur avait permis de 

démontrer que l'augmentation de la prolifération était indépendante du shift glycolytique 

observé (Reshkin et al., 2000). Plus tard, une étude transcriptomique a révélé que l'activité de 

l'échangeur NHE1 serait capable de réguler l'expression de très nombreux gènes, dont des 

gènes du métabolisme énergétique. En effet, dans les lignées stables LAPE déficientes en 

NHE1, environ 10% des gènes différentiellement régulés étaient directement liés au 

métabolisme énergétique (Putney & Barber, 2004). Le lien entre NHE1 et métabolisme serait 

très étroit puisque l'activation de NHE1 semble promouvoir la glycolyse et la prépondérance 
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d'un métabolisme de type glycolytique participe en retour à une stimulation de NHE1 via la 

production de protons. Cependant, il faut souligner ici que plusieurs transporteurs et protéines 

impliqués dans la régulation du pHi se trouvent activés dans les cellules cancéreuses 

permettant de contrecarrer cette acidification métabolique (Reshkin et al., 2014).  

L'alcalinisation intracellulaire notamment liée à NHE1, va permettre entre autres de réguler 

l'activité de nombreuses enzymes de la glycolyse. De plus, comme illustré dans la figure 22, 

le fonctionnement de nombreux processus mitochondriaux sont dépendants du pH; ainsi au 

moins dix transporteurs régulant l'activité métabolique des mitochondries requièrent une 

régulation très fine du gradient de H+ entre la mitochondrie et le cytosol (Reshkin et al., 

2014). Par ailleurs, les modifications métaboliques s'opérant des les cellules cancéreuses 

participeraient également à la mise en place du microenvironnement tumoral en perturbant le 

maintien de ce gradient (Andersen et al., 2014). 

 

 

Figure 22. Processus mitochondriaux dépendants du gradient de pH (Reshkin et al., 

2014). PIC : phosphate inorganic carrier; AAC : ADP/ATP carrier; AGC : aspartate-glutamate 

carrier; GC : glutamate carrier; UCP : uncoupling protein. 
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IV-5. Métabolisme cancéreux oxydatif et coopération au sein du microenvironnement 
tumoral 

Il est important de souligner que toutes les cellules cancéreuses ne présentent  pas un 

métabolisme glycolytique, et que plusieurs populations métaboliques différentes sont 

généralement identifiées au sein d'une même tumeur  (Obre & Rossignol, 2015; Romero et 

al., 2015). Ces différentes populations de cellules cancéreuses collaboreraient au sein du 

microenvironnement tumoral. Ainsi, d' un point de vue purement énergétique, cette symbiose 

permettrait notamment au lactate, produit dans les zones les moins vascularisées du centre de 

la tumeur, d'alimenter le TCA des cellules majoritairement oxydatives de la périphérie (cf. 

Figure 23) (Whitaker-Menezes et al., 2011). Ce mécanisme favoriserait par ailleurs 

l'angiogenèse (Payen et al., 2015). 

 

 

Figure 23. Symbiose métabolique au sein du microenvironnement tumoral (Semenza, 
2008). 
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IV-6. Cross-talk entre reprogrammation métabolique et transition épithélio-
mésenchymateuse 

En 2013, Sherbakov et ses collaborateurs ont mis en évidence que le déroulement de l'EMT 

protégeait deux lignées mammaires (HBL-100 et MCF-7) lors de conditions hypoxiques 

(Scherbakov et al., 2013). Par ailleurs, il a été montré que l'EMT induisait une 

reprogrammation métabolique dans deux lignées de cancers mammaires (MCF-7 et BT-474) 

(Kondaveeti et al., 2015). La stimulation de l'EMT semblait promouvoir l'interaction de la 

pyruvate kinase M2 avec le facteur de transcription TGIF2 (TGK-β-induced factor homeobox 

2) dans le noyau, bloquant notamment la transcription de l'E-cadhérine. Ces données 

suggèrent donc le rôle d'une protéine clé du métabolisme énergétique, à savoir la PKM2, dans 

la régulation de la voie de signalisation du TGF-β (Hamabe et al., 2014; Giannoni et al., 

2015).  

Une diminution de l'expression de la CS (citrate synthase) a également été reliée avec une 

reprogrammation métabolique de type Warburg dans des lignées cancéreuses (Lin et al., 

2012). Ainsi, l'extinction de l'expression de la citrate synthase (CS) a été décrite pour induire 

d'importantes modifications morphologiques dans diverses lignées cancéreuses humaines, via 

un processus d'EMT. Dans ces mêmes conditions, l'EMT liée à l'absence de la CS, non 

seulement augmentait fortement le potentiel de prolifération et de migration in vitro, mais 

accélérait également fortement la malignité (croissance et migration) des tumeurs in vivo chez 

la souris (Lin et al., 2012). Enfin, le lactate rejeté par les cellules hypoxiques peut être recyclé 

par les cellules normoxiques pour produire de l'ATP, mais son accumulation comme déchet 

dans le microenvironnment tumoral est aussi connu pour favoriser l'EMT, l'invasion et 

l'angiogenèse (Icard et al., 2014). 

Enfin, l'alcalinisation intracellulaire résultant de l'activation de NHE1 est décrite comme étant 

un mécanisme clé dans la transformation tumorale, nécessaire à l'acquisition et au maintien de 

la reprogrammation glycolytique, et serait tout aussi indispensable aux changements 

morphologiques observés (Reshkin et al., 2000). 

 

La régulation du métabolisme énergétique apparaît éminemment complexe, impliquant 

de nombreuses voies de signalisation. En outre, comme nous avons pu le voir, la 

reprogrammation métabolique dans le cancer est un processus déterminant dans la 

survie, la migration et l'EMT, et plus globalement dans l'acquisition du phénotype 



Page 89 sur 328 

 

cancéreux. Dès lors, la dérégulation de ces voies de signalisation par les contaminants de 

l'environnement pourrait avoir une incidence majeure sur ces mécanismes, et pourrait 

par ce biais largement contribuer à la transformation tumorale. 

IV-7. Impact des hydrocarbures sur le métabolisme énergétique 

Dès 1982, des travaux ont clairement suggéré que les mitochondries étaient des cibles 

cellulaires clés dans les processus de cancérogénèse médiés par les polluants de 

l'environnement (Backer & Weinstein, 1982). La figure 24 montre l'importance du 

compartiment mitochondrial dans la régulation du génome nucléaire. Ainsi, en ciblant la 

mitochondrie, les polluants pourraient fortement altérer toute la signalisation intracellulaire, 

en lien avec le contrôle du cycle cellulaire, les mécanismes de réparation de l'ADN mais aussi 

la régulation de la mort cellulaire (Shaughnessy, 2014). 

 

 

Figure 24. Régulation du génome nucléaire par le métabolisme mitochondrial 
(Shaughnessy et al., 2014). 
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Concernant les hydrocarbures, peu de données existent quant à leur impact sur le métabolisme 

énergétique. Il a en particulier été montré que l'expression de huit gènes nucléaires codant 

pour des protéines de la chaîne de transport d'électrons et de la phosphorylation oxydative 

était modifiée dans des échantillons de foie de souris C54BL/6 exposées à 30 µg.kg-1 de 

TCDD, un fort ligand du RAh (Forgacs et al., 2010). Au niveau hépatique, des effets 

importants de la TCDD sur le métabolisme mitochondrial ont également été recensés. L'effet 

le plus marquant était une diminution de la quantité d'ubiquinone dans des souris exposées à 

la TCDD. La déplétion en coenzyme Q mise en évidence, couplée à une augmentation de la 

respiration cellulaire, conduirait à un emballement de l'activité ubiquinol cytochrome c 

réductase au niveau du complexe III, et à une réduction du pool d'ATP intracellulaire. Ces 

effets conduiraient à terme à une augmentation du potentiel de membrane mitochondrial ainsi 

qu'à une production accrue d'ERO en lien avec des dommages de l'ADN mitochondrial. De 

façon intéressante, ces effets seraient notamment dus à un effet de la TCDD, qui diminuerait  

l'expression de la HMG-CoA réductase, un précurseur du coenzyme Q (Shertzer et al., 2006). 

Concernant le B[a]P, il a été mis en évidence des altérations de la machinerie oxydative dans 

des mitochondries issues de foies de rats traités au B[a]P (Salazar et al., 2004). Les auteurs 

ont ainsi détecté une consommation accrue en oxygène en raison d'une augmentation de 

l'expression des cytochromes b, c1 et a + a3 après seulement 48 heures d'exposition, ainsi 

qu'une entrée de calcium plus importante dans les mitochondries. Ces auteurs avaient alors 

corrélé ces modifications à une adaptation du métabolisme mitochondrial aux nouvelles 

contraintes énergétiques imposées au cours des processus de transformation néoplasique 

(Salazar et al., 2004). Il est important de signaler ici qu'une étude protéomique récente 

réalisée dans des cellules Hepa1c1c7 traitées au B[a]P suggèrent des altérations d'OXPHOS 

(Kalkhof et al., 2015). Par ailleurs, une étude chez le zebrafish traité au B[a]P, a montré une 

augmentation du nombre de copies de l'ADN mitochondrial. Les auteurs concluent malgré 

tout que les effets du B[a]P sont clairement liés à sa concentration chez le zebrafish (Kim et 

al., 2014). L'adressage mitochondrial du cytochrome P450 1B1 serait également fortement 

impliqué dans les effets mitochondriaux des HAP (Bansal et al., 2014).  

 

Dans les deux chapitres suivants, deux cibles majeures étudiées au cours de cette thèse, 

et potentiellement impliquées dans les effets mitochondriaux et la reprogrammation 

métabolique identifiés en réponse au B[a]P dans la lignée F258, seront présentées. 
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Chapitre V: le monoxyde d'azote (NO) 

V-1. Généralités 

Le monoxyde d'azote (NO), d'abord connu sous le nom d'EDRF (Endothelium-Derived 

Relaxing Factor), a été simultanément caractérisé par deux équipes en 1987 (Ignarro et al., 

1987; Palmer et al., 1987). Ce gaz est un médiateur chimique impliqué dans de très nombreux 

processus biologiques, intervenant notamment dans la physiologie du système vasculaire, 

dans l'immunité ou encore contrôlant l'activité neuronale de différentes régions du système 

nerveux central. Sa demi-vie est extrêmement faible, estimée en moyenne à moins de 5s, et 

évaluée expérimentalement entre moins d'une seconde dans un cœur perfusé de cochon d'inde, 

et plus de 30 secondes dans certains tampons (Villanueva & Giulivi, 2010).  

V-2. Les NO synthases 

V-2-1. Activité 

 Le précurseur pour la synthèse de NO est un acide aminé essentiel,  la L-arginine.  Les NO 

synthases  (NOS) sont les enzymes qui vont catalyser cette transformation via deux réactions 

successives de monooxygénation. La L-argine va ainsi d'abord être transformée en Nω-

Hydroxy -L-Arginine, qui après réduction, va être transformée en NO et L-citrulline (cf. 

Figure 25).  

 

 

Figure 25. Biosynthèse du NO à partir de la L-arginine (D'après Freire et al., 2009). 
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Cette réaction complexe nécessite que la NOS soit sous la forme d'homodimères, chacune de 

ses sous-unités étant liée à la calmoduline (CaM) au niveau de sa partie C-terminale. La 

présence de NADPH, d'oxygène, de fer, de tétrahydrobioptérine (H4B), de FAD et de FMN 

est également requise (Figure 26). 

 

Figure 26. Modèle d'activation des NO Synthases (D'après Aktan, 2004). CaM : 
calmodulin; FAD : Flavin Adenine Dinucleotide; FMN : Flavine MonoNucléotide; H4B : 

tétrahydrobioptérine. 

 

Ainsi, avant dimérisation, chaque monomère va pouvoir assurer le transfert d'électrons depuis 

le NADPH réduit vers le FAD puis le FMN. Cette activité réductase sera à l'origine d'une 

faible production d'anion superoxyde à partir de l'oxygène moléculaire (Stuehr et al., 2001). 

C'est la liaison du domaine réductase à la CaM qui va potentialiser l'activité réductase, et ainsi 

favoriser le transfert des électrons au sein du monomère (Abu-Soud & Stuehr, 1993). 

Cependant, la dimérisation est indispensable pour permettre la liaison du cofacteur H4B 

(Figure 26). En effet, les monomères ne sont pas capables de catalyser la production de NO à 

partir de la L-arginine (Klatt et al., 1996). C'est la présence d'hème qui va permettre la 

transformation de deux monomères en une unité dimérique fonctionnelle (List et al., 1996), 

assurant notamment le transfert des électrons d'un monomère à l'autre, du FMN de l'un des 

monomères vers le cofacteur héminique du second (Brunner et al., 1998). 

Après dimérisation, chaque domaine réductase est alors capable d'alimenter le domaine 

oxygénase de l'autre monomère, et ainsi de catalyser la synthèse du NO à partir de la L-

arginine. Cette synthèse met en jeu deux étapes d'oxydation successives, conformément à la 

réaction présentée en figure 27 (Stuehr et al., 2001; Freire et al., 2009). Ces modalités de 

fonctionnement sont communes aux différentes isoformes de NOS. 
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Figure 27. Fonctionnement des NO Synthase (D'après Förstermann & Sessa, 2012). 

 

Par ailleurs, d’autres modalités de synthèse du NO et de ses dérivés ont également été 

identifiées. La réduction des nitrites en NO par la eNOS en condition hypoxique a été 

suggérée (Mikula et al., 2009). Par ailleurs, de nombreuses enzymes ont été décrites comme 

pouvant générer du NO à partir du pool de nitrite cellulaire (Cf. Figure 28). Dans le cerveau, 

le cœur ou encore le foie, existerait notamment une voie biochimique intra-mitochondriale de 

production d’espèces réactives de l’azote dont le précurseur ne serait pas l’arginine. Cette 

production serait localisée au niveau de la chaîne respiratoire  (Lacza et al., 2006). 

 

 

Figure 28. Enzymes impliquées dans la réduction des nitrites en NO  

(D'après Kim-Shapiro & Gladwin, 2014). 
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Il est à noter que, dans les cellules hypoxiques, la synthèse réduite des polyamines a été 

associée à une production accrue de NO. En effet, cette diminution de synthèse permet de 

réorienter le métabolisme de l'arginine vers la production de NO. Cette modalité de 

production du NO a par ailleurs été reliée à un renforcement du métabolisme glycolytique en 

régulant notamment la PFK1 via le facteur de transcription HIF1α, favorisant ainsi la 

prolifération des cellules cancéreuses, (Keith et al., 2011; Icard et al., 2014). 

 

V-2-2. Mécanismes de régulation des NOS 

On distingue trois isoformes de NOS réparties en deux types selon que leur expression soit 

constitutive ou non.  La NOS neuronale (nNOS ou NOS1) de 161 kDa, et la NOS endothéliale 

(eNOS ou NOS3) de 133 kDa, toutes deux ayant hérité du nom du tissu au sein duquel elles 

ont été identifiées pour la première fois, sont dites constitutives; elles sont exprimées dans de 

nombreux tissus. Cependant, elles ne sont pas constitutivement actives. Ainsi, leur activité va 

fortement dépendre de la concentration intracellulaire en Ca2+, qui va positivement réguler 

l'affinité de la CaM pour ces enzymes, et par ce biais permettre leur activation. 

L'expression de la NOS2 (131 kDa) n'est quant à elle pas constitutive au sein des tissus. Celle-

ci est induite par différents stimuli (dont le LPS, le TNFα, l'hypoxie ou encore le B[a]P), et 

différentes voies de signalisation sont impliquées dans son induction. Ainsi, le promoteur de 

cette enzyme peut être activé par les facteurs de transcription AP1 (Activator Protein 1), NF-

κB, IRF1 suite à l'activation de la voie de signalisation JAK/STAT (Kleinert et al., 2004; 

Aktan, 2004). Le promoteur de la iNOS possède également un motif HRE (Hypoxia Response 

Element) qui va permettre son activation par HIF1α en condition d'hypoxie (Harris, 2002). 

Quant au gène suppresseur de tumeur p53, il est connu pour réguler négativement l'expression 

de la NOS2, et ce, dans le but de limiter l'action pro-oxydante du NO et de ses dérivés 

(Forrester et al., 1996; Ambs et al., 1998). La NOS2 est donc qualifiée d'inductible (iNOS). 

En outre et contrairement aux NOS1 et 3, la NOS2 possède une affinité basale plus 

importante pour le Ca2+. Ainsi, dès lors qu'elle va être exprimée, cette isoforme va être 

constitutivement active; la régulation de son activité n'est donc pas considérée dépendante du 

Ca2+(Mattila & Thomas, 2014). 

Malgré tout, des travaux récents semblent dresser un tableau plus complexe, avec des voies de 

régulation plus variées. Ainsi, les NOS dites constitutives pourraient voir leur niveau 
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d'expression modulé par de nombreux stimuli, alors que dans certains cas, la NOS2 pourrait 

être constitutivement exprimée (Mattila & Thomas, 2014).  

Ces trois isoformes sont exprimées dans le foie où le NO joue un rôle primordial dans la 

physiologie et le développement de pathologies associées.  

 

V-3. Rôles physiopathologiques du NO 

Les effets du NO ont été décrits comme étant ambivalents, notamment associés à la 

concentration de NO synthétisée. Cette diversité d'effets biologiques, en rapport avec la 

concentration de NO endogène, est illustrée dans la figure 29 ci-dessous. 

 

 

Figure 29. Versatilité du NO dans la régulation de la signalisation cellulaire  

(D'après Burke et al., 2013).  

 

V-3-1. Effets du NO sur la chaine de transport d'électrons  

Au delà de l'implication du NO dans les fonctions physiologiques telles que le maintien du 

tonus vasculaire, la transmission synaptique ou encore la motricité bronchique, le NO est 

aussi connu pour être un régulateur des fonctions mitochondriales. Des effets inhibiteurs du 

NO sur la respiration mitochondriale ont été identifiés pour la première fois en 1992 (Geng et 
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al., 1992). Cette propriété du NO à inhiber réversiblement la cytochrome c oxydase repose sur 

la plus grande affinité du NO, comparé à l'O2, pour  le site actif de la COX (Brown & Cooper, 

1994; Cleeter et al., 1994; Brunori et al., 2005; Sarti et al., 2012). Au-delà de son rôle dans la 

régulation physiologique et réversible de la respiration via le complexe IV, une action du NO 

sur d’autres complexes a également été décrite. Le NO est notamment capable d'inhiber le 

complexe I par S-nitrosylation, cette modalité d'inhibition pouvant durer dans le temps et être 

très délétère pour les cellules (Clementi et al., 1998). Le NO pourrait aussi inhiber 

indirectement le complexe III via la formation de peroxynitrite (Riobó et al., 2001). L'action 

du NO sur les complexes de la chaîne respiratoire est résumée sur le schéma ci-dessous 

(Figure 30). 

 

Figure 30. Action du NO au niveau de la chaîne respiratoire  

(D'après Antico Arciuh et al., 2012). 

 

V-3-2. Conséquences des effets du NO sur le métabolisme mitochondrial 

L'impact du NO sur le métabolisme mitochondrial est essentiellement lié à sa capacité à 

moduler l'activité de la COX (Erusalimsky & Moncada, 2007). Le ralentissement de la chaîne 

de transport des électrons va promouvoir la production d'anions superoxydes, principalement 

au niveau des complexes I et III. Cette production mitochondriale d'ERO va être déterminante 

pour réguler la balance survie/apoptose (Moncada & Erusalimsky, 2002). Pendant  l'inhibition 

du  complexe IV par le NO, le potentiel de membrane mitochondrial ∆Ψm est maintenu grâce 

à l'activité réverse de la F0F1ATPase. Ainsi, en présence d'un signal pro-apoptotique, 

l'inhibition de la respiration au niveau du complexe IV permet notamment de ralentir le 

déroulement de la cascade apoptotique (Beltran et al., 2000; Almeida et al., 2001). Enfin, 

lorsque la respiration mitochondriale est inhibée par le NO, la plasticité métabolique des 
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cellules serait également déterminante; en effet, selon le contexte cellulaire, le NO favoriserait 

plutôt la survie ou au contraire la mort cellulaire, en fonction du potentiel glycolytique des 

cellules concernées (Almeida et al., 2001). Cette même équipe a par la suite confirmé le rôle 

d'une telle inhibition de la respiration mitochondriale par le NO par une autre approche. En 

effet, ils ont montré que cette inhibition agissait comme un mécanisme protecteur vis-à-vis de 

l'apoptose induite par Fas, et s'opérait en amont de l'activation des caspases effectrices: la 

stimulation du récepteur Fas dans la lignée lymphocytaire humaine Jurkat entraînant une 

production précoce de NO, retardant l'activation de l'apoptose (Beltrán et al., 2002). Dès lors, 

il apparaît qu'une production de NO pourrait agir comme mécanisme de survie en retardant 

l'exécution de la mort cellulaire dans les situations de stress. 

Les conséquences immédiates du dysfonctionnement mitochondrial induit par l'inhibition de 

la respiration vont être de priver la cellule en énergie. En carence d'oxygène et d'ATP, la voie 

AMPK va être stimulée  pour réajuster au plus vite le métabolisme énergétique (Carling, 

2004; Russel et al., 2004; Young et al., 2005). Or, l'activation de cette voie par le NO a déjà 

été démontée (Quintero et al., 2006). En lien avec l'activation de la voie AMPK, le NO va 

alors simultanément stimuler l'entrée de glucose (Mu et al., 2001; Cidad et al., 2004), et 

stimuler la glycolyse (Almeida et al, 2004). L'inhibition de la COX par le NO est également 

responsable d'une libération du pool de Ca2+ mitochondrial. Cette libération de calcium serait 

susceptible de promouvoir la prolifération et la migration dans les cellules HeLa (Huang et 

al., 2014). 

Les effets physiologiques du NO passent majoritairement par une transduction du signal via 

l'activation de la guanylate cyclase soluble (sGC). C'est par cette voie de signalisation que le 

NO va réguler de nombreux processus biologiques tels que la neurotransmission, la 

vasodilatation du système cardiovasculaire ou encore l'agglutination plaquettaire. Cependant, 

cette voie est également impliquée dans la régulation du métabolisme énergétique. Ainsi, la 

synthèse endogène de NO est associée à une stimulation de la glycolyse, via l'activation de la 

voie NO/sGC/cGMP (Chang, 2015). Cependant cette voie serait d'avantage liée à une 

régulation fine de ces voies métaboliques. Dans ce contexte, un forte stimulation de la 

glycolyse par le NO serait plutôt le fruit de l'activation du facteur de transcription HIF-1α 

(Chang, 2015). 

L'augmentation du pool de cGMP via ces voies canoniques conduisent également à 

l'activation de facteurs de transcription impliqués dans la biogénèse mitochondriale: mtTFA 



 

(mitochondrial Transcription Factor A

(Clementi & Nisoli, 2005). 

 

Figure 31. Impact de la régulation du métabolisme énergétique par le NO 

dans la balance survie/apoptose (
cGMP : cyclic Guanosine MonoPhosphate

receptor gamma coactivator 1
species; AMPK : AMP-activated protein kinase
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cytoprotecteur constitutif, témoignant de l'importance

l'homéostasie cellulaire (Erusalimsky & Moncada, 2007; Finocchietto 

2015). Enfin, cette plasticité métabolique en réponse à l'inhibition du complexe IV ferait 

intervenir les processus de biogénèse et de fission mitochondriale médiés par u

de NO par la eNOS; ceci agirait

dysfonctionnement mitochondrial résultant

V-3-3. Effets promoteurs de cancer du NO

Hormis le ralentissement de la chaîne respiratoire qui pourrait promouvoir la survie

(cf. V-3-2), les contributions du NO 

vont intervenir tout au long du développement tumoral, favorisant la transformation des 

cellules, la formation de lésions néoplasiques et les processus d'angiogenèse et de métastase. 

Par ailleurs,  les mécanismes biologiques à l'origine de ces effets dé

nombreux et variés (Choudhari 

mitochondrial Transcription Factor A), NRF-1 (Nuclear Respiratory Factor

Impact de la régulation du métabolisme énergétique par le NO 

dans la balance survie/apoptose (D'après Chang, 2015). sGC : soluble Guanylate cyclase
cyclic Guanosine MonoPhosphate; PGC-1α : Peroxysome proliferator

receptor gamma coactivator 1-alpha; Cco : Cytochrome c oxydase; ROS : 
activated protein kinase; NOx : NO derivatives; HIF

inductible factor 1-alpha. 

mécanismes précédemment décrits (Figure 31), agirait comme un mécanisme 

tutif, témoignant de l'importance du métabolisme mitochondrial dans 

l'homéostasie cellulaire (Erusalimsky & Moncada, 2007; Finocchietto et al

Enfin, cette plasticité métabolique en réponse à l'inhibition du complexe IV ferait 

intervenir les processus de biogénèse et de fission mitochondriale médiés par u

de NO par la eNOS; ceci agirait comme un mécanisme de compensation 

nement mitochondrial résultant (Benard G et al., 2013).  

Effets promoteurs de cancer du NO 

Hormis le ralentissement de la chaîne respiratoire qui pourrait promouvoir la survie

du NO au développement tumoral sont multiples 

vont intervenir tout au long du développement tumoral, favorisant la transformation des 

cellules, la formation de lésions néoplasiques et les processus d'angiogenèse et de métastase. 

Par ailleurs,  les mécanismes biologiques à l'origine de ces effets délétères du NO vont être 

nombreux et variés (Choudhari et al., 2013). 
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soluble Guanylate cyclase; 
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agirait comme un mécanisme 

du métabolisme mitochondrial dans 

et al., 2009; Chang, 

Enfin, cette plasticité métabolique en réponse à l'inhibition du complexe IV ferait aussi 

intervenir les processus de biogénèse et de fission mitochondriale médiés par une production 

comme un mécanisme de compensation vis-à-vis du 

Hormis le ralentissement de la chaîne respiratoire qui pourrait promouvoir la survie cellulaire 

au développement tumoral sont multiples (Figure 32) et 

vont intervenir tout au long du développement tumoral, favorisant la transformation des 

cellules, la formation de lésions néoplasiques et les processus d'angiogenèse et de métastase. 

létères du NO vont être 
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Ainsi, le NO va tout d'abord pouvoir contribuer à la cancérogénèse du fait de son potentiel 

génotoxique, à l'origine de lésions à l'ADN (Gal & Wogan, 1996). En effet, le NO peut 

générer des espèces hautement réactives, d'où un stress oxydant et/ou nitrosant, par 

l’intermédiaire du peroxynitrite (réactions d’oxydation, de nitration et de nitrosylation 

oxydative) et du trioxide diazoté (réaction de nitrosation) (Massion et al., 2002). Par ailleurs, 

le NO pourrait aussi compromettre les mécanismes de réparation de l'ADN (Wink et al., 

1998; Felley-Bosco, 1998).  

Dès 1997, des travaux ont permis de démontrer un rôle du NO dans l'inhibition de l'apoptose 

(Kim et al., 1997). Le NO peut en effet directement inhiber l'activité des caspases effectrices 

via des mécanismes de S-nitrosylation (Chung et al., 2001; Maejima et al., 2005). Par ailleurs, 

l'inhibition des caspases pourrait être médié indirectement, via une augmentation du pool de 

cGMP (Kim et al., 1999). Le NO pourrait aussi contrecarrer les effets pro-apoptotiques de 

p53 (Cobbs et al., 2003), et bloquer la libération du cytochrome c. A ce propos, il a été montré 

dans des mitochondries isolées de foie de rat, que le NO pouvait inhiber, avec un IC50 

d'environ 11 nM, l'ouverture du PTP; ce mécanisme réversible impliquerait une inhibition de 

l'accumulation calcique mitochondriale. En revanche, à plus forte concentration, le NO 

accélérerait l'ouverture du PTP (Brookes et al., 2000). Une telle inhibition du PTP par le NO 

pourrait également faire intervenir une induction de l'expression de la protéine anti-

apoptotique bcl-2 (Chung et al., 2001) ou l'inhibition du clivage de celle-ci (Kim et al., 1998). 

La capacité du NO à diminuer la sensibilité des cellules à l'apoptose pourrait aussi passer par 

une diminution de la synthèse de céramide (Choi et al., 2002). Le monoxyde d'azote (NO) ou 

certains de ses dérivés seraient en mesure de perturber les interactions entre la caspase 9 et 

l'apoptosome, et ainsi favoriser la survie (Zech et al., 2003). Enfin, la capacité du NO à 

promouvoir la survie et la transformation, notamment des hépatocytes, pourrait également 

passer par sa capacité à réguler la survivine (Ikeguchi et al., 2002). 

L'action du NO sur le système immunitaire va constituer une autre modalité selon laquelle ce 

composé va contribuer au développement tumoral (Ohshima & Bartsch, 1994). Au même titre 

que les ERO, le NO et ses dérivés sont des molécules de premier ordre dans la régulation de la 

signalisation cellulaire (Roberts et al., 2010). Ainsi, lorsque des productions plus importantes 

de NO vont s'opérer sous l'effet d'un stress, elles vont pouvoir contribuer à l'établissement 

d'un environnement inflammatoire, propice au développement tumoral (Samadi et al., 2015).  



 

Figure 32. Contribution du NO à la progression tumorale (Fukumura
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Lien entre NO et EMT 

Un lien évident entre le niveau de NO intracellulaire et les processus de transition épithélio
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Page 100 sur 328 

 

Contribution du NO à la progression tumorale (Fukumura et al., 2006). 

Le NO est également déterminant dans la régulation de l'angiogenèse (Cooke, 2003). Un tel 

dans des modèles de carcinomes hépatocellulaires (Sun 

uvoir promouvoir les métastases (Cheng 

à l'activation de MMP 

l'inhibition de l'expression de certaines intégrines comme 

NO va plutôt exercer un 

. C'est pourquoi, au-delà de la 

vis du devenir de la 

éminemment complexe. En 

de la concentration en NO, de 

Un lien évident entre le niveau de NO intracellulaire et les processus de transition épithélio-

mésenchymateuse semble se dessiner. Pour autant, l'impact du NO sur ce processus semble 

rales par des agents 

semble les sensibiliser aux 



Page 101 sur 328 

 

stimuli pro-apoptotiques, mais semble également limiter leur potentiel métastatique en 

impactant fortement le déroulement de la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) 

(Baritaki et al., 2010; Bonavida & Baritaki, 2011). Cette propriété du NO à bloquer la mise en 

place de l'EMT a également été démontré dans des hépatocytes murins. Ainsi, la 

surexpression de la NOS inductible (iNOS) dans ces cellules bloquait les processus d'EMT 

induits par le TGF beta (Pan et al., 2009). La capacité du NO à inhiber l'EMT serait liée à une 

inhibition de l'activité de certaines protéines impliquées dans le déroulement de l'EMT, par 

des processus de nitrosylation, notamment  au niveau de NF-κB (p50), de Snail et de YY1 

(Yin Yang 1) (Bonavida & Baritaki, 2011). A l'inverse, la surexpression de la NOS inductible 

dans des cancers du sein agressifs de type basal (ER-), avait pour effet d'amplifier les 

processus d'EMT (Switzer et al., 2012). De même, parmi les cancers du sein triple-négatifs 

(TNBC), ie. les plus agressifs, pathologie pour laquelle une forte expression de la iNOS est un 

facteur de mauvais pronostic, l'inhibition chimique de la production de NO inhibait des 

facteurs de transcription impliqués dans l'EMT tels que Snail, Slug, Twist 1 ou encore ZEB1  

(Granados-Principal et al., 2015). Par ailleurs, de faibles apports exogènes en NO dans des 

modèles de cellules cancéreuses pulmonaires humaines (H23, H292 et H460), amplifiait 

significativement la résistance vis-à-vis de la mort cellulaire ainsi que le potentiel migratoire 

de ces cellules, en favorisant la transition épithélio-mésenchymateuse (Chanvorachote et al., 

2014). L'ensemble de ces données démontrent donc que le NO contribue aux processus 

d'EMT, en facilitant cette transition. 

V-4. Impact du NO vis-à-vis de la toxicité du B[a]P 

Même si les études sont rares, un rôle du NO dans la modulation du métabolisme oxydatif du 

B[a]P a été démontré. En effet, dès 1994, Stadler et collaborateurs avaient mis en évidence au 

niveau hépatique, qu'un apport de NO exogène inhibait de façon dose-dépendante l'activité 

d'au moins quatre isoformes de cytochrome P450, dont les isoforme 1A1 et 1A2. Cet effet 

résultait de la fixation du NO sur le cofacteur héminique de la protéine. Cette inhibition faisait 

également intervenir des mécanismes transcriptionnels (Stadler et al., 1994). Une autre étude, 

parue en 2005, montrait que le B[a]P induisait lui-même l'expression de la NOS2. Cette étude, 

menée sur une lignée de cellules épithéliales œsophagiques de rat (RE-149), montrait que 

cette induction de la NOS2 en réponse au B[a]P était à la fois dose- et temps-dépendante, et 

qu'elle impliquait l'activation des voies ERK et NFκB. Ceci suggérait un nouveau mécanisme 

par lequel le B[a]P pouvait manifester son potentiel cancérogène (Chen et al., 2005). Il a 
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également été montré qu'un apport exogène de NO permettait de protéger des fibroblastes 

pulmonaires humains MRC-5 vis-à-vis de l'apoptose induite par le B[a]P, et ce, en inhibant 

les voies de signalisation JNK/FasL et JNK/p53. Ce mécanisme impliquait également 

l'activation de certaines protéines anti-apoptotiques dont Bcl-2 et Mcl-1, ainsi que l'inhibition 

de l'expression de protéines pro-apoptotiques dont Bax, t-Bid, FasL ou encore certaines 

caspaces effectrices (Figure 33). Au total, ces résultats suggérant que le NO pourrait être à 

l'origine d'une voie de survie vis-à-vis de la toxicité du B[a]P (Chen et al., 2005).  

 

Figure 33. Modalités d'inhibition de l'apoptose induite par le B[a]P par le NO exogène
  (D'après Chen et al., 2005). 

 

Enfin, une étude récemment publiée fait état d'une augmentation de la production de NO dans 

la lignée humaine de kératinocytes HaCat dès 5 min d'exposition à 1µM de B[a]P. Cependant, 

dans ce modèle, la production de NO est à attribuer à la phosphorylation de la NOS3 sur les 

sérines 116 et 1177, ainsi que sur la thréonine 495. Ces effets sur la eNOS seraient liés à 

l'activation des voies de survie Akt et Erk (Bölck et al., 2014). Nous avons quant à nous 

démontré, au cours de cette thèse, que le B[a]P induisait une production de NO dans la lignée 

F258, même à faible concentration (Hardonnière et al., 2015). Dès lors, on peut imaginer que 

de plus faibles concentrations, plus représentatives des valeurs moyennes d'exposition chez 

l'homme, pourraient, de par leurs faibles toxicités, être à l'origine de modulations très fines 

des niveaux de NO endogène, et jouer un rôle majeur dans la régulation de la balance 

survie/apoptose, contribuant largement aux processus de survie. 
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Chapitre VI: ATP Inhibitor Factor 1 (IF1), l'inhibi teur physiologique de la 

F0-F1 ATPase 

Comme énoncé précédemment (cf. III-2-4.b), l'activité du complexe V est réversible. Ainsi, 

sous certaines conditions, l'activité de synthèse d'ATP de la F0F1ATPase va pouvoir être 

transitoirement substituée par une activité d'hydrolyse de l'ATP. Lorsque les conditions sont 

défavorables, manque ou absence d'oxygène, et que la force protomotrice est limitée, ce 

changement d'activité du complexe V va ainsi permettre de sauvegarder le potentiel de 

membrane mitochondriale ∆ψm en extrudant les protons à l'extérieur de la matrice 

mitochondriale, et ce, afin de maintenir l'intégrité de l'organite. Cependant, même si ce 

mécanisme est protecteur vis-à-vis des mitochondries, il va s'opérer au détriment des réserves 

d'ATP. Dès lors, même si ce mécanisme s'avère très efficace du point de vue de la 

préservation du pool mitochondrial, il n'est pas viable sur le long terme; en effet, il conduira 

inexorablement à la mort des cellules s'il est maintenu sur des périodes trop longues. Dans ces 

conditions, le peptide endogène IF1 (ATP Inhibitor Factor 1) permet de lutter efficacement 

contre ce gaspillage énergétique, en bloquant l'activité d'hydrolase de la F0F1ATPase. IF1 

constitue donc un système de protection rapide et efficace, permettant une régulation très fine 

de l'activité d'hydrolase du complexe V (Di Pancrazio et al., 2004). Il serait également 

susceptible d'inhiber l'activité de synthase de ce complexe (García-Bermúdez et al., 2015). 

Ce petit peptide mitochondrial a été identifié et purifié pour la première fois en 1963 suite aux 

recherches de Pullman et Monroy sur des mitochondries isolées de cœur de bœuf (Pullman & 

Monroy, 1963). Ce Gène a la particularité d'être hautement conservé au sein du domaine 

Eucaryote (Yamada et al., 1997; Ichikawa et al., 1999). 

IF1 est codé par le génome nucléaire par le gène ATPIF1 porté par le chromosome 1 chez 

l'homme et le chromosome 5 chez le rat. La protéine va ensuite subir des modifications post-

traductionnelles afin de générer l'une des formes matures du peptide.  On distingue ainsi trois 

isoformes distinctes de la protéine IF1 obtenues par épissage alternatif. L'isoforme 1 (Q9UII2-

1) est la plus longue, et est constituée de 106 acides aminés pour un poids moléculaire de 

12,249 kDa; elle est considérée comme la forme canonique du peptide IF1. C'est également la 

forme préférentiellement exprimée dans de nombreux tissus, notamment chez l'homme 

(Sanchez-Cernizo et al., 2010). Les isoformes 2 (Q9UII2-2) et 3 (Q9UII2-3) sont composées 

respectivement de 71 et 60 acides aminés pour des poids moléculaires de 7,912 et 6,592 kDa. 
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La demi-vie du peptide IF1 est très courte et a été estimée à environ 100 min dans la lignée 

HCT116 dérivée de  carcinome de colon humain (Sanchez-Arago et al., 2013). 

VI-1. Structure d'IF1 

La partie N-terminale  allant du 1er au 25ème acide aminé constitue la séquence d'adressage du 

peptide vers la matrice mitochondriale. Cette partie est clivée une fois le processus d'import 

terminé. Chez l'homme, on distingue différents pools d'IF1 au sein des mitochondries selon 

que la forme primaire ait été clivée après le 24, 25 ou 26ème acide aminé. La partie N-

terminale pourrait interagir avec la sous-unité  γ située au centre du domaine F1 de la 

F0F1ATPase, comme représenté dans la figure 34 (Gledhill et al., 2007; Bason et al., 2014). 

La partie intermédiaire constitue la région inhibitrice du peptide. C'est également la région 

impliquée dans l'oligomérisation du peptide. 

La partie C-terminale est quant à elle impliquée dans la dimérisation du peptide, lui 

permettant de d'associer simultanément à deux domaines F1 (Cabezón et al, 2000).  

Le site de liaison d'IF1 sur l'ATPase est représenté schématiquement sur la figure 34 ci-

dessous. 

 

Figure 34. Modèle d'interactions du peptide IF1( bleu clair) avec la F0F1ATPase 
(Adapté de Walker, 2013). 
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Figure 35. Modulation de la structure d'IF1 
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VI-2. Capacité d'IF1 à promouvoir la survie 

Plusieurs études ont rapporté que la délétion du peptide IF1 avait un impact important sur le 

maintien de l'intégrité du réseau mitochondrial, en particulier en situation de stress, et plus 

globalement sur la capacité à survivre des cellules. En effet, IF1 pourrait finement réguler les 

processus inhérents à la régulation de l'homéostasie mitochondriale (Campanella et al., 2009). 

Le knockout d'IF1 dans la lignée humaine HeLa, un modèle de cellules épithéliales utérines 

cancéreuses, a permis de confirmer son rôle dans les situations de stress. En effet, bien que la 

suppression d'IF1 ne semble aucunement délétère pour cette lignée, IF1 apparaît en revanche 

essentiel pour assurer la survie de ces cellules cancéreuses dès lors que les conditions 

deviennent défavorables, comme ont pu le démontrer Fujikawa et collaborateurs (2012), en 

générant des clones stables de la lignée HeLa dépourvus d'IF1. Ainsi, en condition d'ischémie 

induite chimiquement via un co-traitement concomitant avec du cyanure de potassium KCN 

et du 2-DG (2-deoxyglucose), l'absence d'IF1 accélère l'apparition de la mort cellulaire. Par 

ailleurs, cette même étude a également permis de démontrer que les cellules déficientes en IF1 

présentaient une sensibilité accrue au paraquat, un produit phytosanitaire puissant parmi les 

plus utilisés au monde; cet effet serait dû à une plus forte production d'ERO en l'absence d'IF1 

(Fujikawa et al., 2012). D'autres études comme celle de Nakamura et collaborateurs (2013), 

ont permis de démontrer que la suppression du gène ATPIF1 n’engendrait pas in vivo 

d’altérations morphologiques, physiologiques ou comportementales, et ne perturbait pas non 

plus le développement chez la souris (Nakamura et al., 2013). La suite de leurs investigations 

a également mis en évidence que la délétion de ce gène n’était à l’origine d’aucune 

perturbation du point de vue de l’organisation tissulaire, du flux autophagique, de la 

morphologie des mitochondries ou encore du point de vue de la synthèse d’ATP 

mitochondriale. Ceci suggère fortement que malgré sa présence ubiquitaire chez les 

Eucaryotes, la protéine IF1 n’est pas essentielle chez la souris. Ce résultat va malgré tout de 

pair avec le rôle physiologique d’IF1 puisque l’activité de ce peptide semble surtout 

primordiale dans les situations de stress. Cette équipe n’a cependant pas testé cette éventualité 

en évaluant la résistance au stress des animaux KO pour IF1 comparativement aux animaux 

sauvages. On peut donc largement entrevoir que, sans ce rôle protecteur d’IF1 à la 

mitochondrie, ces animaux pourraient être exposés à un plus haut niveau d'ERO, conduisant à 

une apparition précoce de pathologies et éventuellement subir un vieillissement prématuré. 
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VI-3. IF1 et mitochondrie 

Le maintien de l'intégrité du réseau mitochondrial, tant du point de vue structural que 

fonctionnel, est essentiel pour la survie des cellules. En cas de dépolarisation de la membrane 

mitochondriale, la F0F1-ATPase va alors modifier son activité. Comme précisé 

précédemment, cette inversion d'activité de ce complexe multienzymatique va viser à 

préserver au maximum le pool de mitochondries. La substitution de son activité d'ATP 

synthase par une activité d'ATPase va alors permettre de transloquer des protons vers la 

matrice mitochondriale afin de maintenir le potentiel de membrane mitochondrial ∆Ψm. 

Cependant, ce mécanisme va être très énergivore, comme ont pu le révéler les travaux de 

Jennings et collaborateurs, qui ont permis de mesurer la part d'ATP hydrolysé pour le 

maintien du ∆Ψm (Jennings et al., 1991). Ainsi, l'utilisation de l'oligomycine A, inhibiteur 

chimique de la F0F1ATPase, montre, dans un modèle de tissu musculaire strié issu de 

myocarde de chien soumis à des épisodes d'ischémie totale, qu'environ 35% de l'ATP total est 

mobilisé au seul maintien du ∆Ψm, et ce, pendant les premières 90 min  de l'ischémie. Par 

ailleurs, en plus de préserver le pool d'ATP intracellulaire et de ralentir sa déplétion, ces 

travaux sur l'inhibition de la F0F1ATPase laissaient également entrevoir le lien étroit avec la 

régulation du flux glycolytique puisque la glycolyse anaérobie était moins soutenue dans les 

tissus dont le complexe V était inhibé (Jennings et al., 1991).  

N'étant pas énergétiquement viable, ce mécanisme va pouvoir s'opérer sur des périodes 

relativement courtes, notamment tant que la glycolyse permet de répondre aux besoins en 

ATP nécessaire au maintien de l'intégrité mitochondriale. Physiologiquement, la cellule va 

ainsi pouvoir assurer sa survie en jugulant ce gaspillage d'ATP. Ce mécanisme fait alors 

intervenir IF1, l'inhibiteur physiologique de la F0F1ATPase. Au même titre que l'inhibition 

chimique, l'action du peptide permet de protéger les cellules lorsque l'oxygénation des tissus 

est réduite (Rouslin, 1991).  

Le niveau d'expression d'IF1 au sein des tissus  semble également avoir une incidence notable 

sur la structure des mitochondries et l'organisation du réseau mitochondrial. L'impact d'IF1 

sur cet organite pourrait cependant être fortement dépendant du modèle. Ainsi, plusieurs 

études ont mis en évidence un lien entre une augmentation du contenu mitochondrial en 

peptide inhibiteur et des modifications de l'ultrastructure du réseau mitochondrial. Les effets 

d'IF1 sur l'ultrastructure des mitochondries ont été rapportés au début des années 2000, en 

particulier grâce à sa capacité à générer des dimères de F0F1-ATPase. Ces études structurales, 
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réalisées à partir de protéines purifiées issues de cœur de bœuf, ont permis de mettre à jour 

que les dimères de F0F1-ATPase résultent d'une liaison entre les sous-unités F1, par le biais 

d'un dimère constitué de deux molécules d'IF1 du côté matriciel (Cabezon et al., 2000; 

Cabezon et al., 2003). En parallèle, certaines études vont démontrer que ces mêmes dimères 

de F0F1ATPase, en particulier les sous-unités e et g, sont impliqués dans la biogénèse de la 

membrane interne mitochondriale ainsi que dans son organisation (Paumard et al., 2002; 

Giraud et al., 2002; Arselin et al., 2004; Garcia et al., 2006; Strauss et al., 2008). En 2005, 

des études réalisées par microscopie électronique spécifiquement pour caractériser les 

mécanismes de dimérisation de l'ATPase vont révéler l'implication d'IF1 dans ce processus, et 

vont ainsi suggérer le rôle d'IF1 dans la régulation de l'ultrastructure des mitochondries, en 

lien avec l'état métabolique des cellules (Minauro-Sanmiguel et al., 2005). En 2008, 

Campanella et ses collaborateurs vont approfondir ces données in vitro dans différents 

modèles de lignées cellulaires. Leur stratégie visant à étudier l'impact du niveau d'expression 

d'IF1 sur l'ultrastructure des mitochondries, va clairement mettre en évidence le rôle de la 

protéine IF1 dans la régulation de la structure des mitochondries (Campanella et al., 2008).  

Il a été démontré, dans un modèle de cellules HeLa, qu'IF1 représentait un point de contrôle 

précoce, permettant de protéger les cellules en bloquant la cascade apoptotique induite par la 

staurosporine (STS) ou l'étoposide (ETO). Campanella  et ses collaborateurs ont récemment 

proposé que cette action inhibitrice vis-à-vis de l'apoptose, reposait essentiellement sur la 

capacité d'IF1 à réguler la dynamique mitochondriale. Ainsi, la surexpression d'IF1 dans les 

cellules HeLa, a pour effet d'augmenter la masse mitochondriale tout en  préservant la 

structure des crêtes, et ce, même en présence d'agents pro-apoptotiques. Enfin, il apparaît 

clairement dans cette étude que le niveau d'IF1 régule positivement le nombre de crêtes au 

sein des mitochondries. IF1 pourrait protéger les cellules vis-à-vis de l'apoptose en favorisant 

la formation de dimères de F0F1-ATPase, ce qui aurait pour effet de retarder 

considérablement le déclenchement de la voie intrinsèque, en bloquant le relargage du 

cytochrome c. La protection conférée par IF1 serait alors double puisqu'il permettrait 

également de prévenir la libération de Ca2+ depuis le réticulum endoplasmique (RE), en 

empêchant la fixation précoce du cyt c sur les récepteurs à l'IP3, ce qui limiterait l'influx 

calcique dans la mitochondrie, prévenant l'ouverture du PTP (Faccenda et al., 2013a, 2013b).  

Enfin, IF1 pourrait également protéger de la mort cellulaire en bloquant la translocation de 

DRP1 (Dynamin-Related Protein 1); impliqué dans la fission mitochondriale ainsi que la 

translocation et l'oligomérisation de Bax à la mitochondrie  (Faccenda et al., 2013a, 2013b).  
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Le niveau d'ERO est également lié au niveau d'expression de la protéine IF1. En effet, une 

quantité importante d'IF1 à la mitochondrie abaisserait le niveau du stress oxydant 

(Formentini et al., 2012). La faible production d'ERO qui en résulterait, agirait alors comme 

un signal puissant en mesure de favoriser la prolifération des cellules cancéreuses. 

Dès lors, il apparait qu'IF1 exerce réellement un rôle physiologique clé au sein des 

mitochondries, de par sa capacité à réguler très finement le métabolisme cellulaire, en 

particulier lorsque les cellules sont confrontées à un stress; il joue ainsi un rôle prépondérant 

dans la survie cellulaire. De nombreux travaux ont permis d'établir un lien entre la régulation 

de la phosphorylation oxydative et l'exécution de la mort cellulaire, ces deux mécanismes 

étant structurellement et fonctionnellement intégrés (Green et al., 2014). La perméabilisation 

de la membrane mitochondriale via l'ouverture du PTP constitue un point de non retour dans 

l'établissement de la cascade apoptotique. Les travaux du groupe de Paolo Bernardi ont 

permis d'identifier la nature de ce PTP, formé à partir de dimères d'ATP synthase 

mitochondriale (Giorgio et al., 2013). On peut ainsi légitimement émettre l'hypothèse d'une 

fonction annexe d'IF1 dans le contrôle de la perméabilisation mitochondriale, d'autant qu'il est 

également connu que la dynamique mitochondriale, fortement impactée par le niveau 

d'expression d'IF1, détermine la tendance naturelle d'une mitochondrie à se perméabiliser en 

réponse à un signal pro-apoptotique. 

VI-4. Contribution d'IF1 à l'acquisition du phénoty pe Warburg par les cellules 
cancéreuses 

Dès 1997, le rôle de la protéine IF1 dans la mise en place de l'effet Warburg a été suggéré. 

Les travaux de Capuano et collaborateurs ont en effet permis d'établir un lien entre la 

surexpression d'IF1 et la prépondérance d'un métabolisme glycolytique dans des 

mitochondries isolées à partir de biopsies de carcinome hépatocellulaire humain (Capuano et 

al., 1997). En 2010, Sanchez-Cenizo et collaborateurs démontraient l'implication du peptide 

IF1 dans une telle reprogrammation métabolique dans différentes cellules cancéreuses. C'est 

également la première étude qui réalise une analyse différentielle du niveau d'expression d'IF1 

entre des tissus sains et leur équivalent tumoral (Sánchez-Cenizo et al., 2010). La forte 

expression d'IF1 dans les cellules cancéreuses sera par la suite confirmée dans les lignées 

HepG2 et JHH-6 (Domenis et al., 2011). IF1 apparaît donc être une molécule clé au sein des 

mitochondries, permettant l'adaptation des cellules au stress ainsi que la survie des cellules 

cancéreuses (Yadav & Chandra, 2013). Dans ce contexte, l'équipe de José Manuel Cuezva, 



 

avait corrélé l'augmentation de l'expression du peptide IF1 avec une hyperpolarisation de la 

membrane mitochondriale dans plusieurs modèles 

ont pu associer cette hyperpolarisation de la membrane mitochondriale  à un ralentissement de 

la machinerie oxydative mitochondriale au pro

reprogrammation métabolique 

illustré dans la figure 36 (Sánchez

Figure 36. Contribution d'IF1 

(D'après 

 

Récemment, une équipe italienne a obtenu

permettant de jeter un nouveau regard sur les fonctions biologiques d'IF1 dans la lignée 

humaine d'ostéosarcome humaine 143B. Les auteurs

peptide inhibiteur à une augmentation du rendement d

respiration cellulaire. La présence d'IF1 serait alors déterminante pour

suffisant de dimères d'ATP synthase et la fonctionnalité du PTP, même si des analyse

révélé des degrés de dimérisation similaire dans les cellules déficiente

auteurs, de tels effets seraient liés à la capacité d'IF1 à promouvoir la formation des crêtes

mitochondriales (Barbato et al.

L'analyse du niveau d'expression d'IF1 

types de  cancers ciblant le colon, les poumons, les seins

plus de 90% des biopsies étudiées présentaient une forte quantité du peptide inhibiteur

comparativement, l'expression d'IF1 dans les tissus contrôles 

corrélé l'augmentation de l'expression du peptide IF1 avec une hyperpolarisation de la 

membrane mitochondriale dans plusieurs modèles cellulaires (NRK, Hepa 1

ont pu associer cette hyperpolarisation de la membrane mitochondriale  à un ralentissement de 

la machinerie oxydative mitochondriale au profit du métabolisme glycolytique, cette 

reprogrammation métabolique favorisant la survie et la prolifération de ces lignées

(Sánchez-Cenizo et al., 2010; Formentini et al., 2012). 

ontribution d'IF1 au processus de cancérogénèse 

D'après Martinez-Reyes & Cuezva, 2014). 

t, une équipe italienne a obtenu des résultats différents de ceux publiés 

permettant de jeter un nouveau regard sur les fonctions biologiques d'IF1 dans la lignée 

rcome humaine 143B. Les auteurs ont ainsi corrélé l'augmentation du 

peptide inhibiteur à une augmentation du rendement de la phosphorylation oxydative et de la 

La présence d'IF1 serait alors déterminante pour maintenir un niveau 

d'ATP synthase et la fonctionnalité du PTP, même si des analyse

révélé des degrés de dimérisation similaire dans les cellules déficientes

effets seraient liés à la capacité d'IF1 à promouvoir la formation des crêtes

et al., 2015). 

expression d'IF1 dans des cohortes de patients souffrant de différents 

types de  cancers ciblant le colon, les poumons, les seins ou encore les ovaires

plus de 90% des biopsies étudiées présentaient une forte quantité du peptide inhibiteur

omparativement, l'expression d'IF1 dans les tissus contrôles restait 

Page 110 sur 328 

corrélé l'augmentation de l'expression du peptide IF1 avec une hyperpolarisation de la 

cellulaires (NRK, Hepa 1-6 et HepG2). Ils 

ont pu associer cette hyperpolarisation de la membrane mitochondriale  à un ralentissement de 

fit du métabolisme glycolytique, cette 

ces lignées, comme 

, 2012).  

 

cancérogénèse  

des résultats différents de ceux publiés jusqu'alors, 

permettant de jeter un nouveau regard sur les fonctions biologiques d'IF1 dans la lignée 

corrélé l'augmentation du 

e la phosphorylation oxydative et de la 

maintenir un niveau 

d'ATP synthase et la fonctionnalité du PTP, même si des analyses ont 

s en IF1. Selon ces 

effets seraient liés à la capacité d'IF1 à promouvoir la formation des crêtes 

souffrant de différents 

ou encore les ovaires, a établi que 

plus de 90% des biopsies étudiées présentaient une forte quantité du peptide inhibiteur; 

 négligeable. Il a 



Page 111 sur 328 

 

cependant été observé que les tissus présentant une forte expression d'IF1 dans les conditions 

basales comme l'endomètre, les reins ou encore l'estomac, ne voyaient pas leur niveau 

d'expression d'IF1 modulé dans leur pendant cancéreux (Sánchez-Aragó et al., 2013). Cette 

étude a également permis d'établir que le cœur et le foie sont les tissus présentant la plus forte 

expression d'IF1 dans les conditions physiologiques, mais le comparatif avec un tissu 

cancéreux n'a pas été effectué pour ces organes. Les auteurs n'ont ainsi retenu que les tissus 

pulmonaires, mammaires et ovariens pour mener leur étude mécanistique. Malgré cela, ces 

chercheurs ont pu confirmer in vitro les données, et corréler la surexpression d'IF1 avec un 

flux glycolytique accrue, un plus haut niveau d'ERO générées à la mitochondrie ainsi qu'une 

résistance significative à l'apoptose. Les auteurs suggèrent qu'IF1 pourrait constituer un 

excellent marqueur  de prédiction de cancer et de risque de rechute. En effet, pour les cancers 

du sein et du colon, une faible expression d'IF1 va de pair avec un mauvais pronostic de 

survie ainsi qu'un risque plus élevé de récidive (Sánchez-Aragó et al., 2013). Une étude 

similaire sur une cohorte de patients atteints de cancers de l'estomac a quant à elle démontré 

qu'un haut niveau d'expression d'IF1 pour ce type de cancers était associé à une prolifération 

accrue des cellules cancéreuses, ainsi qu'à leur capacité migratoire et invasive (Yin et al., 

2015). Il ressort donc de cette étude qu'une forte expression d'IF1 dans des tumeurs est plutôt 

un facteur de mauvais pronostic, et son extinction aussi bien in vitro qu'in vivo semble 

fortement affecter le développement tumoral. IF1 pourrait donc constituer un excellent 

marqueur clinique, et représenter une cible thérapeutique pertinente dans le cas du cancer de 

l'estomac (Yin et al., 2015). Enfin, au niveau hépatique, une équipe chinoise s'est également 

intéressée à l'expression d'IF1 dans une cohorte de patients atteints de CHC. Ils ont pu 

identifier que l'expression d'IF1 était directement corrélée au degré d'avancement de la 

pathologie. Comme précédemment pour les cancers de l'estomac, les patients présentant  un 

tissu tumoral riche en IF1, présentait une espérance de vie moindre ainsi qu'un risque de 

rechute plus important. Une inhibition spécifique de la protéine IF1, in vivo chez l'animal, a 

montré des résultats significatifs en termes de réduction de l'agressivité des CHC, et ce, en 

limitant l'angiogénèse tumorale, ainsi que le potentiel de migration de la tumeur. Ces résultats 

soulignent donc l'intérêt d'étudier le niveau d'expression IF1 chez les patients souffrant de 

CHC, comme facteur de mauvais pronostic; ils suggèrent également qu'IF1 pourrait constituer 

une cible thérapeutique judicieuse chez ces patients (Song et al., 2014). 
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VI-5. Implication d'IF1 dans les processus de migration 

Plusieurs études ont permis d'établir un lien entre l'expression d'IF1 et les processus de 

migration et de métastase.  Notamment, une équipe chinoise a montré qu'IF1 était en mesure 

de promouvoir des processus d'angiogenèse, favorisant ainsi le potentiel métastatique des 

carcinomes hépatocellulaires. Ce mécanisme ferait intervenir une transition de type épithélio-

mésenchymateuse, avec en amont l'activation de Snai1 et du facteur de croissance de 

l'endothélium vasculaire (VEGF), qui favoriserait plus tardivement l'activation de la voie de 

signalisation NF-κB (Song et al., 2014). Une seconde étude a démontré que le knockdown 

d'IF1 était en mesure de ralentir le développement de tumeur mais également de fortement 

réduire le potentiel invasif de cette dernière à la fois in vitro dans le modèle de cellules 

cancéreuses gastriques humaines SGC-7901, mais aussi in vivo dans un modèle de 

xénogreffes sur souris nude immuno-déficientes (Yin et al., 2015).  

Par ailleurs, également en lien avec l'angiogénèse, trois études complémentaires ont identifié 

d'autres mécanismes impliquant le peptide inhibiteur IF1 dans ce processus, et qui seraient à 

même de favoriser ou d'inhiber l'acquisition d'un phénotype migratoire. Ainsi, il a été montré 

que la liaison de l'apolipoprotéine A-I (apoA-I) sur les ATPase de surface SATP, ou ecto-F1-

ATPase, stimulerait la prolifération, l'angiogenèse et le potentiel migratoire des cellules 

endothéliales progénitrices humaines (hEPC). Tout comme l'oligomycine A, un apport 

exogène du peptide inhibiteur IF1 in vitro serait en mesure de contrecarrer l'acquisition de ces 

effets en bloquant l'interaction d'apoA-I avec les ecto-F1-ATPase (González-Pecchi et al., 

2015). Enfin, cet effet inhibiteur d'IF1 vis-à-vis des SATP exprimées à la surface des cellules 

endothéliales, limiterait la production d'ATP indispensable aux processus de migration et de 

prolifération au cours de l'angiogénèse. Un tel effet d'IF1 dans la promotion des processus de 

migration cellulaire et des métastases pourrait donc être indirectement lié à sa capacité à 

bloquer la signalisation anti-angiogénique de l'angiostatine (Burwick et al., 2005; Freeman et 

al., 2011). 

VI-6. Régulation d'IF1 

Du fait de la forte implication du peptide IF1 dans l'acquisition d'un métabolisme énergétique 

de type Warburg et plus globalement dans la survie des cellules dans un nombre important de 

cancers, il semble désormais primordial de caractériser les voies impliquées dans la régulation 

de ce peptide inhibiteur. Comme suggéré par mes travaux de thèse, il pourrait également 
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constituer un excellent marqueur d'exposition vis-à-vis de certains toxiques de 

l'environnement. Une meilleure compréhension des modalités de régulation d'IF1 est donc 

fondamentale afin de permettre l'émergence de nouvelles stratégies thérapeutiques ciblant 

IF1.  Cependant, il n'existe à ce jour que peu de données sur la régulation du peptide IF1, bien 

que différents mode de régulation semblent impliqués. 

Parmi les pistes majeures, une équipe Taïwanaise a identifié le facteur de transcription HIF-1 

comme l'un des régulateurs de l'expression d'IF1. Dans cette étude, ils ont utilisé un modèle 

de sepsis induit par la méthode CLP (Cecal Ligation Puncture procedure) chez le rat 

Sprague-Dawley, ainsi qu'un modèle d'hypoxie chimio-induite par le CoCl2 (chlorure de 

cobalt (II)) sur la lignée cellulaire clone 9, une lignée épithéliale hépatique non tranformée de 

rat. Leurs résultats dans ces deux modèles semblent établir que l'activation de HIF-1α dans le 

foie permet de réguler positivement l'expression d'IF1 (Huang et al., 2011). 

Comme décrit précédemment, l'action inhibitrice d'IF1 sur la F0F1ATPase entraîne une 

hyperpolarisation de la membrane mitochondriale, associée à une production d'ERO, 

notamment sous la forme d'anions superoxydes. Cette production d'ERO va avoir pour effet 

d'activer la voie de signalisation NF-κB, favorisant alors la survie et la prolifération des 

cellules (Formentini et al., 2012). Cette étude, menée dans des modèles cellulaires de cancer 

colorectal humain (HCT116 et SW620), avait mis en évidence une activation indirecte du 

facteur de transcription NF-κB via une modulation du niveau du stress oxydant. En effet, la 

neutralisation des ERO mitochondriales au moyen de la molécule Mito Q bloquait d'une part 

l'activation de NF-κB en empêchant la phosphorylation de IκBα, et d'autre part l'activation 

transcriptionnelle de Bcl-XL. Ceci aboutissait au blocage de la prolifération et de la résistance 

vis-à-vis de l'apoptose induites par le peptide IF1 (Formentini et al., 2012). Au niveau 

hépatique, il a cependant été montré que le peptide IF1 était directement transcrit par NF-κB 

dans des hépatocarcinomes humains (Song et al., 2014). Les auteurs proposent que les 

partenaires IF1/NF-κB fonctionneraient comme une boucle de rétroaction positive qui non 

seulement amplifierait le potentiel oncogène d'IF1, mais permettrait aussi de le maintenir sur 

la durée. Un haut niveau d'expression de la protéine IF1 permettrait alors de favoriser la 

fixation de TRF1 (TNF receptor-associated factor 1) sur NIK (NF-κB-Inducing Kinase), 

supprimant les interactions entre ce dernier et le complexe TRAF2-cIAP2 (TNF receptor-

associated factor 2/Baculoviral IAP repeat-containing protein 3). Cette stabilisation de NIK, 

favoriserait alors l'activation de NF-κB, qui à son tour, régulerait transcriptionnellement le 

contenu cellulaire en IF1, accentuant ainsi graduellement son action pro-cancéreuse. Cette 
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même équipe a d'ailleurs identifié la séquence de liaison du facteur de transcription NFκB 

(GGGGTTTCCC) sur le promoteur du gène IF1 (Song et al., 2014).  

Enfin, des analyses de DDRT-PCR (Differential Display Reverse Transcription 

Polymerisation Chain Reaction) ont été effectuées sur des rats Sprague-Dawley ayant subi 

une administration soit d'un stéroïde synthétique, la PCN (prégnénolone-16alpha-

carbonitrile), soit d'un glucocorticoïde de synthèse, la dexaméthasone; ces molécules sont 

connues pour stimuler le métabolisme hépatique et favoriser l'élimination des xénobiotiques 

de par leur capacité à interagir avec le récepteur PXR (Pregnane X Receptor). L'analyse du 

niveau d'expression d'IF1 dans différents organes dont les reins, les poumons, le cœur ou 

encore les testicules, avait permis de démontrer que l'induction d'IF1 sous l'effet de ces 

molécules se limitait exclusivement au tissu hépatique. Cette étude suggére donc que le gène 

IF1 fait partie d'un panel de gènes plus vaste sous le contrôle du récepteur PXR, permettant 

ainsi de maintenir l'homéostasie cellulaire en cas de stress toxique (Jiménez et al., 2000).  

Un rôle de la protéine IEX-1 (Immediate Early response gene X-1), également rencontrée 

sous la dénomination de IER3 (Immediate Early Response 3), dans la régulation du peptide 

IF1 a aussi été suggéré. L'interaction d'IEX-1 avec la partie C-terminale du peptide IF1, entre 

les 66ème et 73ème acides aminés, pourrait compromettre la stabilité de ce dernier, et ainsi 

favoriser sa dégradation par une protéase mitochondriale encore non identifiée (Shen et al., 

2009). Par ailleurs, cette étude a également permis de mettre en évidence que les effets 

mitochondriaux d'une surexpression d'IEX-1 étaient quasi identiques à ceux observés suite à 

l'extinction du gène IF1 par des shRNA. Dans ces deux conditions, les auteurs ont pu observer 

une diminution de la production d'ERO ainsi que du ∆Ψm dans la lignée cellulaire ovarienne 

de hamster chinois CHO. Enfin, un dernier résultat très intéressant de cette étude, montre que 

l'invalidation du gène IEX-1 dans un modèle de fibroblastes embryonnaires de souris (MEFs), 

a pour effet d'amplifier la prolifération et la survie cellulaire, en lien  avec une 

reprogrammation métabolique des cellules, favorisant alors un métabolisme glycolytique  

(Shen et al., 2009). Une certaine analogie entre les induction d'IEX-1 et d'IF1 est par ailleurs à 

souligner; en effet, l'induction d'IEX-1 diminuerait également significativement la production 

d'ERO, et serait ainsi capable de conférer une protection vis-à-vis de différents stimuli pro-

apoptotiques (Shen et al., 2006). Cependant, les fonctions cellulaires d'IEX-1 semblent 

éminemment  complexes comme en témoignent les travaux de Wu et collaborateurs, montrant 

à la fois des activités pro- et anti-apoptotiques d'IEX-1 (Wu et al., 2013). Enfin, une autre 

étude récente a montré une accumulation rapide d'IF1 en présence d'un inhibiteur des 
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protéases à sérine : l'AEBSF (Fluorure de 4-(2-aminoéthyl)benzènesulfonyle), suggérant 

l'implication d'une protéase mitochondriale ATP-dépendante, peut-être Lon ou ClpXP, dans la 

dégradation d'IF1 (Sánchez-Aragó et al., 2013b).  

Un motif de liaison à la calmoduline a également été mis en évidence dans la séquence du 

peptide IF1. Celui-ci permettrait une interaction entre ces deux protéines avec une 

stœchiométrie de 1 :1. Sur le peptide IF1 d’origine bovine, la séquence 33-42 a été identifiée 

comme la région de liaison à la calmoduline (Contessi et al., 2005). Cette interaction serait à 

la fois dépendante du pH et du Ca2+. Le complexe IF1-calmoduline pourrait se former à 

l’extérieur des mitochondries. Dans ce contexte, les auteurs suggèrent que cette modalité de 

régulation d’IF1 serait plutôt impliquée dans la maturation ou l’adressage du peptide, mais 

pourrait également participer à une autre fonction cellulaire d’IF1 non encore identifiée 

(Contessi et al., 2005). 

Enfin, une étude qui vient tout juste de paraître a permis d'établir que la voie β-adrénergique 

serait aussi impliquée dans la régulation d'IF1. La stimulation de cette voie aboutit à 

l'activation de la PKA, qui phosphorylerait IF1 au niveau de la sérine 39 dans la forme 

humaine du peptide IF1. La forme phosphorylée d'IF1 ne serait alors plus capable de se lier à 

la F0F1ATPase, favorisant à la fois les activités de synthèse et d'hydrolyse de l'ATP du 

complexe V (Figure 37). Les auteurs ont par ailleurs démontré qu'IF1 se trouverait sous la 

forme non phosphorylée dans différents modèles de cancers humains, mais également en 

situation d'hypoxie, inhibant OXPHOS et stimulant en contrepartie la glycolyse et la 

prolifération. Dans ce contexte, c'est donc la forme non phosphorylée qui se fixerait sur la 

F0F1ATPase (García-Bermúdez et al., 2015).  
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Figure 37. Mode de régulation par phosphorylation du peptide IF1 par l'intermédiaire 
de la voie β-adrénergique (García-Bermúdez et al., 2015). 

 

 

IF1 émerge donc comme un acteur clé de la survie et de la transformation des cellules 

cancéreuses, favorisant la reprogrammation métabolique, l'EMT ainsi que la migration 

cellulaire. Néanmoins, rien n'est connu  pour le moment quant à une éventuelle action 

des contaminants de l'environnement sur la régulation de ce peptide inhibiteur; c'est 

pourquoi nous nous sommes attelés à évaluer les effets du B[a]P sur ce dernier. 
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Principaux objectifs de la thèse  

 

Les travaux de notre équipe avaient précédemment mis en évidence des dysfonctionnements 

mitochondriaux sous l'effet du B[a]P dans la lignée épithéliale hépatique de rat F258. Il avait 

notamment été montré que les voies NHE1 et p53 convergeaient vers la mitochondrie, 

induisant la relocalisation de l'hexokinase II (HKII) vers le cytoplasme. Ce mécanisme est 

apparu comme déterminant, puisque la libération de l'HKII de la mitochondrie était 

responsable d'un dysfonctionnement mitochondrial, à l'origine de l'apoptose (Huc et al., 

2007). Plus tard, le couple GSK3α/c-myc a été identifié comme jouant un rôle dans ce 

prcessus de relocalisation de l'HKII (Dendelé et al., 2012). Nos travaux antérieurs à cette 

thèse avaient également détecté une hyperpolarisation de la membrane mitochondriale dans 

les cellules F258 en réponse à une faible concentration de B[a]P (Huc et al., 2003). 

L'ensemble de ces données a montré que la mitochondrie était un organite cible du B[a]P dans 

notre modèle cellulaire, suggérant un possible effet de ce cancérogène sur le métabolisme 

énergétique. Dans ce contexte, l'objectif général de ma thèse a été de poursuivre l'étude des 

dysfonctionnements mitochondriaux induits par le B[a]P, notamment utilisé à une faible 

concentration, et d'analyser les conséquences sur le métabolisme énergétique dans les cellules 

F258. 

Plus spécifiquement, le premier objectif a donc visé à identifier l'origine de l'hyperpolarisation 

mitochondriale induite par le B[a]P. Nous avons pu déterminer qu'une production de NO, 

résultant de l'induction de la iNOS, était responsable de cet effet mitochondrial. De plus, nous 

montrons aussi que cette production de NO est à l'origine d'une voie de survie. Ces résultats 

ont fait l'objet de l'article 1. 

Le but du second objectif, en lien avec l'hyperpolarisation préalablement identifiée, a été 

d'analyser les perturbations métaboliques potentiellement associées. Nous avons ainsi pu 

démontrer qu'une reprogrammation métabolique s'opérait sous l'effet du B[a]P dans notre 

modèle. Ces résultats sont regroupés dans l'article 2. 

Le dernier objectif a été, toujours en lien avec l'hyperpolarisation comme point de départ, 

d'étudier les effets du B[a]P sur l'inhibiteur physiologique de la F0F1ATPase, à savoir IF1, et 

de tester son rôle dans les effets métaboliques observés. Les résultats de cette partie seront 

présentés dans l'article 3. 
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Article 1 

Benzo[a]pyrene-induced niric oxide production acts as a survival signal 

targeting mitochondrial membrane potential 

(Article publié dans Toxicology in vitro) 

 

 

Contexte scientifique de l'étude 

L’équipe avait identifié que le B[a]P induisait une hyperpolarisation de la membrane 

mitochondriale dans la lignée F258 (Huc et al., 2003). Or, une telle hyperpolarisation jouerait 

un rôle dans la progression ainsi que dans la croissance tumorale (Heerdt et al., 2006). Dans 

ce contexte, outre ses effets apoptotiques impliqués dans l’initiation et la promotion tumorale, 

le B[a]P pourrait, en ciblant la mitochondrie, également contribuer à la phase de progression.  

 

Objectifs 

Identifier l'origine ainsi que le rôle de cette hyperpolarisation mitochondriale induite par le 

B[a]P. 

 

Résumé des principaux résultats 

Nos résultas montrent que dans les cellues F258, le B[a]P est à l’origine d’une 

hyperpolarisation de la membrane mitochondrale. Nous avons ensuite pu identifier l’origine 

de cette hyperpolarisation ; elle résulte de l’activation la iNOS par une voie dépendante du 

RAh, et possiblement de p53. Enfin, nous avons pu mettre en évidence que la production de 

NO résultant de l’activation de la iNOS, agit comme un signal de survie, à même de 

contrecarrer des effets toxiques du B[a]P. Ce signal de survie pourrait faire intervenir 

l’hyperpolarisation mitochondriale. 
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Article 2 

AhR- and NHE1-related metabolic reprogramming determines the cell 

survival induced by the environmental carcinogen benzo[a]pyrene 

(Article en préparation) 

Contexte scientifique de l'étude 

Nous avons pu confirmer dans l’article 1 que le B[a]P est à l’origine d’une hyerpolarisation de 

la membranemitochondriale dans les cellules épilthéliales hépatiques F258 (Hardonnière et 

al., 2015). Par ailleurs, nous avons pu montrer dans ce travail que cette hyperpolarisation se 

manisfestait précocément, dès 24 heures, mais surtout que celle-ci perdurait tout au long de la 

cinétique d’exposition, après 72 heures d’exposition. Or, une telle augmentation de potentiel a 

été mise en évidence au cours des processsus de cancérisation (Houston et al., 2011), et serait 

associée à la reprogrammation métabolique identifiée dans les tumeurs (Hockenbery, 2010). 

D’où l’intérêt de mieux préciser l’impact du B[a]P sur la fonction énergétique mitochondriale.  

 

Objectifs 

Evaluer l’impact du B[a]P sur le métabolisme énergétique, et déterminer l’incidence d’un tel 

remaniement sur le phénotype et la survie des cellules F258. 

 

Résumé des principaux résultats 

Nous avons démontré que le B[a]P, via un processus d’EMT, modifie non seulement le 

phénotype cellulaire, mais accroît de surcroît le potentiel migratoire des cellules épithéliales 

hépatiques F258. Parallèlement à ces modifications, nous avons également mis en évidence 

que le B[a]P, via l’activation de NHE1 et du RAh, reprogramme le métabolisme énergétique, 

avec un ralentissement de la phosphorylation oxydative et une augmentation de la glyolyse.  

Une stimulation du cycle de Krebs, caractérisée une augmentation des niveaux de succinate, a 

également été mis en évidence ; celle-ci reposerait en particulier sur la dissociation du 

complexe II, et résulterait d’une acidification du compartiment matriciel. Enfin, nous avons 

pu montrer que cette reprogrammation métabolique constitue un signal de survie, susceptible 

de favoriser le changement de phénotype sous l’effet du B[a]P. 
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ABSTRACT 

Cancer cells display alterations in many cellular processes when compared to healthy cells. 

Among them, metabolic reprogramming towards glycolysis, known as the Warburg effect, 

has emerged as a core hallmark of cancer, allowing most cancer cells to survive and 

proliferate. Although contributions of environmental contaminants to cancer development are 

widely accepted, the involved mechanisms have still to be clarified. Benzo[a]pyrene (B[a]P), 

the prototype molecule of polycyclic aromatic hydrocarbons, exhibits genotoxic as well as 

carcinogenic effects; this has led the International Agency for Research on Cancer to 

recognize it as a human carcinogen. Besides the well-known apoptotic signals triggered by 

B[a]P, survival signals have also been suggested to occur, both signals likely involved in 

cancer promotion. Our previous work suggested that the B[a]P-induced mitochondrial 

dysfunctions, especially characterized by a mitochondrial membrane hyperpolarization, might 

trigger cell survival signaling in rat hepatic epithelial F258 cells. The present study therefore 

aimed at further characterizing these mitochondrial dysfunctions induced by B[a]P, by 

focusing on the energetic metabolism in B[a]P-treated hepatic cells. Our data clearly 

established that this carcinogen promotes both an epithelial-to-mesenchymal transition and 

cell migration in F258 cells; in parallel, a metabolic reprogramming was detected, with a 

decreased oxidative phosphorylation and an increased glycolysis. A stimulation of the 

tricarboxylic acid cycle leading to an increase in succinate level was also detected, likely 

involving a dissociation of mitochondrial complex II. The glycolytic shift relied on both 

NHE1 and AhR activation, and appeared to be a key feature in B[a]P-induced cell survival 

and invasion.  
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INTRODUCTION  

Metabolic reprogramming upon malignant transformation has been extensively 

studied, and the reversible metabolic shift from oxidative phosphorylation (OXPHOS) to 

aerobic glycolysis (the so-called Warburg effect) is now a core hallmark of cancer cells 

(Hanahan and Weindberg, 2011). This reprogramming allows cancer cells to survive from the 

carcinogenesis onset, notably because it most effectively supports the neoplastic proliferation 

(Kroemer and Pouyssegur, 2008).  

More recently, close interconnections between energy metabolism and cell fate have 

been reported in which mitochondria play a crucial role, notably through a number of death 

effectors and the control of organic acid balances (Green et al., 2014; Bénit et al., 2014). In 

line with this, a high mitochondrial membrane potential (∆ψm) appears to be a relevant 

marker for mitochondrial dysfunction in cancer. Such a high ∆ψm depends on the proton 

pumping (matrix to intermembrane space) associated with the electron flow through 

mitochondrial inner membrane, and the proton back transportation to the matrix via the 

F0F1ATPase with concomitant ATP synthesis. It thus represents a snapshot of mitochondrial 

functional status. Indeed, many carcinomas display high ∆ψm (Fantin et al., 2002), and cells 

with high ∆ψm appear to be more prone to form tumors (Heerdt et al., 2006; Schieke et al., 

2008). Interestingly, a high ∆ψm has been measured concomitantly to cell metabolic 

reprogramming towards glycolysis in hepatocarcinoma HepG2 cells (Sánchez-Cenizo et al., 

2010). 

Environmental carcinogens are among the various factors which might favor a high ∆ψm 

and hence metabolic reprogramming. Thus, ∆ψm increased upon the activation of the aryl 

hydrocarbon receptor (AhR) by 2,3,7,8 tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) in the mouse 

hepatoma Hepa1c1c7 cells (Tappenden et al., 2011). However, a glycolytic reprogramming 
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upon AhR activation remains to be determined. AhR is activated by several polycyclic 

aromatic hydrocarbons (PAHs) which are major environmental contaminants, notably found 

in exhaust fume, cigarette smoke and diet. The PAH prototype benzo[a]pyrene (B[a]P) 

exhibits a strong carcinogenic potential, and is classified as carcinogenic to humans by the 

International Agency for Research on Cancer (IARC). However the carcinogenicity of B[a]P 

implies various mechanisms that remain to be clarified. B[a]P, following its bioactivation via 

cytochromes P450, is genotoxic, and hence could lead to gene mutations, eg. in p53 

(Hernandez-Boussard and Hainaut, 1998). It could also favor cancer promotion step by 

conferring a selective advantage to the initiated cells, notably through the expression of 

growth factors and/or anti-apoptotic mechanisms. Death of normal cells upon B[a]P exposure 

might in addition contribute to favor the pre-neoplasic cells (Bock and Köhle, 2005). B[a]P 

can also favor metastasis via the promotion of cell migration (Ba et al., 2015) or by acting on 

the expression of extracellular matrix components (Hillegass et al., 2006). Regarding the 

impact of B[a]P on cell metabolism, we have previously shown in rat epithelial hepatic F258 

cells, that B[a]P can affect lipid metabolism (Tekpli et al., 2010), and the expression of 

hexokinase II, c-myc and GSK3 proteins (Huc et al., 2007; Dendelé et al., 2012), all known as 

controlling energy metabolism (Kotliarova et al., 2008; Soga, 2013). However, the effect of 

B[a]P, and more generally PAHs, on cell energy metabolism is so far very poorly described. 

As B[a]P exposure led to mitochondria hyperpolarization in F258 cells (Huc et al., 2003), 

possibly in relation with activation of a survival pathway (Hardonnière et al., 2015), we 

hypothesized that a glycolytic shift might occur upon B[a]P exposure.  

Due to hyperpolarization of these cells in the presence of B[a]P, the present study aims at 

testing the effects of B[a]P on the energy metabolism of F258 cells. Moreover, this cell line is 

sensitive to low concentrations of B[a]P, and thus more relevant to environmental exposure 

(Holme et al., 2007). Our study revealed a B[a]P-induced metabolic reprogramming, that 
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involved AhR and the previously identified activation of the Na+/H+ exchanger 1 (NHE1) 

(Huc et al., 2004, 2007), this reprogramming being related to an EMT-like phenotype.  
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Material and Methods  

Chemicals 

Benzo[a]pyrene (B[a]P), α-naphthoflavone (α-NF), 1-Methyl-N-[2-methyl-4-[2-(2-

methylphenyl)diazenyl]phen yl-1H-pyrazole-5-carboxamide (CH223191), cytochalasin B, 

insulin, 2-deoxyglucose and 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) were purchased 

from Sigma-Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France). N-(Diaminomethylene)-4-isopropyl-3-

(methylsulfonyl)benzamide (Cariporide) was purchased from Santa Cruz Biotechnology 

(Heidelberg, Germany). Hoechst 33342 was purchased from Life Technologies. All these 

products were used as a stock solution in DMSO; final concentration of this vehicle in culture 

medium was <0.00005% (v/v), and control cultures received the same concentration of 

vehicle as treated cultures. [3H]-2-deoxyglucose was from PerkinElmer (Boston and 

Waltham, USA). Monoclonal mouse anti-HSC70 antibody (sc-7298) and monoclonal mouse 

anti-actin antibody (sc-8432) were purchased from Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg, 

USA). Monoclonal mouse anti-E-Cadherin antibody (610404) was purchased from BD 

Biosciences (Le Pont de Claix, France). Polyclonal Rabbit anti-AhR antibody (BML-SA550) 

was purchased from Enzo Life Sciences (Lyon, France). Monoclonal mouse anti-vimentin 

antibody (M0725) was purchased from DAKO (Les Ulis, France). Secondary antibodies 

conjugated with horseradish peroxidase were purchased from DAKO (Les Ulis, France).  

Cell culture  

The F258 rat liver epithelial cell line (cf. Hardonnière et al., 2015, for further details) was 

cultured in Williams' E medium supplemented with 10% fetal calf serum and 2 mM L-

glutamine. When necessary, F258 cells were also grown in galactose media made from 

Williams'E medium deprived of glucose, and supplemented with 11 mM galactose, 10% fetal 
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calf serum and 2 mM glutamine. For this condition, F258 cells were grown in galactose 

medium for at least three passages before the experiments were conducted. The mouse 

hepatoma Hepa1c1c7 cells were grown in alpha MEM medium supplemented with 10% fetal 

calf serum and 2 mM L-glutamine. The human hepatocarcinoma HepG2 cells were cultured 

in EMEM medium supplemented with 10% fetal calf serum and 2 mM L-glutamine. Each cell 

line was grown at 37 °C under a 5% CO2 atmosphere, and treated 24 h following seeding with 

B[a]P for 24, 48 and 72 h, as previously described (Huc et al., 2004).  

Transfection and RNA interference (siRNA) protocol 

ON-TARGETplus Rat AhR siRNA SMARTpool (si AhR) and ON-TARGETplus Non-

Targeting Pool siRNA negative control (si NT) were purchased from GE Dharmacon. Basic 

Small interfering RNA (siRNA) resuspension was realized according to manufacturer's 

recommendations. Transfections of siRNA were performed in 60 mm dishes on 60% 

confluent F258 cells, in the presence of TransFectin Lipid Reagent (BioRad). Per dish, siRNA 

(100 nM) and 12.5 µl TransFectin lipid reagent were applied in a final volume of 2.5 ml Opti-

MEM. Six hours later, the medium was renewed with the current medium as described above. 

Cells were then passaged in order to be treated during exponential phase. 

Real time cell impedance measurement 

The XCelligence system was used according to the manufacturer’s instructions (Roche 

Applied Science). Briefly, 2 500 cells/well were seeded in the 96-well E-plates in Williams' E 

medium supplemented with 10% fetal calf serum, 2 mM L-glutamine. Twenty-four hours 

later, cells were treated with 50 nM B[a]P in the same medium. Cell impedance was measured 

in each well every 5 minutes for 80 hours. Impedance signals were analyzed by an integrated 

software (RTCA Analyzer), and expressed as a Cell Index value that reflects cell number, cell 
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adhesion and/or cell morphology. The changes of cell impedance between control and treated 

cells were determined by calculating the slope of the line between two given time points. 

Flow cytometry analysis of cell cycle  

After a 48h-B[a]P treatment, cells were harvested and washed with phosphate-buffer saline 

(PBS). Cell nuclei were stained with propidium iodide using the Cycle Test™ PLUS DNA 

Reagent Kit (Becton Dickinson, San Jose, CA). DNA content of 20 000 cells/analysis was 

then monitored with a FACSCalibur flow cytometer (Becton Dickinson). Analysis of the cell 

cycle parameters was performed using the Modfit software (Becton Dickinson). 

Analysis of cell migration 

Cell migration was monitored using the XCelligence system. Cells were serum starved 5 

hours before seeding in a CIM-plate. Cells were trypsinized and treated with 500 nM B[a]P in 

Williams' E medium without FCS, before seeding at 3.2 x 103 cells/well in the upper chamber 

of a CIM-plate. Williams' E medium supplemented with 10% fetal calf serum was added in 

the lower chamber of the CIM-plate. The impedance value of each well was measured every 5 

minutes for 40 hours and expressed as a CI value.  

Western blotting 

After treatment, cells were harvested and lysed for 20 min on ice in RIPA buffer 

supplemented with 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 0.5 mM dithiothreitol, 1 mM 

orthovanadate, and a cocktail of protein inhibitors (Roche). Cells were then centrifuged at 

13,000g for 15 min at 4 °C. Thirty µg of whole-cell lysates were heated for 5 min at 100 °C, 

loaded in a 4% stacking gel, and then separated by 10% sodium dodecyl sulfate–polymerase 

gel electrophoresis (SDS–PAGE). Gels were electroblotted overnight onto nitrocellulose 

membranes (Millipore). After membrane blocking with a Tris-buffered saline (TBS) solution 
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supplemented with 5% bovine serum albumin, membranes were hybridized with primary 

antibodies against E-cadherin or vimentin overnight at 4 °C, and next incubated with 

appropriate horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies for 1 h. For protein 

loading evaluation, primary antibodies against HSC70 or β-actin were used. Immunolabeled 

proteins were then visualized by chemiluminescence using the LAS-3000 analyzer (Fujifilm). 

Image processing was performed using Multi Gauge software (Fujifilm). 

Analysis of oxygen consumption and extracellular acidification rates 

F258 cells were seeded in Seahorse XF 24-well microplates (Proteigene, St Marcel, France) at 

6 000 cells/well. Twenty four hours later, cells were treated with B[a]P 50 nM or DMSO for 

48h. On the day prior to the experiment, XF extracellular flux cartridge was hydrated with XF 

calibrant overnight. After a 48h-treatment, the medium was changed to assay medium 

(unbuffered DMEM with Glucose 10mM, Glutamine 2mM and pyruvate 2mM) and kept one 

hour in a non-CO2 incubator at 37°C. The mitochondrial function test was performed with 

consecutive injections of inhibitors of the electron transport chain (ETC): oligomycin 1µM 

(inhibition ATP synthase), FCCP (Carbonyl cyanide 4-(trifluoromethoxy)phenylhydrazone) 

0.5 µM (uncoupler of the mitochondrial inner membrane, to get the maximum electron flux 

through ETC) and a mix with rotenone 1µM and antimycin A 1µM (inhibition of complex I 

and III of ETC). OCR (oxygen consumption rate) and ECAR (extracellular acidification rate) 

were measured and normalized after experiment according to protein content. Five 

independent experiments were performed. 



Page 154 sur 328 

 

Extracellular Lactate Measurement  

Cell Supernatants were collected and directly frozen after culture experiments. Quantification 

of L-lactate levels was based on two enzymatic reactions. Lactate dehydrogenase (LDH; 

Roche, Meylan, France) catalyzed the NAD+-mediated oxidation of lactate in pyruvate. A 

second reaction, using glutamate-pyruvate transaminase (GPT; Roche, Meylan, France) was 

used to shift first reaction equilibrium by transforming the entire pyruvate into alanine and α-

ketoglutarate. The amount of NADH formed was related to the quantity of lactate processed 

by these two coupled reactions. Briefly, 20 µL of each sample were added to 200 µL of 

reaction buffer (620 mM sodium carbonate, 78.7 mM L-glutamate, 0.92 mM NAD, 2 µg GPT 

and 2 µg LDH). The standard range was performed using lithium lactate (Sigma Aldrich). 96 

multiwell plates were then incubated at 37°C for 30 minutes before quantifying extracellular 

lactate production by monitoring the increase in absorbance of NADH at 355 nm on a 

spectrophotometer (SpectraMax Gemini; Molecular Devices, France). At least three 

independent experiments, performed in triplicate and normalized to their related protein 

contents, were carried out for each experimental condition. 

Substrate oxidation assays 

After a 48 hour treatment with B[a]P 50 nM,  106 isolated F258 cells were incubated for 90 

min at 37°C in 1 mL of Krebs-Ringer phosphate buffer containing 5 mM U-14C-glucose (11 

GBq/mmol, isotopic dilution 1/1000, Perkin Elmer), or 5 mM [U-14C] pyruvate (0.351 

GBq/mmol, isotopic dilution 1/250, Perkin Elmer). CO2 was recovered for 1h in 

benzethonium hydroxide after stopping the reaction with sulphuric acid 6N. The radioactive 

CO2 was counted by liquid scintillation (Ultima Gold, Perkin Elmer). 
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Mitochondria isolation and Complex II activity measurement 

Mitochondria were isolated from F258 cells treated with or without B[a]P 50 nM for 48h as 

previously described (Lemarie et al, 2011), resuspended in lysis buffer and kept at −80 °C. 

The activities of complex II were measured by spectrophotometric tests (Lemarie et al, 2011). 

Succinate dehydrogenase activity (SDH; subunits A,B) was analyzed by the reduction of 

DCPIP (dichlorophenolindophenol) in the presence of PMS (phenazine methosulfate) while 

succinate ubiquinone-reductase (SQR; subunits A-D) activity was assayed by the 

CoenzymeQ-dependent reduction of DCPIP. Briefly, for both activities, 10 µg of 

mitochondria were resuspended in 200 µL of phosphate buffer (35 mM, pH 7.3) 

supplemented with 2 mM KCN and 2 µg/mL Antimycin A (Sigma). For SDH activity, 10 mM 

succinate, 1.6 mM PMS and 40 µM DCPIP were added. For SQR activity, the mitochondrial 

suspension was combined with 40 mM succinate, 100 µM CoQ2 (Sigma C8081) and 88 µM 

DCPIP. Following a 5 min incubation at 37 °C, the absorbance at 610 nm was recorded every 

30 s during 10 min (FLUOstar Optima, BMG Labtech), monitoring the extinction of DCPIP 

at 37 °C (ε = 21 mM−1 cm−1). Results were expressed as relative activities compared to 

control cells. All the reagents and chemicals are from Acros Organics (Fisher), unless stated.  

Visualization of chromatin condensation and fragmentation by nuclear staining 

Chromatin condensation and morphological changes in the nucleus were observed after 

staining with the chromatin dye Hoechst 33342. Following treatments, cells were stained with 

50 µg/ml Hoechst 33342 in the dark for 30 min at 37 °C, and then examined under 

fluorescence microscopy (Olympus BX60, France). Total population was always ˃400 cells. 
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ATP quantification 

ATP content was evaluated using a luminescence assay kit based upon the reaction of 

luciferin with ATP in the presence of luciferase (CellTiter-Glo luminescence cell viability 

assay, Promega), according to the manufacturer’s instructions. The amount of ATP was 

proportional to the luminescent signal measured with a spectrophotometer (SpectraMax 

Gemini; Molecular Devices, France). 

Statistical analysis 

All data were obtained from a minimum of three independent experiments. They were quoted 

as mean ± SD. Analysis of variance followed by Newman–Keuls test was used to test the 

effects of B[a]P. Differences were considered significant at the level of P < 0.05. All 

statistical analyses were performed using GraphPad Prism 5.01 Software (GraphPad 

Software, San Diego, USA). 
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RESULTS  

B[a]P affects F258 cell phenotype via an EMT-like process 

We first tested the effects of 50 nM B[a]P (48h-exposure) on F258 cells in the 

presence of 25 µM antimycin A (AA) and 8 µM oligomycin A (OA), inhibitors of respiratory 

chain complexes III and V, respectively. In the absence of B[a]P, OXPHOS inhibition by 

antimycin/oligomycin led to a massive cell death (Fig. 1A). Interestingly, co-exposure of 

inhibitors with B[a]P favored cell survival, possibly due to a metabolic reprogramming 

rendering the cells less dependent on oxidative metabolism. Such a reprogramming being 

generally associated with changes in cell phenotype, we then performed measurements using 

XCELLigence technology (see Material and Methods). A faster increase in the impedance 

shown by the cell index time course, was elicited by B[a]P (50 nM) after 40h, with a 

significant increase in the slope (by about 75 %;  Fig. 1B). This could be due to either an 

increased cell proliferation or changes in cell adhesion properties (i.e. spreading). The 

different cell cycle phases at 48h were therefore studied using IP staining and flow cytometry. 

The number of cells in the G0G1 phase significantly increased with a concomitant decrease of 

these in S phase (Fig. 1C), pointing to a decrease in the proliferating cell number. Altogether, 

the cell index increase and the concomitant decreased proliferation upon B[a]P exposure 

pointed to cell spreading. 

As the above results might indicate the occurrence of an epithelia-mesenchymal 

transition (EMT)-like process upon B[a]P exposure, the protein level of known epithelial and 

mesenchymal markers was then studied (Fig. 2A). As shown by the downregulation of the 

epithelial marker E-cadherin (48h) and an upregulation of the mesenchymal marker vimentin 

(as early as 24h of treatment), B[a]P induced a shift from an epithelial to a mesenchymal  

phenotype. To further support this shift, the impact of B[a]P on the F258 cell migration 
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potential was tested with the XCELLigence technology using CIM plates (see Material and 

Methods). As shown in Fig. 2B, a marked rise of the impedance curve upon B[a]P exposure 

was detected, with a significant increase of the cell index (Fig. 2B, inset), thus indicating  that 

B[a]P augmented cell migration capacities. 

 Altogether, these results indicated the appearance of a mesenchymal-like phenotype 

associated with cell migration, upon B[a]P exposure.   

 

Glycolytic shift induced by B[a]P in F258 cells   

The effects of B[a]P on energy metabolism were next sought since a glycolytic shift 

favors both cancer cell survival (Boroughs and DeBerardinis, 2015) and EMT (Li et al., 

2015). A bioinformatics analysis was first carried out, based upon the impact of a 72h 

exposure to B[a]P 2 µM on the transcriptome of the human hepatocarcinoma HepG2 cell line 

(GSE40117, Doktorova et al., 2013). More precisely, in order to identify pathways that are 

differentially correlated with B[a]P response, we used single-sample gene set enrichment 

analysis (ssGSEA) projection as a hypothesis-generating gene set identification tool. As 

shown in Supplementary Fig. 1, the ssGSEA analysis revealed that the expression of 

OXPHOS-related gene set was globally down-regulated, in contrast to glycolysis and 

xenobiotic metabolism-related genes which were up-regulated. This therefore pointed to a 

B[a]P-induced metabolic reprogramming of hepatic cells. 

Thorough characterization of energy metabolism in F258 cells was therefore 

conducted in order to determine the impact of a low B[a]P concentration. Analysis of oxygen 

consumption rate (OCR) was thus performed using Seahorse XF24 technology. OCR 

experiments (Fig. 3A) showed a strong inhibition of basal respiration after 48h of B[a]P (50 

nM) exposure. Furthermore, the ATP-linked OCR following F0F1ATPase inhibition by 
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oligomycin A (oligo) was lower in B[a]P-treated cells compared to untreated cells. However, 

injection of the uncoupler molecule FCCP to evaluate the maximal respiration capacity did 

not show any modification between control and B[a]P-treated cells, suggesting no effect on 

complex IV activity. However, the reserve capacity appeared higher in B[a]P-treated cells. In 

this context, B[a]P-treated cells would exhibit a better capacity to consume O2 when increased 

ATP demand or during a stress. These data therefore suggested that B[a]P-treated cells might 

be more adapted to deal with other stress; this was in line with the results of Fig. 1A showing 

better survival of B[a]P-treated cells when OXPHOS was inhibited. Altogether, these data 

indicated that B[a]P led to a cell phenotype associated with a change in energy metabolism 

and cell survival. 

We next measured extracellular acidification rate (ECAR). This parameter was 

increased by B[a]P (Fig. 3B), indicating an extracellular acidification and hence a glycolytic 

reprogramming upon carcinogen exposure. As such a change in extracellular pH could 

involve an accumulation of glycolytic by-products, we finally evaluated the lactate release, a 

well-known indicator of glycolysis. As shown in Fig. 3C, this parameter was enhanced 

following a 48h-exposure to B[a]P 50 nM, with a more pronounced increase with 1 µM. Such 

a dose-dependent effect was already significant after 24 hours, and was enhanced after 72 

hours (Supplementary Fig. 2A). Note that 50 nM dimethyl-benzanthracene (DMBA), another 

known carcinogenic PAH, had similar effects as B[a]P in F258 cells (Supplementary Fig. 2B). 

It is also noteworthy that B[a]P increased extracellular lactate in two other hepatic cell lines, 

HepG2 (Supplementary Fig. 2C) and Hepa1c1c7 (Fig. 5D), with a more pronounced effect in 

the latter one. 

In total, we clearly evidenced a glycolytic reprogramming in B[a]P-treated F258 cells, 

related to a major deregulation of mitochondrial function. 
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Stimulation by B[a]P of the tricarboxylic acid cycle in F258 cells   

In order to get further insight into the effects of B[a]P on the glycolytic metabolism, 

glucose oxidation was next analyzed by measuring the 14CO2 production using 14C-glucose. 

Glucose oxidation significantly increased after a 48h-exposure to B[a]P 50 nM (Figure 4A). 

To test if the stimulation of both glucose oxidation and lactate production were linked to an 

increased glucose consumption, this uptake was evaluated using 2-deoxy-[1-3H]-glucose. As 

expected, cytochalasin B, to inhibit actin filament formation, blocked glucose uptake in F258 

cells (Supplementary Fig. 3A). However, B[a]P 50 nM (48h) remained ineffective. We then 

evaluated whether a stimulated pentose phosphate pathway might participate to the glucose-

related CO2 production presently detected. A simple way to test this hypothesis was to inhibit 

OXPHOS and to evaluate glucose oxidation. As illustrated in Fig. 4B, OXPHOS blockade by 

rotenone (ROT, 1 µM) or antimycin (AA, 1 µM) markedly prevented the B[a]P-increased 

glucose oxidation, suggesting a link with OXPHOS. However, a slight, but significant, 

increase in glucose oxidation was still detected in B[a]P-treated cells under these conditions. 

Altogether, these results suggested that B[a]P increased glucose oxidation through the 

activation of the tricarboxylic acid (TCA) cycle, which produces CO2 from glucose. To 

support this hypothesis, pyruvate oxidation was analyzed (Fig. 4C), and found to be enhanced 

already at 24h with a marked rise at 48 hours, thus pointing to a TCA cycle stimulation by 

B[a]P.  

 

Identification of the mitochondrial complex II as responsible for the TCA cycle 

stimulation in B[a]P-treated F258 cells   

Based upon the above results indicating a B[a]P-induced decrease in oxygen consumption 

along with an increase in both glucose and pyruvate oxidation, we then hypothesized that 



Page 161 sur 328 

 

B[a]P exposure might result in an uncoupling effect between TCA cycle and OXPHOS. The 

respiratory chain complex II has been previously shown to be responsible for such an 

uncoupling, thereby leading to superoxide anion (O2
.-) production (Hwang et al., 2014). As 

O2
.- production was detected upon B[a]P exposure in F258 cells (Huc et al., 2006), we thus 

decided to evaluate the two complex II-related activities: the SQR (succinate:ubiquinone 

oxidoreductase) and SDH (succinate dehydrogenase) activities. Fig. 4D shows that a 48h-

treatment to B[a]P 50 nM significantly decreased the SQR activity (by ∼25% compared to 

control), without any effect on SDH activity. Under our experimental conditions, no change in 

complex I activity was detected (Supplementary Fig. 3B). As a mitochondrial matrix 

acidification can be responsible for such effects on complex II (Lemarié et al., 2011), matrix 

pH was analyzed and found to decrease upon B[a]P (50 nM, 48h) exposure (by about 1.5 pH 

unit); as expected, the uncoupling agent FCCP induced an even more pronounced matrix 

acidification (Supplementary Fig. 3C). An increase in succinate concentration can result from 

complex II inhibition (Albayrak et al., 2003; Hwang et al., 2014; Wojtovich et al., 2013). Fig. 

4E clearly shows that B[a]P (50 nM, 48h) significantly enhanced this concentration while 

decreasing the fumarate one, further confirming the B[a]P effects on complex II. 

 

Role for AhR and NHE1 in B[a]P-induced metabolic reprogramming in F258 cells 

We next tested if CYP-related B[a]P metabolism was involved. As illustrated in Fig. 

5A, α-naphthoflavone (NF), a known CYP metabolism inhibitor, fully prevented the B[a]P 

(50 nM, 48h)-induced lactate release. Based upon the fact that α-naphthoflavone is known 

also to inhibit AhR which is activated by several PAHs, including B[a]P, and as AhR is not 

involved in the regulation of B[a]P metabolism in F258 cells (due to a constitutively high 

CYP1B1 expression; Tekpli et al., 2010; Hardonnière et al., 2015), a possible role for AhR in 
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the glycolytic shift was tested. First, using TCDD (10 nM, 48h), a strong AhR ligand and 

activator, we evidenced an increase in lactate release in F258 cells, even though this increase 

was less, compared to B[a]P (Fig. 5B). By silencing AhR through a siRNA approach, we 

found that this receptor was involved in the B[a]P-elicited effects on lactate release in F258 

cells. Indeed, besides markedly inhibiting AhR expression (Hardonnière et al., 2015), siAhR 

treatment significantly prevented the B[a]P (50 nM, 48h)-induced increase in lactate release 

(Fig. 5C). Taken together, these observations suggest a role for AhR in the metabolic 

deregulation induced by B[a]P.  

We previously found that B[a]P metabolism activated an NHE1 pathway in F258 cells 

(Huc et al., 2004, 2007). As NHE1 is known to regulate both cell energy metabolism 

(Fidelman et al., 1982; Peak et al., 1992) and complex II activities (Lemarie et al., 2011), we 

therefore tested its possible involvement in the B[a]P-induced glycolytic shift. By using 

cariporide (10 µM) to inhibit NHE1 activity, we demonstrated that NHE1 was involved in this 

metabolic shift since no significant change in lactate release was observed upon 

B[a]P/cariporide co-exposure, as compared to control (Fig. 5A). Similar results were obtained 

in Hepa1c1c7 cells (Fig. 5D), in which B[a]P also activated NHE1 (Holme et al., 2007). In 

order to test whether NHE1 might also be involved in the TCA cycle stimulation, glucose 

oxidation was measured in presence of cariporide, and the increase upon B[a]P (50 nM, 48h) 

was fully prevented by this inhibitor (Fig. 5E). Altogether these results point to a role for the 

B[a]P-activated NHE1 pathway in metabolic reprogramming. 
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Role for the B[a]P-induced glycolytic shift as a survival signal in F258 cells 

The role for the glycolytic shift in the phenotypic responses to B[a]P was finally 

tested. We thus evaluated the impact of B[a]P on cell death when glycolysis was prevented. 

To do so, cells were forced to rely on OXPHOS by substituting glucose by galactose in 

culture medium (Marroquin et al., 2007; Weber et al., 2002). In order for the cells to adapt to 

this change of metabolic substrate, they were cultured in presence of galactose for at least 3 

passages before B[a]P (50 nM or 1 µM, 72h) exposure. Under these conditions, no significant 

change was recorded in the intracellular ATP level compared to glucose conditions, in the 

absence of any treatment; furthermore, the effects of B[a]P on ATP level appeared not to rely 

on the medium substrate (Fig. 6A). As expected, we found that the replacement of glucose 

with galactose fully blocked the B[a]P (50 nM or 1 µM, 48h)-induced lactate release (Fig. 

6B). Inhibiting glycolysis significantly increased the B[a]P-induced cell death, especially for 

B[a]P 50 nM (Fig. 6C).  

Altogether, these results therefore point to glycolytic reprogramming as responsible 

for a survival signal in B[a]P-treated cells. 
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DISCUSSION 

 High intrinsic ∆ψm appears to be a shared feature of many cancer types, and is linked 

to their degrees of aggressiveness (Heerdt et al 2006; Fantin et al., 2002). But little is known 

about its pathophysiological origin. We thus hypothesized that such a mitochondrial alteration 

might result from exposure to environmental carcinogens. In support to such a hypothesis, 

suffice it to say that an ever increasing number of environmental toxicants has been reported 

to target mitochondria (Meyer et al., 2013). Regarding more specifically AhR activators, it is 

noteworthy that TCDD, a well-recognized strong AhR activator, was shown to regulate eight 

nuclear encoded mitochondrial genes involved in electron transport chain and oxidative 

phosphorylation (Forgacs et al., 2010), and to trigger mitochondrial hyperpolarization 

(Tappenden et al., 2011). In this context, chronic exposure to toxicants targeting AhR could 

thus participate to cell transformation by sustainably increasing ∆ψm. In line with this, we 

previously demonstrated that B[a]P increased ∆ψm in F258 cells (Huc et al., 2003, 

Hardonnière et al., 2015). Similarly, a mitochondrial hyperpolarization was observed in low 

dose bisphenol A-treated HepG2 hepatocarcinoma cells (Huc et al., 2012). As a link between 

high ∆ψm and metabolic reprogramming was previously proposed (Sánchez-Cenizo et al., 

2010), the present study was thus dedicated to analyzing the energy metabolism upon a low 

dose B[a]P exposure of F258 cells. Despite some literature indicating a possible effect of 

B[a]P on glycolysis (Rády et al., 1980; Hooven and Baird, 2008) or OXPHOS (Salazar et al., 

2004), the metabolic reprogramming and its role in the cell response induced by 

environmental carcinogens remain to be explored for B[a]P as for many other environmental 

contaminants (Robey et al., 2015). Here we show for the first time that exposure to a low 

concentration of B[a]P can lead to a Warburg effect in hepatic cells (three different cell lines). 

It is worth emphasizing that DMBA, another PAH carcinogen, and TCDD were also presently 

shown to enhance lactate release. Therefore, such a metabolic reprogramming might provide 
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new insights into the carcinogenic process elicited by aromatic hydrocarbons, since the 

Warburg effect is a core hallmark of cancer cells (Hanahan and Weindberg, 2011). 

 Besides the glycolytic shift, a stimulation of the TCA cycle also occurred, with an 

increase in both glucose and pyruvate oxidation. The fact that oxygen consumption was 

markedly decreased under our experimental conditions suggested an uncoupling between 

TCA cycle and respiratory chain at the level of mitochondrial complex II. Such an uncoupling 

was supported by our data showing a decrease in the complex II SQR activity with no change 

in the SDH activity. Also note that a high ∆ψm has previously been related to OXPHOS 

uncoupling, leading to a reduced oxygen consumption (Kadenbach, 2003). Recent proteomics 

analysis in Hepa1c1c7 cells reported effects of B[a]P on both glycolysis and TCA cycle, 

especially at early time points (Kalkhof et al., 2015). However, these findings were obtained 

with a higher concentration of B[a]P (5 µM), and were only based on protein expression, 

unlike our study which dealt with metabolite levels and enzyme activities. Moreover, in 

contrast to our data, these authors described a decrease in glycolysis and an increase in 

OXPHOS level following a 24h-treatment. These differences might stem either from different 

cell phenotypes since Hepa1c1c7 cell are hepatoma cells whereas F258 cells are 

spontaneously transformed cells, from differences in B[a]P metabolism (Holme et al., 2007), 

or from the tested concentrations. With respect to this latter hypothesis, it is worth noting that 

an enhanced lactate production in Hepa1c1c7 cells was presently found upon a 48h-exposure 

to 50 nM or 1 µM B[a]P; besides, our ssGSEA analysis using data obtained from B[a]P (2 

µM)-treated HepG2 cells for 72h were in line with our present data (i.e. decreased OXPHOS 

and increased glycolysis). Regarding the origin of the complex II dysfunction, the 

mitochondrial matrix acidification evidenced in our present work might be involved, as 

previously shown following anticancer drug exposure (Lemarié et al., 2011).  
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 We previously demonstrated that NHE1 was activated following B[a]P metabolism in 

F258 cells, thus leading to an intracellular alkalinization (Huc et al., 2004, 2007). As NHE1 

activation has been involved in cell malignant transformation, notably by regulating the 

glycolytic shift through an intracellular alkalinization (Reshkin et al., 2000), NHE1 inhibition 

by cariporide was tested toward the B[a]P-increased lactate release. NHE1 activation was thus 

found to be required for the glycolytic shift in F258 and Hepa1c1c7 cells, in which B[a]P 

induced an alkalinization (Holme et al., 2007; Huc et al., 2004, 2007). This is in line with the 

fact that cytosolic alkalinization has been already shown to stimulate glucose utilization in 

cultured hepatocytes (Peak M et al., 1992). This role of NHE1 in B[a]P-induced glycolytic 

shift might stem from the known pH-dependent regulation of glycolytic enzyme activities like 

phosphofructokinase (Alfarouk et al., 2014; Reshkin et al., 2014). It is worth emphasizing 

here that an increased activity of hexokinase, phosphofructokinase, pyruvate kinase and 

lactate dehydrogenase was found in lung of B[a]P-treated mice (Rády et al., 1980). In the 

present study, NHE1 was also found to control the B[a]P-increased glucose oxidation. A role 

for active NHE1 in upregulating glucose oxidation and the TCA cycle rate has been 

previously reported in heart from NHE1 transgenic mice, thereby participating in the 

prevention of the ischemia-reperfusion injury (Mraiche et al., 2011). Under our conditions, 

one might then propose an effect of pH on enzyme activities involved in TCA cycle. Besides 

NHE1, our results also pointed out a role for AhR in the glycolytic shift. As this receptor was 

previously found to be responsible for membrane remodeling and hence NHE1 activation 

(Tekpli et al., 2010, 2012), one might then propose an AhR action on the glycolytic shift via 

an effect on NHE1 activity. Other possibilities might be through the previously described role 

of AhR on ∆Ψm (Tappenden et al., 2011), or on glucose metabolism enzyme expression (Sato 

et al., 2008).  
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 A strong toxicity of OXPHOS inhibitors was observed in the absence of B[a]P, 

suggesting that under normal conditions, F258 cell mitochondria were fully functional. 

Treatment with B[a]P (50 nM) interestingly allowed cell to survive under these conditions of 

OXPHOS inhibition; this thus suggested that this carcinogen was favoring a cell adaptation 

and a metabolic plasticity that confer a better energetic phenotype in order to survive under 

deleterious conditions. As demonstrated in our study, B[a]P did induce both an increased 

glycolysis and a stimulation of the TCA cycle. The B[a]P-induced Warburg effect was found 

to favor cell survival since F258 cells forced to rely on OXPHOS (replacement of glucose by 

galactose) became more sensitive to the B[a]P toxic action, despite similar intracellular ATP 

concentrations. Protection afforded by glycolysis has been interestingly seen only with the 

low dose of B[a]P; this thus suggested that for higher concentrations, pro-survival signals 

might be overwhelmed by death signals, despite higher lactate levels. It is noteworthy that a 

faster induction of cell death was observed in F258 cells with higher B[a]P concentration 

(Huc et al., 2004). How glycolysis initiates a survival pathway under our conditions remains 

to be investigated. One clue might come from the pentose phosphate pathway. Indeed, even 

though this pathway seems rather weakly induced under our conditions, it might be sufficient 

to increase intracellular levels of glutathione or of reducing equivalents such as NADPH 

(Bolaños et al., 2010), thereby limiting the oxidative stress reported upon B[a]P exposure 

(Gorria et al., 2006). Another possibility might rely on the stimulation of the TCA cycle due 

to mitochondrial complex II dysfunction. Indeed, inhibition of the complex II SQR activity 

has been previously shown to increase the succinate level; this can then favor cell survival 

notably by activating the hypoxia-inducible factor-1α (HIF-1α) transcription factor (Selak et 

al., 2005). Based upon the fact that succinate level increased upon B[a]P, one might then 

suppose an activation of HIF-1α with resulting glycolysis stimulation (Parks et al., 2013). 

Complex II dysfunction has also been related to mitochondrial ROS production, with either 
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“deleterious ROS” or “signaling ROS”, supporting either cell death or survival, respectively 

(Dröse, 2013). As mitochondrial O2
.- production was previously found in exposed F258 cells 

(Huc et al., 2006), one might have then supposed a role for O2
.- in triggering survival 

pathways; however, it is noteworthy that the use of anti-oxidant molecules prevented B[a]P-

induced cell death, thus pointing to “deleterious” rather than “signaling” ROS (Huc et al., 

2004, 2006, 2007). In this context, complex II dysfunction might play an ambivalent role, in 

both survival and cell death, upon B[a]P exposure. Regarding cell phenotype, it is noteworthy 

that a recent work has shown that chronic exposure to low concentrations of B[a]P did not 

alter hepatocarcinoma cell growth but promoted cell migration and invasion both in vitro and 

in vivo (Ba et al., 2015). The fact that we observed both a glycolytic shift-supported survival 

and an EMT under our experimental conditions might thus indicate a link between these two 

phenomena, as already reported (Jiang et al., 2015). This link will have to be further explored. 

Nevertheless, NHE1 inhibition was presently found to prevent both the B[a]P-induced 

glycolytic shift and cell migration (Supplementary Figure 4A), even though no effect on cell 

spreading-related cell index, nor on EMT markers was observed (Supplementary Figure 4B, 

C). 

In conclusion, we have evidenced here that B[a]P exposure can trigger the cancer 

related metabolic hallmark, to support hepatic cell survival, ultimately leading to 

modifications of cell phenotype and migration. We therefore assume that such effects might 

also participate to the already well described carcinogenic potential of B[a]P. 
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FIGURE LEGENDS 

 

Fig.1. Effects of B[a]P on cell phenotype and cell cycle in F258 cells. Cells were treated or 

not with B[a]P 50 nM. (A) Overall cell integrity was evaluated by optical microscopy (x74 

magnification) following 48 hours of co-treatment with antimycin A (AA, 25 µM) 

/Oligomycin A (OA, 8 µM) to inhibit OXPHOS, in presence or not of B[a]P (50 nM). (B) 

Cell attachment and spreading was analyzed by monitoring impedance of the cell monolayer 

with XCELLigence technology. The inset histogram plots the slope of cell index measured in 

presence or not of B[a]P. N = 5 independent experiments. (C) Impact of B[a]P on cell cycle 

progression was evaluated by flow cytometry following IP staining. Number of independent 

experiments ≥3 for all conditions. *p<0.05, **p<0.01,***p<0.001. DMSO vs B[a]P-treated 

cells. 

Fig.2. B[a]P triggers an EMT-like process and increases migratory potential in F258 

cells. (A) E-cadherin and vimentin protein levels were analyzed by western blotting after 24 

and 48 of B[a]P treatment (50 nM or 1 µM). (B) Cell invasion and migration assays were 

monitored using XCELLigence technology from B[a]P (500 nM)-treated cells. The inset 

histogram plots the slope of cell index measured in presence or not of B[a]P. Number of 

independent experiments ≥3 for all conditions. *p<0.05: DMSO vs B[a]P-treated cells.  

Fig.3. B[a]P induces a metabolic reprogramming towards glycolysis in F258 cells. Impact 

of B[a]P (50 nM, 48h) on oxygen consumption rate (OCR; A) and extracellular acidification 

rate (ECAR; B) was analyzed in F258 cells, using XF Cell Mito Stress Test Kit on Seahorse 

XF24 technology. (A) Oligo: oligomycin A; AA: antimycin A. (B) OCR values were plotted 

as a function of ECAR values in order to identify the metabolic profile of F258 cells exposed 

to B[a]P as compared to control (DMSO). (C) Extracellular lactate release was measured 
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following a 48h-exposure to B[a]P (50 nM or 1 µM). Number of independent experiments ≥3 

for all conditions. ***p<0.001: DMSO vs B[a]P-treated cells, unless otherwise plotted. 

Fig.4. B[a]P is responsible for TCA cycle enhancement by targeting mitochondrial 

complex II in F258 cells. (A-C) Effects of B[a]P (50 nM, 48h) on substrate oxidation (A,B: 

glucose; C: pyruvate) were evaluated by quantifying transfer of 14C from substrates to CO2. 

(B) Impact of OXPHOS inhibitors (ROT: rotenone, 1 µM; AA: Antimycin A, 1 µM) on the 

B[a]P (50 nM, 48h)-induced increase of glucose oxidation level. (D) Effects of B[a]P on the 

enzymatic activities of complex II. F258 cells were treated with B[a]P (50 nM, 48h) and 

mitochondria were isolated. The SQR (succinate coenzyme Q oxidoreductase) and SDH 

(succinate dehydrogenase activity) activities of complex II were assessed by specific assays, 

as desribed in Material & Methods. Results, expressed as mean ± SEM of five independent 

experiments, represent Complex II relative activities compared to the related control cells. 

*p<0.05 compared with the related control. (E) Effects of B[a]P on fumarate and succinate 

levels were determined. Number of independent experiments ≥3 for all conditions. 

*p<0.05,***p<0.001: DMSO vs B[a]P-treated cells, except for (B) inhibitor vs 

B[a]P+inhibitor-treated cells 

Fig.5. Metabolic reprogramming upon B[a]P exposure involved both AhR and NHE1 

pathways. (A) To test the role of B[a]P metabolism and NHE1 in glycolytic shift, F258 cells 

were pre-treated for 1h with chemical inhibitors, α-naphtoflavone (NF) (10µM) or cariporide 

(Cari) (10 µM), respectively, prior to co-exposure to B[a]P (50 nM, 48h). Following 

treatments, extracellular lactate release was monitored. (B) Effects of AhR activation by 

TCDD (10 nM, 48h) on the extracellular lactate release in F258 cells; the effects of B[a]P 

were plotted for comparison. (C) Effects of AhR inhibition using siRNA strategy on the 

extracellular lactate release in B[a]P (50 nM, 48h)-treated F258 cells. SiNT: non targeting 

SiRNA; SiAhR: AhR targeting siRNA. (D) Effects of NHE1 inhibition by cariporide (10 µM) 
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on the B[a]P (50 nM or 1 µM, 48h)-induced extracellular lactate release in Hepa1c1c7 cells. 

(E) Effects of NHE1 inhibition by cariporide (10 µM) on the B[a]P (50 nM, 48h)-elicited 

increase in glucose oxidation quantified by the release of radiolabelled CO2 in F258 cells. 

Number of independent experiments ≥3 for all conditions. *p<0.05, **p<0.01,***p<0.001: 

DMSO vs B[a]P-treated cells, unless otherwise quoted. 

Fig.6. The glycolytic reprogramming occurring upon B[a]P exposure acts a survival 

signal in F258 cells. Cells were forced to rely on OXPHOS pathways by substituting glucose 

by galactose in culture medium.  Cells were cultured under these conditions for at least 3 

passages before starting the experiments. (A) ATP levels following B[a]P (50 nM or 1 µM; 

72h) treatments were compared  between glucose and galactose conditions. (B) Extracellular 

lactate release was evaluated under galactose or glucose conditions in the presence or not of 

B[a]P (50 nM or 1 µM, 48h). (C) B[a]P (50 nM or 1 µM, 72h)-induced cell death was 

analyzed by counting cells with fragmented or condensed chromatin following Hoechst 33342 

staining, in galactose or glucose media. Number of independent experiments ≥3 for all 

conditions. *p<0.05,***p<0.001: DMSO vs B[a]P-treated cells, unless otherwise quoted. 
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SUPPLEMENTARY FIGURE LEGENDS 

Figure S1: ssGSEA analysis of the metabolic shifts induced by B[a]P in the human 

hepatocarcinoma HepG2 cell line. Heatmap of ssGSEA score of the 

published microarray dataset GSE40117 (Doktorova et al., 2013) showing the metabolic shift 

signatures affected by B[a]P (2 µM, 72h) exposure. 

Figure S2. (A) Kinetic effect of B[a]P (50 nM or 1 µM) on the extracellular lactate release 

analyzed in F258 cells. (B) Effect of another well-known carcinogenic PAH, 

dimethylbenzanthracene (DMBA; 50 nM, 48h), on the extracellular lactate release analyzed in 

F258 cells. (C) Extracellular lactate release in response to B[a]P (50 nM or 1 µM, 48h) was 

measured in HepG2 cells. Number of independent experiments ≥3 for all conditions. *p<0.05, 

**p<0.01,***p<0.001: DMSO vs B[a]P-treated cells, unless otherwise quoted. 

Figure S3. (A) Impact of B[a]P (50 nM, 48h) on glucose uptake in F258 cells. Glucose 

uptake was measured as described in Supplementary Material and Methods. Cytochalasin B 

(CB) was used to inhibit glucose uptake. (B) Effects of B[a]P (50 nM, 48h) exposure on 

complex I activity in F258 cells. (C) Impact of B[a]P (50 nM, 48h) on mitochondrial matrix 

pH. This pH was ratiometrically monitored by flow cytometry using two mitochondrial 

plasmids coding for fluorescent subunit 8A of the cytochrome c oxidase. FCCP was used as a 

positive control of mitochondrial matrix acidification. Number of independent experiments ≥3 

for all conditions. ***p<0.001: DMSO vs B[a]P-treated cells, unless otherwise quoted. 

Figure S4. Effects of NHE1 inhibition on the B[a]P-induced changes in cell phenotype. (A) 

To test the role of NHE1, F258 cells were pre-treated for 1h with the specific NHE1 inhibitor 

cariporide (Cari) (10 µM), and then co-treated with B[a]P 500nM. Cell migration was 

analyzed using XCelligence methodology, as described in Material and Methods. The cell 

index corresponding to the slope of the curve was plotted for B[a]P-treated cells in presence 
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or not of cariporide, as compared to respective controls prior to co-exposure to B[a]P (50 nM, 

48h). Number of independent experiments ≥3 for all conditions. (B) Effects of NHE1 

inhibition by cariporide (10 µM) on the B[a]P (50 nM or 1 µM, 48h)-increased vimentin 

protein level, analyzed either by western blotting or by immunocytochemistry. (C) Effects of 

NHE1 inhibition by cariporide (10 µM) on the B[a]P (50 nM, 48h)-elicited increase in cell 

spreading analyzed by XCelligence methodology. *p<0.05: DMSO vs B[a]P-treated cells. 
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SUPPLEMENTARY MATERIAL AND METHODS 

In silico Tests for B[a]P-affected metabolic signatures  

The single sample Gene Set Enrichment Analysis (ssGSEA) method was applied on the 

published microarray dataset of B[a]P-exposed HepG2 GSE40117 (Doktorova et al., 2013), to 

determine the B[a]P-affected metabolic signatures. Data were downloaded from the InSilico 

DB Genomic Datasets Hub (https://insilicodb.com/; Coletta et al., 2012), and analyzed by 

applying the ssGSEA method available in the GenePattern software. 

(http://genepattern.broadinstitute.org/). The ssGSEA method provides a representation of the 

gene expression data by assigning to each individual sample an Enrichment Score (ES) with 

respect to each gene set. ssGSEA. Heatmap visualization of the ssGSEA was then performed 

using GENE-E (http://www.broadinstitute.org/). 

Glucose uptake assay 

Glucose uptake was measured according to Kim et al (Kim et al., 2010) with some 

modifications. Briefly, after 48 hours of B[a]P treatment, cells were washed twice with 

serum-free, glucose-free William’s medium supplemented with 0.1% BSA and pre-incubated 

with this medium for 3 hours at 37°C. After a starvation period, cells were washed twice with 

Krebs-Ringer-Bicarbonate buffer (KRB), and incubated further for 30 minutes at 37°C with 

100 nM insulin (or not, for the negative control). To initiate glucose uptake, 2-deoxy-[1-3H]-

glucose (1µCi/mL), diluted in 0.1mM 2-deoxyglucose solution, was added to each well and 

further incubated for 10 minutes at 37°C. After incubation, cells were washed twice with ice-

cold KRB and solubilized with 0.1N NaOH. Half of the content of each well was transferred 

into scintillation vials, and 10 mL of scintillation cocktail, Ultima Gold LLT, were added. The 

radioactivity incorporated into cells was measured using a liquid scintillation counter (Hewlett 
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Packard, USA). The protein content was assayed for each point on the remaining half with the 

Pierce, bicinchoninic acid enzymatic kit (Pierce, France) after cell lysis in 0.1N NaOH. The 

results were expressed as the radioactivity incorporated related to the protein content. 

Evaluation of mitochondrial pH 

The pHm was monitored using two mitochondrial targeted plasmids (Aequotech, Ferrara, 

Italy), both coding for cytochrome c oxydase subunit 8A mRNA: the mt-HA-eGFP pH-

sensitive Green fluorescent protein (λex.=488 nm, λem.=509 nm), and the mt-dsRed pH-

insensitive red fluorescent protein (λex.=530 nm, λem.=583) used as a transfection rate 

control. Production of these two plasmids was performed using the PureLink HiPure Plasmid 

Filter Maxiprep Kit (Life Technologies). F258 cells were co-transfected for 24h with both 

plasmids using X-tremeGene HP DNA Transfection Reagent (Roche, Meylan, France). After 

24 h, cells were treated with B[a]P for 24 or 48h. Cells were then collected, re-suspended in 

Cell Suspension Buffer (see Huc et al., 2004, for CSB composition), and analysed by flow 

cytometry. Mean Fluorescence Intensity (MFI) was determined on 40 000 cells using a 

FACSCalibur (BD Bioscience). Fluorescence intensity was analyzed using the standard laser 

488 nm laser filter configuration with FL1-H and FL3-H channels for monitoring mt-HA-

eGFP and for DsRed respectively. A standard curve was generated in situ on control cells 

exposed to calibration buffers containing ionophores nigericin and monensin, allowing the 

conversion of the MFI ratio 530/640 into pH value. FCCP, a mitochondrial protonophore, was 

used as control for pHm acidification.  

Evaluation of complex I activity  

Complex I activity was measured on frozen cells as described (Bénit et al., 2008). In brief, 

cells were mixed with 1 ml extraction buffer containing 0.25 M sucrose 20 mM Tris–HCl, 40 
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mM KCl, 2 mM EGTA, 1 mg/ml BSA, pH 7.2 (medium A). Digitonin (0.01% final) and 

Percoll (10%) were added for 5 min on ice. Cells were subsequently spun down at 2,500 g for 

5 min and washed two times with 1 ml of medium A. Permeabilized cell pellet was 

subsequently used for enzyme measurement. 
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Supplementary Figure 3
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Résultats complémentaires article 2 

 
Rôle de p53 dans la reprogrammation métabolique. A] Effet de l'inhibition du 
métabolisme du B[a]P par l'α-naphtoflavone (10 µM) et de p53 par la pifithrine-α sur 
l'accumulation de lactate dans le milieu extracellulaire dans les cellules F258 exposées au 
B[a]P. n≥3. B] Effet de l'extinction de p53 par siRNA (sip53) sur l'accumulation de lactate 
dans le milieu extracellulaire. siNT : siNonTargeting. n≥3. * : p<0,05 ; ***<0,001, cellules 
témoins versus cellules traitées, exepté indication sur le graphe. 
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Article 3 

Role for the ATPase inhibitory factor 1 

in the environmental carcinogen-induced Warburg phenotype 

(Article en préparation) 

 
Contexte scientifique de l'étude 

En lien avec l’hyerpolarisation (Hardonnière et al., 2015), la reprogrammation métabolique 

ainsi que les modifications phénotypiques préalablement caractérisées (Article 2), nous avons 

cherché à approdondir dans ce projet les mécanismes moléculaires impliqués dans ces 

modifications. Dans ce contexte, IF1, l’inhibiteur physiologique de la F0F1ATPase, nous est 

apparu comme un candidat potentiel. En effet, l’expression d’IF1 est connue pour être 

augmentée dans le cancer. Une telle augmentation a déjà été décrite comme jouant un rôle 

dans l’hyperpolarisation, ainsi que dans l’effet warburg (Formentini et al., 2012). Dès lors, un 

effet du B[a]P sur ce régulateur physiologique clé pourrait avoir des incidences majeures dans 

les effets cancérogènes de contaminant. 

 

Objectifs 

Identifier une cible mitochondriale du B[a]P, pouvant être à l’origine de ses effets sur le 

métabolisme énergétique. 

 

Résumé des principaux résultats 

Nous avons démontré que le B[a]P, mais aussi d’autres hydrocarbures sont à l’origine d’une 

forte augmentation de l’expression d’IF1 dans le foie. Cette augmentation reposerait 

notamment sur l’activation du récepteur β2 adrénergique par le B[a]P, et ce, indépendamment 

du RAh. Celle-ci participe à la reprogrammation métabolique, identifiée dans l’article 2, 

capable de promouvoir la survie sous l’effet du B[a]P. 
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ABSTRACT 

Most tumors undergo metabolic reprogramming towards glycolysis, known as the Warburg 

effect, to support anabolic growth and escape from cell death. This reprogramming has 

emerged as a core hallmark of cancers cells. Overexpression of IF1, the physiological 

inhibitor of the F0F1ATPase, has been related to the acquisition of the Warburg phenotype, as 

well as to the epithelial to mesenchymal transition in cancer. In line with this, IF1 appears to 

be a relevant marker in cancer. Despite environmental contributions to cancer development 

are now widely accepted, little is known about the underlying intracellular mechanisms, 

especially in link with energy metabolism. Among these environmental pollutants, 

benzo[a]pyrene (B[a]P), the prototype molecule of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH), 

is a well-known human carcinogen. Besides apoptotic signals, B[a]P is also suspected to 

induce survival signals in liver cells, both likely involved in cancer promotion. Our previous 

works showed that B[a]P altered mitochondrial functions, leading to a membrane 

hyperpolarization and a Warburg effect, whereby supporting cell survival. The present study 

therefore aimed at further elucidating the molecular mechanisms involved in the B[a]P-

induced metabolic reprogramming, by testing the possible involvement of IF1. We presently 

demonstrate, both in vitro and in vivo, that several PAHs to which humans are commonly 

exposed, including B[a]P, strongly increase IF1 expression. Such an increase, which might 

rely on β2-adrenergic receptor activation, notably participates to the B[a]P-induced Warburg 

phenotype and cell survival in liver cells. By identifying IF1 as a target of PAHs, this study 

provides new insights about how environmental factors may contribute to the establishment of 

the core hallmarks of cancer. 
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INTRODUCTION 

The mitochondrial H+-ATP synthase, also called F0F1ATPase or complex V, is a 

master regulator of energy production and cell fate (Sanchez-Arago et al., 2013a; Long et al., 

2015). Indeed, besides its well-recognized physiological role in oxidative phosphorylation 

(OXPHOS) as the major cell producer of ATP, this enzyme has been implicated in the 

morphogenesis of mitochondrial cristae (Paumard et al., 2002), in the formation of the 

mitochondrial permeability transition pore (mPTP) during cell death (Bernardi et al., 2015; 

Rasola and Bernardi, 2015), and the metabolic reprogramming of tumor cells (Martínez-

Reyes and Cuezva, 2014). Regarding this latter point, a decreased OXPHOS capacity and 

subsequent drop in ATP synthesis due to complex V inhibition, appears to be responsible for 

metabolic shift toward aerobic glycolysis, better known as the Warburg effect (Sánchez-

Aragó et al., 2013a). In this context, OXPHOS inhibition is often linked to an apoptotic-

resistant phenotype, and complex V regulation thus appears to be essential for tumor 

progression (Martínez-Reyes and Cuezva, 2014; Sánchez-Aragó et al., 2013a).  

Among the known regulators of the H+-ATP synthase, the physiological inhibitor ATP 

Inhibitory Factor 1 (IF1) has been implicated in the short-term regulation of energy 

metabolism by directly interacting with the βF1 subunit of the H+-ATP synthase, whereby 

inhibiting its ATP hydrolysis activity (Zanotti et al., 2004). IF1 protein, in its native form, is 

present as a tetramer in mitochondrial matrix at a physiological matrix pH of ∼8.0. When 

matrix acidifies, a release of the active dimeric form of IF1 then occurs, triggering the IF1 

binding to the β-F1 subunit, thus preventing complex V reverse activity (Cabezon, et al., 

2000). Indeed, complex V activity is able to switch from ATP synthase activity to ATP 

hydrolase activity under certain circumstances in order to sustain mitochondrial membrane 

potential (∆ψm) and hence mitochondria integrity; however, this could inexorably sentence 
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cell to death due to ATP hydrolysis if no complex V inhibition occurs (Hassinen et al., 1998; 

Campanella et al., 2009a). Interestingly, an increased IF1 level has been involved in the 

establishment of a high ∆ψm and the conservation of ATP (Formentini et al., 2012; Green and 

Grover, 2000). Besides, Sánchez-Aragó and coworkers have evidenced high IF1 levels in 

diverse human cancers, thus highlighting its relevance as a predictive marker for clinical 

outcome (Sánchez-Aragó et al., 2013b). In line with this, a recent paper described an 

increased expression of IF1 in human hepatocellular carcinoma (HCC), such a high increase 

being predictive of poor survival (Song et al., 2014). Regarding IF1 roles in tumorigenesis, its 

overexpression has been involved in the acquisition by cells of several cancer phenotype 

hallmarks, including metabolic reprogramming (Sánchez-Cenizo et al., 2010; Formentini et 

al., 2012; Song et al., 2014), increased proliferation and invasion (Song et al., 2014), and the 

cell evasion from death (Faccenda et al., 2013a & b). Angiogenesis would be also targeted by 

IF1 (Song et al., 2014). Altogether these observations emphasize the key role IF1 might play 

in tumor development. However, the precise mechanisms underlying the IF1 increase during 

tumorigenesis remain poorly described.  

One clue might come from exposure to environmental carcinogens such as polycyclic 

aromatic hydrocarbons (PAHs). These contaminants are notably found in cigarette smoke, 

exhaust fumes, grilled meat, among others, and have been related to tumor development, 

notably in lung and liver (Motorykin et al., 2013; Wester et al., 2012). We recently 

demonstrated that a low concentration of benzo[a]pyrene (B[a]P), the propotype molecule of 

PAHs which is classified as human carcinogen of group 1 by IARC (IARC 2010), not only 

hyperpolarized mitochondria (Hardonnière et al., 2015), but also induced both a 

mitochondrial matrix acidification, a glycolytic shift, and an EMT/migration phenotype of 

liver cells (Hardonnière et al., in preparation). Furthermore, a reverse activity of complex V 

upon B[a]P exposure, was also previously suggested (Huc et al., 2006). As all these cell 
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responses have been linked to IF1, the present study therefore aimed at testing the impact of 

B[a]P on IF1 level, and at evaluating its role in the survival process elicited by this 

contaminant in the F258 rat liver epithelial cell line. Here we show that PAHs can increase 

IF1 content in liver, both in vitro and in vivo. We further demonstrate that this IF1 up-

regulation would rely on the activation by B[a]P of the β2 adrenergic receptor pathway, and 

that it would be determinant in both the glycolytic shift and cell survival elicited by this 

compound.   
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Experimental procedures 

Chemicals 

Benzo[a]pyrene (B[a]P), α-naphthoflavone (α-NF), 1-Methyl-N-[2-methyl-4-[2-(2-

methylphenyl)diazenyl]phen yl-1H-pyrazole-5-carboxamide (CH223191), pifithrin α (PFT- 

α), N-Acetyl-3-(nitrosothio)-DL-valine, 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin solution 

(TCDD) were all purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). N-

(Diaminomethylene)-4-isopropyl-3-(methylsulfonyl)benzamide (Cariporide) was purchased 

from Santa Cruz (Heidelberg, Germany). Hoechst 33342 and MitoTracker Red CMXROS 

were purchased from Life Technologies (Saint-Aubin, France). All these products were used 

as a stock solution in DMSO; final concentration of this vehicle in culture medium was 

<0.00005% (v/v), and control cultures received the same concentration of vehicle as treated 

cultures.  

Monoclonal mouse anti-ATP synthase subunit beta (A-21351) antibody was purchased 

from Life Technologies (Saint-Aubin, France). Polyclonal rabbit anti-ATPIF1 antibody 

(#8528; Cell Signalling) and monoclonal rabbit anti-COX IV antibody (#4850; Cell 

Signalling) were purchased from Ozyme (Montigny-le-Bretonneux, France). Monoclonal 

mouse anti-HSC70 antibody (sc-7298) was purchased from Santa Cruz Biotechnology 

(Heidelberg, Germany). Polyclonal rabbit anti-AhR antibody (BML-SA550) was purchased 

from Enzo Life Sciences (Lyon, France). Secondary antibodies conjugated with horseradish 

peroxidase were purchased from DAKO (Les Ulis, France).  

The sixteen PAHs (nNaphthalene, fluorene, acenaphthene, acenaphtylene, anthracene, 

phenanthrene, fluoranthene, pyrene, benz[a]anthracene, chrysene, benzo[b]fluoranthene, 

benzo[k]fluoranthene, benzo[a]pyrene, benzo [g,h,i]perylene, indeno[1,2,3-c,d]perylene and 



Page 203 sur 328 

 

dibenzo[a,h]anthracene) used for the animal experiment model were purchased from Sigma 

Aldrich (Bornem, Belgium). 

Gene expression microarray and Gene Set Enrichment Analyses (GSEA)  

We used GSEA (Subramanian et al., 2005) to identify pathways and gene sets associated with 

variation in ATPIF1 mRNA expression levels across 91 hepatocellular carcinomas 

(GSE20238, Mínguez, et al., 2011). Genes were sorted by their concordance (Pearson 

correlation) with ATPIF1 mRNA expression levels across tumors, and GSEA was used to 

evaluate gene sets enriched for either negatively or positively correlated genes. Published 

GSE20238 was downloaded from the InSilico DB Genomic Datasets Hub 

(https://insilicodb.com/; Coletta et al., 2012), and analyzed by using the GSEA v2.07 software 

(http://www.broad.mit.edu/gsea, Subramanian et al., 2005). To account for gene-gene 

correlations in the enrichment analysis, GSEA p values were computed with respect to a null 

distribution obtained from 1,000 randomizations of the patient-phenotype labels. Enriched 

gene sets were selected on the basis of statistical significance (false discovery rate FDR q 

value < 0.25, and normalized p value < 0.05). Heatmap visualization was performed using 

GENE-E (http://www.broadinstitute.org/). 

Animal Experimentation  

Animal housing. Fifteen Long Evans rats (female of 180-200g, Elevage Janvier, St Berthevin, 

France) were housed in plastic cages under controlled environment (12h light/dark cycle, light 

on at 7 am, temperature of 22 ± 2 °C and relative humidity of 40 ± 5%). Food and water were 

available ad libitum. The water, food and oil were tested according to NF ISO 15302 to 

confirm that all these matrices were PAH-free down to a detection limit of 10 ng/L of water 
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and 1 ng/g of fat. Rats were acclimatized to the animal facility for 2 weeks prior to 

experiment start. 

Animal treatment. The mix of PAHs was composed of the 16 compounds pointed out by the 

US-Environmental Protection Agency (US-EPA) for their toxicity, and prepared in vegetable 

oil weekly (ISIO4, Lesieur, Neuilly-sur-Seine, France). Five rats were randomly allocated to 

each of the experimental groups receiving 0.04 and 0.8 mg/kg body weight of each compound 

included in the mix, by oral administration, 3 times per week over a 90-day period. The 

exposure levels were far below the LD50 for all the molecules tested and determined on the 

basis of a previous study (Grova et al., 2013). Control rats received the vehicle only. At the 

end of the 90 days-experiment, the rats were euthanized 3 hours after the last gavage by using 

carbon dioxide. A cardiac puncture was performed after the 3 minutes of unconsciousness and 

just before the heart stopped beating. All procedures were conducted in compliance with 

European Communities Council Directive of 22 September 2010 (2010/63/EU) and 

authorized by the Ministry of Agriculture, Grand-Duchy of Luxembourg. 

Tissue collections. Livers were dissected and weighed. The base of the left lateral liver lobe 

was divided into 5 equivalent pieces of 100 mg each which were placed in cryogenic tubes, 

frozen in liquid nitrogen and stored at – 80°C before analysis. 

Liver sample preparation. These 100 mg of tissue were lysed on ice, using a potter, in 600 µl 

of RIPA buffer supplemented with 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 0.5 mM 

dithiothreitol, 1 mM orthovanadate, and a cocktail of protein inhibitors (Roche), and were 

sonicated for 10 seconds. Lysates were then centrifuged at 14,000g for 15 min at 4 °C. The 

resulting supernatants were collected and frozen at −80 °C or used immediately. Samples 

were finally diluted fiftieth before protein quantification for western blotting. 
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Cell culture  

The F258 rat liver epithelial cell line was cultured in Williams' E medium supplemented with 

10% fetal calf serum, 2 mM L-glutamine, at 37°C under a 5% CO2 atmosphere and treated 24 

h following seeding as previously described (Hardonnière et al., 2015; Huc et al., 2004). F258 

cells were treated with B[a]P for 24, 48 and 72 h. The mouse hepatoma cell line Hepa1c1c7 

(purchased from the European Collection of Cell Culture) was maintained in MEMα medium 

with l-glutamine without ribonucleosides and deoxyribonucleosides (Gibco, Cergy Pontoise, 

France), and supplemented with 10% fetal calf serum and 0.1 mg/ml gentamycin, as 

previously described (Holme et al., 2007; Podechard et al., 2011). Cells were seeded near 

confluence (90 × 103 cells/cm2) a day before treatment and the medium changed before 

exposures. When using inhibitors, these were added for 1 h before B[a]P treatment, for the 

indicated time points. 

RNA isolation and reverse transcription – real-time quantitative polymerase chain reaction 

(RT-qPCR) analysis 

Total RNAs were isolated from F258 cells using the TRIzol method (InVitrogen) and were 

then subjected to RT-qPCR analysis, as previously described (Podechard et al., 2008). Gene-

specific primers for ATPIF1 and 18S were purchased from Sigma, and the sequences used for 

each gene were as follows: ATPIF1: forward, ACGCCGAAGATAATGGCAGG – reverse, 

ATCCATGCTCTCCGACGAGT; 18S: forward, CCGGTACAGTGAAACTGCGA – reverse, 

GATAAATGCACGCGTTCCCC. The amplification curves of the PCR products were 

analyzed with the ABI Prism SDS software using the comparative cycle threshold method. To 

assess the successful amplification of each target gene, a standard curve was performed for 

each primer set. The expression levels of target genes were normalized relative to the 
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expression of an 18S RNA endogenous reference and were plotted as fold change compared 

to control with vehicle (DMSO). 

Mitochondrial purification  

Briefly, after treatments cells were washed twice with cold PBS. Then, cells of each P150 

were directly scratched in 1.5 ml of cold hypotonic buffer (20 mM HEPES pH 7.5, 10 mM 

KCl, 1.5 mM MgCl2, 1 mM EDTA, 250 mM Sucrose) supplemented with 100 µM PMSF and 

complete protease inhibitor cocktails (Roche). Lysates were transferred in 1.5 ml tubes before 

starting lysis with a 26G needle syringe. Samples were kept under stirring at 4°C for 1 hour to 

improve lysis efficiency. A first 10 min, 750g centrifugation was performed at 4°C. 

Supernatants were collected and a second 25 min, 10 000g centrifugation was performed at 

4°C. Mitochondria pellets were then lysed in RIPA buffer supplemented with 1 mM 

phenylmethylsulfonyl fluoride, 0.5 mM dithiothreitol, 1 mM orthovanadate, and a cocktail of 

protein inhibitors (Roche). Mitochondrial fractions were finally centrifuged at 13,000g for 

15 min at 4 °C. The resulting supernatants were collected and frozen at −80 °C or used 

immediately. 

Western Blot immunoassays  

For whole-cell lysates, cells were harvested and lysed for 20 min on ice in RIPA buffer 

supplemented with 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 0.5 mM dithiothreitol, 1 mM 

orthovanadate, and a cocktail of protein inhibitors (Roche). Cells were then centrifuged at 

13,000g for 15 min at 4 °C. The resulting supernatants were collected and frozen at −80 °C or 

used immediately. Ten to 30 µg of whole-cell lysates were heated for 5 min at 100 °C, loaded 

in a 4% stacking gel, and then separated by 10% sodium dodecyl sulfate–polymerase gel 
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electrophoresis (SDS–PAGE). Gels were electroblotted overnight onto nitrocellulose 

membranes (Millipore).  

For mitochondrial lysates, 30 µg were heated at 100°C for 5 min and then loaded on Any kD 

mini format precast gels (Biorad). After migration process, gels were then electroblotted on  

PVDF membrane (Biorad) using the Trans-Blot Transfer System (Biorad). After membrane 

blocking with a Tris-buffered saline (TBS) solution supplemented with 5% bovine serum 

albumin, membranes were then hybridized with primary antibodies overnight at 4 °C and next 

incubated with appropriate horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies for 1 

hour. Immunolabeled proteins were visualized by chemiluminescence using the LAS-3000 

analyzer (Fujifilm). Image processing was performed using Multi Gauge software (Fujifilm).  

Complex V activity analysis  

After treatment, F258 cells were trypsinized and centrifuged 5 min at 950 rpm. The cell pellet 

pellet was re-suspended in 1 mL of extraction medium consisting of 0.25 M sucrose, 20 mM 

Tris, 2 mM EGTA, 40 mM KCl and 1 mg/mL BSA, 0.004% digitonin, and 10% Percoll. After 

7 min incubation on ice, cells were centrifuged (5 min × 2300 g). The pellet was washed with 

1 mL of extraction medium without digitonin and Percoll. The final pellet was re-suspended 

in 30 µL of this medium. After Complex I activity measurement as previously described 

(Bénit et al., 2006), complex V activity was spectrophotometrically measured using a Cary 50 

UV–visible spectrophotometer (Varian Inc, France), by following NADH oxidation in the 

presence of 10 µM oligomycin, 0.5 mM ATP, 2 mM PEP, 5 mM MgCl2, 20 µL PK/LDH mix 

(Sigma). Protein concentration was measured according to Bradford method. 
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Intracellular Calcium Measurements 

F258 cells were cultured on glass coverslips and incubated with 2.5 µM Fura-2-AM for 20 

min at 37 °C in Hepes-buffered medium (10 mM Hepes, 134.8 mM NaCl, 4.7 mM KCl, 1 

mM MgCl2, 1.2 mM KH2PO4, 1 mM CaCl2, 10 mM glucose, pH 7.4, at 37 °C) supplemented 

with 0.006% pluronic acid. Fura-2-loaded cells were placed in a continuously perfused 

recording chamber mounted on the stage of an epifluorescence microscope (Nikon Diaphot). 

Cells were irradiated alternately with 340 and 380 nm light, and fluorescence from the trapped 

dye was measured at 510 nm. The F340/F380 ratio was used to estimate the intracellular 

calcium [Ca2+] i (F340 and F380 are the fluorescence intensities at 340 and 380 nm, 

respectively). The monochromator and photometers, which produces and detect the 

fluorescence from ∼10 cells in the field of view, were part of a Photon Technology 

International (PTI) DeltaRAM system, and the software systems to control the 

monochromator and to both acquire and process the data were also supplied by PTI. 

Extracellular lactate measurement  

Cell supernatants were collected and directly frozen after culture experiments. Quantification 

of L-lactate levels was based on two enzymatic reactions. Lactate dehydrogenase (LDH; 

Roche, Meylan, France) catalyzed the NAD+-mediated oxidation of lactate in pyruvate. A 

second reaction, using glutamate-pyruvate transaminase (GPT; Roche, Meylan, France) was 

used to shift first reaction equilibrium by transforming the entire pyruvate into alanine and α-

ketoglutarate. The amount of NADH formed was related to the quantity of lactate processed 

by these two coupled reactions. Briefly, 20 µL of each sample were added to 200 µL of 

reaction buffer (620 mM sodium carbonate, 78.7 mM L-glutamate, 0.92 mM NAD, 2 µg GPT 

and 2 µg LDH). The standard range was performed using lithium lactate (Sigma Aldrich). 96 

multiwell plates were then incubated at 37°C for 30 minutes before quantifying extracellular 
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lactate production by monitoring the increase in absorbance of NADH at 355 nm on a 

spectrophotometer (SpectraMax Gemini; Molecular Devices, France). At least three 

independent experiments, performed in triplicate and normalized to their related protein 

contents, were carried out for each experimental condition. 

Transfection and RNA interference (siRNA) 

ON-TARGETplus Rat IF1 siRNA SMARTpool (si IF1), and ON-TARGETplus Non-

Targeting Pool siRNA negative control (si NT) were purchased from GE Dharmacon. Basic 

Small interfering RNA (siRNA) resuspension was performed according to manufacturer's 

recommendations. Transfections of siRNA were performed in 60 mm dishes on 60% 

confluent F258 cells, in the presence of TransFectin Lipid Reagent (BioRad). Per dish, siRNA 

(100 nM) and 12.5 µl TransFectin lipid reagent were applied in a final volume of 2.5 ml Opti-

MEM. Six hours later, the medium was renewed with the normal medium as described above. 

Cells were then passaged in order to be treated during exponential phase, as described above. 

Glucose oxidation  

After a 48 hour treatment with B[a]P 50 nM, 106 isolated F258 cells were incubated for 90 

min at 37°C in 1 mL of Krebs-Ringer phosphate buffer containing 5 mM U-14C-glucose (11 

GBq/mmol, isotopic dilution 1/1000, Perkin Elmer). CO2 was recovered for 1h in 

benzethonium hydroxide after stopping the reaction with sulphuric acid 6N. The radioactive 

CO2 was counted by liquid scintillation (Ultima Gold, Perkin Elmer). 

Apoptotic cell quantification by fluorescence microscopy 

Chromatin condensation and morphological changes in the nucleus were observed after 

staining with the chromatin dye Hoechst 33342. Following treatments, cells were stained with 
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50 µg/ml Hoechst 33342 in the dark for 30 min at 37 °C, and then examined under 

fluorescence microscopy (Olympus BX60, France). Total population was always ˃400 cells. 

ATP quantification 

ATP content was evaluated using a luminescence assay kit based upon the reaction of 

luciferin with ATP in the presence of luciferase (CellTiter-Glo luminescence cell viability 

assay, Promega), according to the manufacturer’s instructions. The amount of ATP was 

proportional to the luminescent signal measured with a spectrophotometer (SpectraMax 

Gemini; Molecular Devices, France). 

Statistical analysis 

All data were obtained from a minimum of three independent experiments. They were quoted 

as mean ± SD. Analysis of variance followed by Newman–Keuls test was used to test the 

effects of B[a]P. Differences were considered significant at the level of P < 0.05. All 

statistical analyses were performed using GraphPad Prism 5.01 Software (GraphPad 

Software, San Diego, USA). 
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RESULTS  

High IF1 expression is correlated with liver cancer progression and with glycolytic 

metabolism gene expression in human hepatocarcinoma  

We first explored by GSEA the potential contribution of ATPIF1 expression in human liver 

cancer progression (91 human HCV related-hepatocarcinoma, GSE20238, Mínguez et al., 

2011). As shown in Figure 1A, data mining revealed a positive correlation between high IF1 

mRNA expression and the progression of non-tumor (L1) to well differentiated liver tumor 

(G1) (with a normalized enrichment score of 1.668, and a p value of 0.025). Consistent with 

the reported role of ATPIF1 in HCC metabolism in vitro (Song et al., 2014), further GSEA 

analysis of GSE20238 pointed to a positive correlation between high IF1 expression and high 

glycolytic metabolism in human HCC (p: 0.02 and normalized enrichment score =1.61; 

Figure 1B and Supplementary Figure 1). The false-discovery rate (FDR) q-value of 0.175 is 

considered significant (Subramanian et al., 2005). Altogether, these studies indicate that a 

high expression of IF1 was associated with both liver cancer progression and high glycolysis 

in human. 

 

In vivo effect of the 16 US-EPA PAH mixture and in vitro effect of B[a]P on hepatic IF1 

expression 

Based upon the relevance of IF1 in liver tumor progression, we decided to test the in vivo 

effect of a mixture of the 16 PAHs listed as “priority” compounds by the US-EPA, due to 

their occurrence in the environment and their potential toxicity. Thus, the hepatic IF1 protein 

level was evaluated on liver tissue samples obtained from 5 rats exposed through diet for 90 

days at two doses (0.04 mg/kg and 0.8 mg/kg), and compared to untreated animals. 

Interestingly, an increase in IF1 level was detected with a dose-dependent effect (Figure 2A). 
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As B[a]P is the prototype of these PAHs and as it is a well-known carcinogen for human 

(IARC, 2010), the effect of this molecule was tested on IF1 mRNA expression in rat liver 

epithelial F258 cells. Indeed, B[a]P was recently found to induce a metabolic reprogramming 

related to survival signal in these cells (Hardonnière et al., in preparation). After a treatment 

of 24 and 48h with two concentrations of B[a]P, a significant induction of IF1 mRNA 

expression was observed as soon as 24 h; an even stronger effect was detected at 48h with 

B[a]P 1 µM (Figure 2B). Regarding protein, IF1 was detected only in the mitochondrial 

fraction and not in the cytosolic fraction in F258 cells (Supplementary Figure 3B).  Cell 

exposure to both concentrations of B[a]P for 48h resulted in a dose-dependent increase in the 

mitochondrial IF1 protein level, as confirmed by the densitometric analysis of the ratio 

between IF1 and its target β-F1 subunit (Figure 2C). Interestingly, a band corresponding to 

IF1 dimers was also detected, with a stronger intensity at 1 µM, suggesting an increased 

proportion of the active form of IF1 upon B[a]P exposure. A dose-dependent effect of B[a]P 

(48h) on the IF1 protein level was also detected in total lysates from Hepa1c1c7 cells 

(Supplementary Figure 2A), a mouse liver epithelial cell line in which B[a]P was also found 

to increase glycolysis (Hardonnière et al., in preparation). It is also noteworthy that two other 

PAHs, 7,12-Dimethylbenz(a)anthracene (DMBA) and pyrene, also elicited an increase of IF1 

level in F258 cells (Supplementary Figure 2B). Altogether, these results clearly point to IF1 

as a new target of PAHs, in particular of B[a]P, in liver. 

The fact that IF1 is the physiological inhibitor of mitochondrial complex V prompted us to 

evaluate the activity of this complex. We first measured the decrease in intracellular ATP 

levels in B[a]P (48h)-exposed cells following addition of 1 µM oligomycin A (a specific 

inhibitor of complex V) during the last hour of treatment with the carcinogen. As shown in 

Figure 3A, the ∆[ATP] i calculated between oligomycin A-untreated and -treated control cells 

was ∼2 fold less compared to B[a]P-exposed cells, whatever the carcinogen concentration. 
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Furthermore, no significant difference was detected between oligomycin A-untreated and -

treated cells in the presence of B[a]P. Based upon previous results on the role of IF1 in cancer 

cells (Formentini et al., 2012), this thus suggested an inhibition of complex V activity by 

B[a]P. Note the marked decrease in ATP level upon B[a]P treatment alone, especially at 1 

µM, a concentration known to be related to  high toxicity (Hardonnière et al., in preparation). 

In order to validate such results, the complex V activity was then evaluated from lysates of 

B[a]P (50 nM, 48h)-treated cells. Data in Figure 3B showed that, although not significant, 

B[a]P exposure appeared to decrease complex V ATP synthase activity, by ∼12% compared 

to control conditions. These results therefore seem to support a role for IF1 in regulating the 

F0F1 ATPase in B[a]P-treated cells. 

 

B[a]P metabolism and its downstream targets, p53 and NHE1, are not responsible for 

IF1 up-regulation 

Having demonstrated that IF1 was a new molecular target for B[a]P, we next sought to 

identify the origin of IF1 up-regulation. We previously demonstrated that mitochondrial 

hyperpolarization as well as glycolytic shift induced by B[a]P in F258 cells were dependent 

upon B[a]P metabolism. Furthermore, AhR, NHE1 and p53 were found to be involved in 

these effects (Hardonnière et al., in preparation; Huc et al., 2004, 2006, 2007; Tekpli et al., 

2010). We thus tested the effect of the AhR inhibitor α-naphthoflavone (α-NF; 10 µM) on the 

mitochondrial IF1 protein level. α-NF did not prevent IF1 up-regulation but rather enhanced it 

(Figure 4A). Likewise, pifithrin-α (PFT; 10 µM) used to inhibit p53, had similar effects as α-

NF (Figure 4A), and it was so upon treatment with cariporide (10 µM), which inhibits NHE1 

(Figure 4B). Neither carboxy-PTIO (25 µM; to prevent nitric oxide increase), nor CH223191 

(10 µM; to inhibit AhR) prevented the B[a]P-increased mitochondrial IF1 protein level 
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(Supplementary Figure 3A & B). However, this latter inhibitor prevented the B[a]P-triggered 

induction of IF1 mRNA expression (Supplementary Figure 3C). Moreover, TCDD which is a 

strong activator of AhR, was ineffective towards IF1 protein level when used alone 

(Supplementary Figure 3A). In total, these results suggested that B[a]P enhanced the 

mitochondrial IF1 protein level by a pathway involving neither B[a]P metabolism, nor AhR 

activation. 

 

The β2-adrenergic pathway would be involved in IF1 up-regulation upon B[a]P 

exposure 

The next set of experiments was performed in order to test the possible involvement of the 

β2-adrenergic pathway in the regulation of the protein level of IF1 by B[a]P. Indeed, previous 

data from our group have demonstrated that B[a]P can directly bind the β2-adrenoreceptor 

(β2ADR), thus leading to an increase in intracellular calcium in HMEC cells (Mayati et al., 

2012a). Interestingly, such an increase in calcium was shown to occur independently of AhR 

activation (Mayati et al., 2012b). In order to test the possible involvement of β2ADR in the 

B[a]P effects on IF1, propranolol, a non-selective  β blocker, was used to inhibit this pathway. 

We first showed that a pre-treatment (1h) with propranolol (10µM) followed by co-treatment 

with B[a]P (48h), prevented not only the release of lactate, especially at the lowest B[a]P 

concentration (Figure 5A), but also the increase in IF1 protein level (Figure 5B). The use of a 

selective β2-blocker, ICI-118,551, gave similar results on IF1 level (n=2; data not shown). 

Finally, the effect of B[a]P was assayed in HEK293 cells overexpressing β2ADR. Indeed, 

these cells are known to express a very low basal level of β2ADR (von Zastrow et al., 1992); 

they were then transfected either with control plasmid (HEKwt) or with a β2ADR plasmid 

(HEKβ2), as previously described (Mayati et al., 2012a). As shown in Figure 5C, B[a]P was 
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responsible for an increased dose-dependent lactate release in HEKβ2 cells, with no effect in 

HEKwt. When looking at the IF1 protein level in these two cell lines, the effect of B[a]P on 

IF1 was more marked in HEKβ2 compared to HEKwt cells (Figure 5D). Altogether, these 

results strongly point to a role for β2ADR in the regulation of IF1 protein level by B[a]P. 

As an increase in intracellular calcium concentration has been previously observed upon 

B[a]P-induced β2ADR activation (Mayati et al., 2012a), the effect of B[a]P (50 nM) on 

calcium concentration was assayed under our experimental conditions, by using Fura-2-AM 

as calcium sensitive fluoroprobe, and microspectrofluorimetry. As shown in Figure 6A, a 

transient increase in calcium was triggered by B[a]P in F258 cells, with a maximum reached 

after 10 min of exposure. This result then led us to evaluate the possible role of calcium in the 

regulation of IF1. Cells were pre-treated for 1h with BAPTA-AM (10 µM) to chelate 

intracellular calcium, and then co-treated with B[a]P for 48h. As for the previously tested 

inhibitors (Figure 4 and Supplementary Figure 3), such a maneuver rather increased the 

mitochondrial IF1 protein level, especially at the highest B[a]P concentration (Figure 6B). As 

activation of β2ADR is known to lead to an elevation of cAMP (De Blasi, 1990), the IF1 level 

was finally analyzed by western blotting following cell treatment with 100 µM of 8-bromo 

cAMP, a membrane permeant analog of cAMP. Figure 6C showed that a 24h-treatment 

resulted in an increase in IF1 protein level, while no increase was detected at 6h (data not 

shown). Interestingly, a marked increase in lactate release was observed at 24h, with no 

significant change at 6h (Figure 6D). These observations might suggest that the β2ADR-

dependent IF1 regulation by B[a]P might go through cAMP signalling in F258 cells. 
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IF1 exhibits a pivotal role in B[a]P propensity to induce cell survival    

An increase in IF1 protein has been previously related to Warburg effect and cell survival 

(Sánchez-Cenizo et al., 2010). In order to test whether the B[a]P-increased mitochondrial IF1 

protein level was involved in both the glycolytic shift and cell survival signaling we recently 

reported (Hardonnière et al., 2015, and in preparation), we decided to test the role of IF1 

towards both glycolytic shift and cell death by using a siRNA approach. First, western 

blotting experiments were carried out in order to validate the siRNA targeting IF1 (siIF1) 

used. As shown in Figure 7A, transfecting cells with siIF1 markedly reduced the expression 

level of this protein, compared to conditions with control siRNA (siCTL). Glucose oxidation, 

previously shown to be enhanced by B[a]P (Hardonnière et al., in preparation), was first 

evaluated in siIF1-or siCTL-transfected cells. Data from Figure 7B indicated that the B[a]P 

(50 nM, 48h)-increased glucose oxidation did not rely on IF1. In contrast, silencing IF1 fully 

prevented the increase in lactate release induced by B[a]P (48h), whatever the concentration 

used. Finally, analysis of cell death by cell nucleus staining with Hoechst 33342 showed a 

significant increase in B[a]P-induced cell death when cells were transfected with siIF1 

(Figure 7D). Altogether, these results pointed to a crucial role for IF1 in B[a]P-induced 

glycolytic shift and cell survival.   
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DISCUSSION  

High overexpression of IF1 has been reported in numerous human cancers, such as 

gastric cancer (Yin et al., 2015), colon, lung, breast and ovarian carcinomas (Sánchez-Aragó 

et al., 2013b), as well as hepatocarcinoma (Song et al., 2014), which makes it as an important 

cancer marker. Regarding its role in carcinogenesis, such a high expression has been clearly 

evidenced as notably inducing metabolic reprogramming towards glycolysis and cell survival 

(Formentini et al., 2012; Sánchez-Cenizo et al., 2010; Yadav and Chandra, 2014). However, 

as stressed by Sánchez-Arago et al. (2013b), the question that still remains to be solved is how 

IF1 is upregulated in cancer. This is in this context that our study was performed in order to 

evaluate the possible impact of known environmental carcinogens, namely PAHs. The present 

data clearly evidenced that rat exposure (90 days) to a low dose of the 16 US-EPA PAH 

mixture, which is known to have deleterious effects, was capable of increasing in vivo the IF1 

protein level in liver, as shown by the marked increase in the monomeric 12 kDa form. 

Furthermore, we found that the PAH prototype B[a]P, which is a well-recognized human 

carcinogen (IARC, 2010), up-regulated IF1 level in vitro in both F258 and Hepa1c1c7 cells, 

two liver epithelial cell lines. Note that DMBA, another known carcinogenic PAH, also 

upregulated IF1 in F258 cells. In this context, our study is the first one to identify 

environmental carcinogens as exogenous regulators of IF1 level. 

 Whereas some intracellular regulators of IF1 mRNA expression have been reported, 

such as the transcription factor NFκB notably in hepatocarcinoma (Song et al., 2014), or the 

nuclear receptor pregnane X receptor (PXR) in the liver from rats treated by the synthetic 

steroid pregnenolone 16α-carbonitrile (Jiménez et al., 2000), little information is available 

regarding the involvement of other endogenous transcriptional regulators.  HIF-1α would 

control IF1 protein level in Clone 9 cells, a non-transformed rat hepatic epithelial cell line, 
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upon hypoxia; however, whereas a decrease in IF1 mRNA expression was paralleled by a 

decrease in HIF-1α mRNA expression in rat liver during sepsis, direct evidence for the 

transcriptional regulation of ATPIF1 gene by this transcription factor was not sought (Huang 

et al., 2011). Our present study adds new information, since it points to AhR as possibly 

involved in the transcriptional regulation of ATPIF1 gene. Indeed, by using the specific AhR 

inhibitor CH223191, induction of IF1 mRNA expression by B[a]P was found to be fully 

inhibited. Nonetheless, following B[a]P exposure, such a regulation would not play any role 

in the increase of mitochondrial IF1 protein level since inhibiting Ah receptor did not affect 

IF1 increase by B[a]P. In line with this result, AhR activation by TCDD was found to be 

ineffective under control conditions, whereas it appeared to potentiate the effects of B[a]P 

(especially at 1 µM effects). Our previous work indicated that p53 and NHE1 activations as 

well as NO production could play a role either in B[a]P-triggered mitochondrial 

hyperpolarization or in metabolism reprogramming (Hardonnière et al., 2015 and in 

preparation). In order to test their possible involvement in IF1 up-regulation, α-

naphthoflavone, pifithrin-α, cariporide or CPTIO, that inhibited B[a]P metabolism, p53, 

NHE1 and NO production, respectively, were tested. However, none of these compounds 

prevented the increase in IF1 protein level by B[a]P, thus ruling out a role for B[a]P 

metabolism via cytochrome P450 1B1. 

Direct activation of β2ADR by PAHs has been previously described, thus leading to a 

rapid increase in intracellular calcium concentration (Mayati et al., 2012a); moreover, this 

increase in intracellular calcium was found to be AhR-independent (Mayati et al., 2012b). 

Besides, β2ADR is known to control mitochondria biogenesis and function (Fajardo et al., 

2011; Wills et al., 2012). Regarding this latter aspect, it is worth emphasizing that β2ADR 

was reported to afford cardioprotection by interfering with mitochondrial dysfunction upon 

oxidative stress induced by doxorubicin (Fajardo et al., 2011). In this context, regulation by 
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β2ADR of the B[a]P-elicited increase in IF1 protein level was tested by using chemical 

inhibitors in F258 cells or by using β2ADR-expressing HEK293 cells. From our results, it 

appeared that early activation of the β2ADR pathway by B[a]P might be involved in the 

control of mitochondrial IF1 protein level. The fact that pyrene, which is a poor ligand of 

AhR but a strong activator of β2ADR (Mayati et al., 2012a), also increased IF1 protein level 

(Supplementary Figure 2B), supported such an involvement. The β2ADR activation by PAHs 

increased intracellular calcium concentration in HMEC cells (Mayati et al., 2012a). In line 

with this, an early increase in calcium was presently detected in B[a]P (50 nM)-treated F258 

cells. As calcium is a known regulator of mitochondrial function, notably of complex V 

activity (Glancy and Balaban, 2012; Williams et al., 2015), and as an IF1-Ca2+-calmodulin 

(CaM) complex has been proposed to regulate the ecto-F0F1ATP synhase in hepatocarcinoma 

HepG2 cells (Contessi et al., 2007), a role for calcium was then tested. Rather than inhibiting 

the B[a]P-induced increase in IF1, the known calcium chelator, BAPTA-AM, potentiated this 

effect. Similarly to what has been proposed by Contessi et al. (2007) regarding the regulation 

of the ecto-F0F1ATP synhase by an IF1-Ca2+-calmodulin complex, one might then propose a 

competition for the mitochondrial F0F1ATPase between IF1 and Ca2+/CaM, with an increase 

in IF1 binding when calcium decreases and vice versa. In support to such a hypothesis, note 

that a calmodulin was previously detected in the matrix of mitochondria isolated from rat liver 

(Hatase et al., 1985), and that a Ca2+-dependent activation of F0F1ATPase had been suggested 

to be indirect via the release of an inhibitor (Harris and Das, 1991). This will clearly need 

future investigation. Based upon the fact that β2ADR activation by PAHs also increased 

intracellular cAMP (Mayati et al., 2012a), and that links between this second messenger and 

F0F1ATPase activity have been proposed (Valenti et al., 2010), a possible role for cAMP in 

IF1 up-regulation was finally looked for by using a permeant cAMP analog. We evidenced an 

increase in mitochondrial IF1 protein level under these conditions. In total, from the present 
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work, it therefore appears that calcium and cAMP might be important negative and positive 

regulators, respectively, of the mitochondrial IF1 protein level. Such antagonistic roles for 

calcium and cAMP in controlling cell respiration have been previously reported, notably 

through regulation of protein phosphatase or protein kinase, respectively (Lee et al., 2002). 

With respect to cAMP, an interesting result to stress relates to its effect as an inhibitor of the 

mitochondrial Lon protease in vitro activity (Osbourne et al., 2014). Indeed, IF1 protein has 

been suggested to be the target of a still unkown mitochondrial protease (Shen et al., 2009). In 

this context, the cAMP effect presently detected might arise from IF1 protein stabilization due 

to Lon protease inhibition, although this might be more complex than that (Sánchez-Aragó et 

al., 2013c). Regarding that point, it is noteworthy that a very recent study has revealed a role 

for the β-adrenergic receptor/cAMP/PKA pathway in controlling the phosphorylation state of 

IF1, thereby preventing its binding to the F0F1-ATPase (García-Bermúdez et al., 2015). 

IF1 protein, in its native form, is present as a tetramer in mitochondrial matrix when 

pH is above neutrality. Its activation has been previously related to a drop in mitochondrial 

matrix pH, thus allowing the appearance of a dimeric form; this then binds to the βF1 subunit 

of the F1F0ATPase thereby inhibiting its hydrolase activity (Cabezon, et al., 2000). As B[a]P 

was reported to trigger a mitochondrial matrix acidification, from approximately 8 to 6.5, in 

F258 cells (Hardonnière et al., in preparation), this could explain the appearance of a 24 kDa 

band presently detected after electrophoresis, thus revealing the presence of active IF1 dimers. 

Despite the IF1 up-regulation and dimer appearance, complex V activity was found to be only 

slightly inhibited (by about 12%). However, the measured activity only detected ATP 

synthase. In this context, one might then suppose that inhibition of the ATP hydrolase activity 

of F0F1 ATPase would be more pronounced compared to synthase activity upon B[a]P 

exposure; this would thus afford some cell protection towards cell death by limiting ATP 

consumption, as previously described (Banerjee et al., 1998). Previous studies have also 
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revealed that IF1 overexpression leads to Warburg effect, a well-known hallmark of cancer 

(Sánchez-Cenizo et al., 2010; Formentini et al., 2012). Besides, our recent work  shows that 

B[a]P triggers a Warburg effect involved in cell survival in F258 cells (Hardonnière et al. in 

preparation).  Here we further show that silencing IF1 blocks the Ba]P-induced enhanced 

extracellular lactate release, and would thus been involved in the B[a]P-induced glycolytic 

shift. However, the boost in glucose oxidation elicited by Ba]P (Hardonniere et al., in 

preparation) does not seem to rely on IF1. As we have previously shown that NHE1 controls 

both lactate release and glucose oxidation, and that AhR might also be involved (Hardonnière 

et al., in preparation), it then appears that the overall metabolic remodeling induced by B[a]P 

might be more complex than first believed, and would thus deserve further investigation. 

Besides being involved in the B[a]P-induced metabolic reprogramming, IF1 might also exert 

its pro-survival effects through regulating  the mitochondrial permeability transition pore 

PTP. Indeed, Antoniel et al. (2014) recently point out some striking similarities between 

inhibition of the permeability transition pore (PTP) opening and IF1 regulation, both known 

for example to rely on mitochondrial matrix pH. Indeed, matrix acidification has been shown 

to prevent the PTP opening (Mio et al., 2014). In support to such a possible effect of IF1 on 

PTP, it is worth stressing that the B[a]P-induced apoptosis was found to occur without any 

cytochrome c release in F258 cells (Huc et al., 2006). Nevertheless, IF1 effects are still 

controversial and seem to be highly dependent on the biological context. In particular, 

Fujikawa et al. (2012), and more recently Barbato et al. (2015) rather demonstrate a role for 

IF1 overexpression in mitochondrial membrane depolarization related to an enhancement of 

OXPHOS rate. Finally, overexpression of IF1 is also known to greatly impact on 

mitochondria network dynamics (Campanella et al., 2009a & b; Fujikawa et al., 2012; 

Faccenda et al., 2013a & b). Hyperfused mitochondria, whose formation depends on 

maintenance of ∆ψm, can transiently buffer the effects of respiratory chain dysfunction; such 
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mitochondria would not be processed by mitophagy, thereby promoting a selective rescue 

mechanism (Twig and Shirihai, 2011) and (Gomes et al., 2011). Regarding that point, 

mitotracker red staining (Supplementary Figure 4A) and TEM (Supplementary Figure 4B), 

evidenced elongated mitochondria; this was paralleled by an increased expression of genes 

characteristic of mitochondria biogenesis upon B[a]P (50 nM, 48h) exposure (Supplementary 

Figure 5).  In this context, one might then suggest a role for IF1 in this enhanced 

mitochondrial fusion process, modeled by a marked mitochondrial elongation, as previously 

reported (Faccenda et al., 2013b). 

In conclusion, although B[a]P is known to be involved in the different phases of tumor 

development, contribution of B[a]P-induced mitochondrial dysfunction to cell transformation, 

and in the following onset of oncogenesis was still unknown. Here we show that the 

physiological inhibitor of the F0F1ATPase is a new target for PAHs, even at low 

concentrations, and that PAH-regulated IF1 is linked to glycolytic shift and survival. 

Interestingly, our datamining analysis from transcriptomics data issued from human 

hepatocarcinoma clearly reveals positive correlations between high IF1 expression on one 

hand, and glycolysis and tumor progression on the other hand. In this context, IF1 

upregulation might then be a new means for PAHs to drive carcinogenesis. We therefore 

propose that IF1 should become a very suitable marker for PAH-induced carcinogenesis. 
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FIGURE LEGENDS 

Fig.1. GSEA profiles showing a significant enrichment of gene sets associated with liver 

cancer progression (A), and glycolysis (KEGG, B) in human HCC with high levels 

of ATPIF1 mRNA (GSE20238). See heat-map in supplementary Figure 1. 

Fig.2. PAHs were involved in IF1 overexpression both in vitro and in vivo. (A) The levels 

of IF1 protein and of the β-F1 subunit of the F0F1ATPase were analyzed in liver tissues by 

western blotting from rats exposed to 0.04 or 0.8 mg.kg-1 of a 16 PAH mixture. HSC70 was 

used as loading control. (B) IF1 mRNA expression was monitored in F258 cells treated with 

B[a]P (50 nM or 1 µM) for 24 or 48 hours. (C) The IF1 protein content of mitochondrial 

fractions of B[a]P-exposed F258 cells was evaluated by western blotting. Number of 

independent experiments ≥3 for all conditions. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, DMSO vs 

B[a]P-treated cells. 

Fig.3. B[a]P triggered partial inhibition of F0F1ATPase activity. (A) F258 cells were 

treated with complex V inhibitor oligomycin A (1 µM) for 1 hour following 48 hours of B[a]P 

exposure. ATP concentration was then evaluated. (B) Effects of B[a]P on complex V activity 

measured as described in Material and Methods. Number of independent experiments ≥3 for 

all conditions. ***p<0.001. DMSO vs B[a]P-treated cells. ns: not significant. 

Fig.4. B[a]P metabolism and its downstream targets, p53 and NHE1, were not involved 

in IF1 up-regulation in response to B[a]P. F258 cells were pre-treated for 1 hour with α-NF 

(10 µM), PFT-α (10 µM), or cariporide (10 µM), prior to co-exposure to B[a]P for 48 hours. 

(A) The B[a]P metabolism and p53 involvements in IF1 up-regulation were assessed by 

analyzing IF1 protein level on mitochondrial fractions by western blotting. (B) A role for 

NHE1 activation in B[a]P-induced IF1 overexpression was evaluated by measuring IF1 
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protein level on mitochondrial fractions by western blotting. COXIV was used as loading 

control. Results were representative of 3 independent experiments. 

Fig.5. B[a]P-induced IF1 induction could occur through β2-adrenergic pathway 

stimulation. (A,B) F258 cells were pre-treated or not with the β-receptor inhibitor 

propranolol (10 µM) for 1 hour prior to co-exposure to B[a]P for 48 hours. The B[a]P-induced 

glycolytic shift (A) was investigated by monitoring extracellular lactate, and the IF1 protein 

level (B) was analyzed on total lysates by western blotting. A role for β2-adrenergic receptor 

in the B[a]P (50 nM or 1 µM, 48h)-induced extracellular lactate (C) or total IF1 protein level 

(D), was evaluated in both HEKWT cells not expressing β2-adrenergic receptor, and HEKβ2 in 

which the receptor is overexpressed. HSC70 was used as loading control. Number of 

independent experiments ≥3 for all conditions. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, DMSO vs 

B[a]P-treated cells. 

Fig.6. The B[a]P-dependent IF1 regulation through β2-adrenergic pathway might 

involve intracellular calcium and cAMP. (A) Effects of B[a]P (50 nM) on calcium was 

assessed by microspectrofluorimetry after staining F258 cells with the Fura-2-AM probe. The 

ratio F340/F380 reflects intracellular Ca2+ concentration. *p<0.05, DMSO vs B[a]P-treated 

cells. (B) Effects of calcium chelation with BAPTA-AM (10 µM) on B[a]P-induced IF1 

induction and on β-F1 subunit, were monitored by western blotting analysis of mitochondrial 

and cytosolic fractions following 48 hours of B[a]P exposure in F258 cells. (C) Effects of 

exogenous application of 8-Br-cAMP (100 µM, 24h) on the IF1 protein level of control cell 

lysates were evaluated by western blotting. Densitometric analysis was also performed. 

HSC70 was used as loading control. (D) Kinetic effects of exogenous application of 8-Br-

cAMP on extracellular lactate. Number of independent experiments ≥3 for all conditions. 

*p<0.05. DMSO vs 8-Br-cAMP-treated cells. 
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Fig.7. IF1 upregulation following B[a]P exposure acts to promote F258 cell survival. (A) 

Western blotting analysis was performed to control siIF1 inhibitory efficacy on IF1 protein 

level expression compared to the Non Targeting siRNA (siNT). AhR expression was analyzed 

to ensure the specificity of Si targeting. HSC70 was used as loading control. (B) Impact of 

IF1 silencing on glucose oxidation was quantified by measuring transfer of 14C radioactivity 

from glucose to CO2. Cells were treated with B[a]P (50 nM) for 48h. (C) Role for IF1 in 

B[a]P-induced glycolytic shift was evaluated by measuring extracellular lactate upon IF1 

silencing by siRNA. (D) B[a]P toxicity was evaluated in IF1 silenced cells by counting cells 

with fragmented or condensed chromatin following Hoechst 33342 staining. Number of 

independent experiments ≥3 for all conditions. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, DMSO vs 

B[a]P-treated cells.  
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Fig.S1. Heat-map highlights changes in the constituent genes of the 

glycolysis/gluconeogenesis pathway in human HCC with high and low levels of ATPIF1 

mRNA (GSE20238). 

Fig.S2. PAHs might play a generalized role in liver IF1 regulation. (A) IF1 expression in 

Hepa1c1c7 cell line following 48 hours of B[a]P exposure was analyzed by western blotting 

on total cell lysates. (B) Effects of other PAHs, DMBA and pyrene, on IF1 protein expression 

assessed by western blotting on total cell lysates. HSC70 was used as loading control. 

Number of independent experiments ≥3 for all conditions. 

Fig.S3. Other possible IF1 regulation modalities. (A) F258 cells were pre-treated for 1 hour 

with CPTIO (25 µM; a NO scavenger), CH223191 (10 µM; an AhR inhibitor) or TCDD (10 

nM; a strong AhR ligand), prior to co-exposure to B[a]P for 48 hours. (A) Role for B[a]P-

elicited NO production and AhR activation on IF1 up-regulation was tested by measuring IF1 

expression on mitochondrial fractions by western blotting analysis. (B) Role for AhR in 

B[a]P-induced IF1 overexpression was also investigated by testing the effects of AhR 

inhibition by CH223191. (C) Effects of CH223191 on the B[a]P-induced IF1 mRNA 

expression were assessed by RT-qPCR. Number of independent experiments ≥3 for all 

conditions, except for (B) (n = 2). 

Fig.S4. Effect of B[a]P on the mitochondrial network structure. F258 cells were treated 

with B[a]P (50 nM or 1 µM) for 48 hours before microscopy experiments. (A) Overall 

structure of mitochondrial networks were digitized on the IX83 inverted microscope (63X 

magnification) after MitoTracker Red staining (10 nM). (B) Ultra-thin sections (90 nm) of 

each culture were observed under transmission electron microscopy (TEM). Arrows indicate 

mitochondria. Number of independent experiments ≥2 for all conditions.  
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Fig.S5. B[a]P might favor mitochondria biogenesis. F258 cells were treated with B[a]P (50 

nM) for 8, 24 or 48 hours. Expression of the mitochondrial gene ND1 and of the nuclear gene 

COX4 was investigated by RT-qPCR. Expression levels of these two genes were expressed as 

ratio to evaluate the mitochondrial biogenesis. Number of independent experiments ≥3 for all 

conditions. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, DMSO vs B[a]P-treated cells. 
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SUPPLEMENTARY MATERIAL AND METHODS 

 Analysis of the mitochondria network ultrastructure using Transmission electron 

microscopy  

After drug exposure, cells were rinsed with 0.15 M Na cacodylate buffer and fixed by drop-

wise addition of glutaraldehyde (2.5%) for 1 h. After fixation, the specimens were rinsed 

several times with 0.15 M Na cacodylate buffer and postfixed with 1.5% osmium tetroxide for 

1 h. After further rinsing with cacodylate buffer, the samples were dehydrated through a series 

of graded ethanol from 70 to 100%. The specimens were infiltrated in a mixture of acetone–

Eponate (50/50) for 3 h and then in pure Eponate for 16 h. Finally, the specimens were 

embedded in DMP30–Eponate for 24 h at 60 °C. Sections (0.5 µm) were cut on a Leica UC7 

microtome and stained with toluidine blue. Ultrathin sections (90 nm) were obtained, 

collected onto copper grids, and counterstained with 4% uranyl acetate and then with lead 

citrate. Examination was performed with a JEOL 1400 transmission electron microscope 

operated at 120 kV. 
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Figure 6
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Supplementary Figure 2

Hepa1 C1C7

HSC70

IF1

β-F1
B[a]P - 50 nM 1 µM

HSC 70

β-F1

IF1

Pyrene

B[a]P - 50 nM 1 µM -- 50 nM 50 nM1 µM 1 µM

DMBAcontrol
B

A



Page 245 sur 328 

 

 

 
 
 
 

Supplementary Figure 3

IF1

COX IV

CH223191control
B[a]P - 50 nM - 50 nM - 50 nM - 50 nM

CH223191control
Mitochondria Cytosol

TCDD

B[a]P

COX IV

IF1

[IF1]2

β-F1

- 50 nM 1 µM -- 50 nM 50 nM1 µM 1 µM

CPTIOcontrol

C

A

B

DMSO B[a]P 50 nM DMSO B[a]P 50 nM
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0
Vehicle
CH223191

24h 48h

A
T

P
IF

1 
m

R
N

A
 fo

ld
 e

xp
re

ss
io

n



Page 246 sur 328 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

DMSO

B[a]P
50 nM

B[a]P
1 µM

10 µm

10 µm

10 µm

1 µm

1 µm

1 µm

Supplementary Figure 4

A B



Page 247 sur 328 

 

 

  

Supplementary Figure 5
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Discussion générale et perspectives 

Les résultats obtenus au cours de cette thèse et qui sont regroupés dans la figure 38, ont 

clairement mis en évidence des effets du B[a]P sur le métabolisme mitochondrial. Nous avons 

pu démontrer que ces perturbations constituaient de véritables mécanismes de survie, limitant 

ainsi les effets toxiques du B[a]P. Ceci est d'autant plus marquant que ces altérations se 

produisent même en présence de faibles concentrations de B[a]P, relativement proches des 

niveaux auxquels l'Homme pourrait théoriquement être exposé dans son environnement. Nous 

avons ainsi pu établir que le B[a]P est à l'origine d'une production de NO qui résulte de 

l'activation de la iNOS; cette production induit une hyperpolarisation de la membrane 

mitochondriale, et est à l'origine d'une survie accrue des cellules de la lignée épithéliale 

hépatique F258. Nous avons ensuite démontré dans ces cellules que le B[a]P induisait un 

remodelage métabolique profond, se caractérisant par une reprogrammation métabolique vers 

la glycolyse, amplifiant également leur survie. Enfin, nous avons identifié que l'une des cibles 

mitochondriales des hydrocarbures impliquées dans cette reprogrammation métabolique et 

cette survie, est l'inhibiteur physiologique de la F0F1ATPase, à savoir le peptide IF1. Par 

ailleurs, nous avons pu constater qu'un tel effet des hydrocarbures sur l'expression d'IF1 

s'opère également in vivo sur le plus long terme chez le rat, et pourrait ainsi constituer une 

nouvelle modalité par laquelle ces composés pourraient induire des processus de 

cancérogénèse.  

Néanmoins, de nombreux points restent à approfondir afin de préciser le rôle du NO à la 

mitochondrie, et de définir plus précisément la signalisation impliquée dans ses effets. De 

plus, même si nous avons pu démontrer que le B[a]P est à l'origine de remaniements 

métaboliques profonds, les mécanismes intervenant en amont de ces perturbations restent 

cependant à clarifier. Enfin, il semble primordial de terminer la caractérisation de la 

signalisation impliquée dans la régulation de l'expression d'IF1 en présence de B[a]P, et de 

préciser si ce peptide constitue ou non un marqueur fiable des effets cancérogènes des 

hydrocarbures. 
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Figure 38. Schéma bilan modélisant la reprogrammation métabolique induite par le 
B[a]P et impliquée dans la survie dans les cellules F258. 

 

I. Rôle de la production de NO 

Nous avons mis en évidence dans cette thèse une nouvelle voie de survie induite par le B[a]P 

au niveau hépatique, cette voie faisant intervenir une production de NO, qui régule 

notamment le ∆Ψm. Ceci est d'autant plus remarquable que de nombreuses modifications, qui 

se produisent au sein de la mitochondrie lors de la transformation maligne des cellules 

néoplasiques, sont liées à une augmentation du ∆Ψm. Ainsi une hyperpolarisation 

mitochondriale a été associée à une perturbation de l'équilibre entre la prolifération et 

l'apoptose, une diminution de l'expression de certains gènes et/ou la survenue de délétions 

dans le génome mitochondrial, et des altérations des activités enzymatiques mitochondriales 

(Heerdt et al., 2006). De plus, de nombreux modèles de lignées tumorales présentent 

constitutivement des valeurs de ∆Ψm élevées (Fantin et al., 2002). Au-delà du stress oxydant 
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et nitrosant, l'exposition chronique à des polluants environnementaux tels que les HAP, 

pourrait favoriser l'émergence de certains cancers, et ce, en maintenant le compartiment 

mitochondrial en état de stress via une production de NO, qui régulerait négativement 

l'OXPHOS. Dans notre modèle cellulaire d'étude, cette production de NO fait intervenir 

l'induction de la iNOS en réponse au B[a]P. Néanmoins, l'étude des mécanismes impliqués 

dans les dysfonctionnements mitochondriaux résultant d'une exposition aux hydrocarbures 

s'avère complexe, impliquant, comme nous l'avons vu, de nombreux partenaires. En 

conséquence, des travaux complémentaires seront nécessaires afin de caractériser pleinement 

les processus mis en jeu.  

I-1. Rôles respectifs  du RAh et de p53 dans la production de NO  

Comme l'ont démontré nos résultats dans la lignée épithéliale hépatique F258 exposée au 

B[a]P, l'activation simultanée du RAh et celle du gène suppresseur de tumeur p53, jouent un 

rôle primordial dans la production de NO ainsi que dans l'hyperpolarisation mitochondriale 

résultante. Cependant, des doutes subsistent quant au rôle de p53 dans les effets observés. En 

effet, il a déjà été montré que la pifithrine α, l'inhibiteur pharmacologique utilisé ici, bloquait 

la production du NO sous l’effet d’une stimulation au LPS dans la lignée de macrophages 

RAW 264.7. Cette inhibition était alors indépendante de l’effet inhibiteur de cette molécule 

sur p53, et passait plutôt par une régulation négative de l'expression de l’IFN-β (Mendjargal et 

al., 2013). En conséquence, pour confirmer l'implication de p53, il sera intéressant de tester 

sur la production de NO induite par le B[a]P, l’effet d’une extinction de p53 par des ARN 

interférents. Un tel résultat nous renseignera davantage sur la voie de signalisation 

majoritairement impliquée, RAh ou p53, dans la production de NO observée sous l’effet du 

B[a]P.  

Même si p53 et RAh semblent impliqués, la part respective de ces deux cibles dans la 

production de NO n’a pas été clairement identifiée. Nos données montrent que l'inhibition de 

ces deux cibles par des inhibiteurs chimiques empêche l'induction de la iNOS, ce qui suggère 

un rôle à la fois de p53 et du RAh. Outre la validation de l'implication de p53, les rôles 

respectifs du RAh et de p53 dans cette induction restent donc à déterminer. Des travaux du 

laboratoire ont déjà mis en évidence une coopération entre le RAh et p53 dans la 

différenciation des cellules BeWo induite par le B[a]P (Le Vee et al., 2013). Dans ces 

travaux, le RAh est impliqué dans la régulation des CYP. Ainsi, son activation par le B[a]P 
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pourrait favoriser l'activation de p53 en augmentant la production de métabolites réactifs, et 

donc les dommages à l'ADN. 

Par ailleurs, il a été montré que l'activation du RAh bloque l'activation de p53 par un jeu de 

phosphorylation et d'acétylation dans la lignée HepG2, contribuant par ce biais au 

développement tumoral. Cet effet des ligands du RAh sur la régulation de p53 résulte alors de 

la fixation du RAh sur AGR2 (Anterior GRadient protein 2 homolog ) (Ambolet-Camoit et 

al., 2010). Ce marqueur tumoral a été décrit pour favoriser la survie et la transformation 

néoplasique en contrecarrant la fonction de suppresseur de tumeur de p53 (Brychtova et al., 

2011). 

 Cependant, les précédents travaux du laboratoire (Tekpli et al., 2010), ainsi que les analyses 

réalisées au cours de ma thèse dans la lignée F258 (article 1) impliquent un mécanisme 

différent de ceux décrits ci-dessus puisque la phosphorylation de p53 en réponse au B[a]P est 

détectée même en l'absence de RAh.  

Il a été montré que le statut de p53, WT ou muté, influence le niveau d'expression du RAh 

dans des tissus cancéreux mammaires humains (Li et al., 2014). L'activation de p53 dans des 

cellules humaines soumises à un stress génotoxique, conduit de plus à une augmentation de 

l'expression du RAh via un mécanisme post-transcriptionnel (Panchanathan et al., 2015). Par 

ailleurs, il a été montré que le statut de p53 influence l'activité en tant que facteur de 

transcription du RAh; en effet, p53 est capable d'affecter l'expression de gènes sous le 

contrôle du RAh (Amit Kochhar et al., 2014). Dans cette étude le fait de restaurer l'expression 

de p53 au moyen du CP-31398, une molécule chimique connue pour restaurer l'activité de 

p53 dans les cellules cancéreuses, abolissait l'induction des CYP1A1 et 1B1 par le B[a]P. Cet 

effet sur le RAh passerait notamment par l'induction de la protéine Aha1 (activator of Heat 

shock 90kDa protein ATPase homolog 1) (Amit Kochhar et al., 2014). 

Quoi qu'il en soit, ces doutes quant à l'implication directe de p53 dans ce mécanisme 

pourraient être facilement levés en testant les effets d'une inhibition plus spécifique de ces 

deux cibles; une invalidation de p53 pourrait ainsi être réalisée afin d'analyser le rôle de p53 

dans l'activation du RAh, et dans l'induction de la NOS et de l'hyperpolarisation 

mitochondriale.  
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I-2. L’isoforme mitochondriale de la NO Synthase pourrait-elle jouer un rôle dans ce 
mécanisme? 

Nous avons déterminé par des expériences d'immunolocalisation de la iNOS que cette 

production de NO sous l'impulsion du B[a]P semblait plutôt localisée dans le cytosol qu'au 

niveau des mitochondries. Cependant, l'utilisation du DAF2-DA en microscopie pour suivre 

la localisation du NO, indique également une production au niveau des mitochondries 

(Hardonnière et al., 2015, supplementary figure 2A). Ainsi, d'autres modalités de production 

du NO pourraient être impliquées. Il a été démontré au niveau hépatique chez le rat que la NO 

synthase mitochondriale (mtNOS) était fonctionnellement intégrée au complexe I. Dans ce 

modèle, plus l'activité du complexe I est soutenue et plus la mtNOS produit une quantité 

importante de NO. Ce mécanisme pourrait avoir pour effet d'harmoniser les activités des 

complexes suivants sur l'activité du complexe I; cependant, il pourrait aussi jouer un rôle dans 

l'autorégulation du complexe I puisqu'un effet inhibiteur du NO sur le complexe I est 

également connu. Par ailleurs, la mtNOS est calcium dépendante : plus la [Ca2+]m est élevée, 

et plus son activité est intense (Parihar et al., 2008). De plus, même si dans notre modèle, le 

NO semble contrôler le ∆Ψm et donc intervenir en amont de celui-ci, une relation inverse est 

également possible. En effet, l'activité de la mtNOS a été décrite comme reposant sur l'état 

métabolique des mitochondries modélisé par la force protomotrice, et semble 

préférentiellement liée à la composante ∆Ψm plutôt qu'au pH matriciel. Ainsi, 

l'hyperpolarisation résultant de l'inhibition du complexe V par l'oligomycine A dans des 

mitochondries issues du cœur, du foie et des reins de rats Sprague-Dawley, avait pour effet de 

maximiser la production de NO par cette enzyme voltage-dépendante associée à la membrane 

interne. A l'inverse, la diminution progressive du ∆Ψm diminuait graduellement la production 

de NO. Les auteurs en avaient notamment déduit que cette production de NO pourrait être un 

moyen de signaler au compartiment cytosolique une charge énergétique mitochondriale 

élevée (Valdez et al., 2006).  Ainsi, il serait intéressant d'approfondir ce point dans la lignée 

F258, afin de vérifier si cette isoforme mitochondriale des NOS participe ou non à la 

production de NO que nous avons caractérisée sous l'effet du B[a]P. Pour ce faire, il sera 

intéressant d'analyser le contenu en NOS dans les fractions mitochondriales par western 

blotting ; cependant les différentes isoformes de NOS sont particulièrement difficiles à 

détecter dans notre modèle par cette technique. Il nous faudra donc tenter d'affiner la 

résolution de nos expériences d'immunolocalisation afin de voir si la mtNOS est impliquée 

dans la production de NO à la mitochondrie dans notre modèle cellulaire.  
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I-3. Rôle du NO dans la reprogrammation métabolique induite par le B[a]P 

En lien avec la régulation du ∆Ψm  et la capacité du NO à inhiber les complexes I, II et IV de 

la chaîne respiratoire (Antico Arciuch et al., 2012), nous avons donc voulu déterminer en 

perspective à ce projet si l'action protectrice du NO vis-à-vis de la mort cellulaire induite par 

le B[a]P pouvait impliquer une reprogrammation métabolique des cellules F258. En effet, 

quelques études ont clairement établi un lien entre production de NO et effet Warburg. Ainsi, 

un apport de NO exogène induit un effet Warburg dans des cellules de cancers ovariens, avec 

une glycolyse accrue, une réduction notable d'OXPHOS, malgré une augmentation du flux du 

TCA et de la glutaminolyse (Caneba et al., 2014). Concernant nos travaux, l'utilisation du 

CPTIO, molécule piégeuse du monoxyde d’azote, en présence de B[a]P ne semble toutefois 

pas inhiber la reprogrammation métabolique (Figure 39). Il apparait même que la réduction du 

contenu cellulaire en NO dans les conditions basales soit à l'origine d'une augmentation 

significative de l'accumulation de lactate dans le milieu extracellulaire. Différentes études 

semblent majoritairement établir que le NO favoriserait la glycolyse mais des données 

suggèrent également que celui-ci pourrait inhiber cette voie métabolique (Benavides et al., 

2013). En raison de la variété d'effets biologiques du NO, il serait donc intéressant de 

déterminer précisément les concentrations en NO dans nos différentes conditions afin de 

pouvoir discriminer le type de signalisation induite par le NO en fonction du contexte.  

 

Figure 39. Effet du CPTIO (25 µM), un piégeur de NO, sur l’accumulation de lactate 
extracellulaire après 48 heures d’exposition au B[a]P. n=3. 

 

Ainsi, en lien avec la capacité du NO à inhiber la phosphorylation oxydative (Cooper et 
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mitochondriales de cette molécule dans les cellules F258 exposées au B[a]P, en réalisant par 

exemple des expériences de biotin switch qui permettent de détecter la S-nitrosylation des 

protéines, et ensuite d'évaluer plus spécifiquement les effets de cette production de NO sur 

l'OXPHOS et le TCA.  

Enfin, il sera intéressant de tester si la GTPase NOA1 (Nitric Oxide-Associated protein 1) est 

également impliquée. En effet, cette enzyme a été identifiée comme un régulateur majeur 

capable d'ajuster l'activité des enzymes de la phosphorylation oxydative en fonction des 

concentrations en oxygène disponibles. Pour ce faire, cette enzyme est régulée 

transcriptionnellement en fonction de la concentration en O2 disponible ; elle pourrait 

notamment réguler l'activité des complexes en jouant sur l'expression et la stabilité de ces 

derniers, mais également par l'intermédiaire de modifications translationnelles. De plus, cette 

GTPase est aussi connue pour interagir avec les mitoribosomes, contrôlant par ce biais les 

synthèses protéiques mitochondriales (Kolanczyk et al., 2011; Heidler et al., 2011).  

I-4. Une action régulatrice du NO sur la survivine serait-elle à entrevoir ? 

Un lien entre le NO et la survie pourrait également reposer sur la survivine (BIRC5), une 

protéine inhibitrice de l'apoptose (IAP), d'autant qu'une corrélation entre l'expression de la 

iNOS et l'ARNm de cette protéine a été identifiée. En supprimant l'apoptose et en accélérant 

la prolifération, ce mécanisme pourrait jouer un rôle important dans la progression tumorale 

des carcinomes hépatocellulaires (Ikeguchi et al., 2002). Tandis qu'une très forte 

concentration en NO exogène inhibait la survivine et sensibilisait les hépatocytes de rat à 

TRAIL in vitro, des concentrations plus modérées, retrouvées en réponse à l'activation de la 

iNOS, augmentaient l'expression de la survivine, favorisant ainsi la survie via les voies 

Akt/NFκB (Wang et al., 2011). De plus, il a été identifié que la coopération entre la survivine 

et l’oncogène MYCN favorisait la survie et la prolifération, ainsi que l’acquisition d’un 

phénotype de type Warburg au cours de la transformation maligne (Hipp et al., 2014). Au vu 

de l'impact du B[a]P sur le métabolisme énergétique dans notre modèle, cette modalité n'est 

pas non plus à exclure. A ce propos, il est intéressant de signaler que le RAh a été récemment 

montré comme responsable d’une induction de la survivine (Svobodová et al., 2015). 
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II. Effet du B[a]P sur le métabolisme énergétique 

Contrairement à d'autres études, il est apparu que les variations du ∆Ψm sous l'effet du B[a]P 

n'étaient pas transitoires dans notre modèle d'étude. L'impact du B[a]P sur ce paramètre est 

apparu comme dose-dépendant; de plus, l'intensité de cette hyperpolarisation semblait 

augmenter à mesure que la cinétique d'exposition évoluait (jusqu'à 72 heures). Ainsi, cet effet 

est fondamentalement distinct de l'hyperpolarisation transitoire précoce précédant la rupture 

de la membrane externe et la relargage des facteurs pro-apoptotiques (Poppe et al., 2001; Kim 

et al., 2003); il s'inscrit au contraire dans un contexte de survie en lien avec la transformation 

des cellules. De plus, l'impact du B[a]P sur la morphologie des cellules F258, même à faible 

dose, nous a encouragés à poursuivre les investigations quant à la capacité du B[a]P à 

promouvoir la survie. Dès lors, nous avons voulu évaluer les effets de notre composé sur le 

métabolisme énergétique. Nous avons pu montrer qu'en présence de B[a]P, le phénotype des 

cellules F258 devenait plus mésenchymateux, avec un potentiel de migration accru. Le 

métabolisme énergétique, quant à lui, subissait une reprogrammation de type Warburg, avec 

un ralentissement significatif de la phosphorylation oxydative et de la respiration, et une 

accélération du flux glycolytique. 

II-1. Le RAh serait-il également un régulateur clé du métabolisme mitochondrial?  

Nos résultats ont démontré que le récepteur Ah était impliqué dans la reprogrammation 

métabolique médiée par le métabolisme du B[a]P. Ainsi, l'inhibition de sa translocation 

nucléaire par le CH223191, un antagoniste du RAh (Données non présentées), ainsi que 

l'extinction de son expression par siRNA bloquent l'accumulation de lactate extracellulaire 

induite par une faible concentration de B[a]P. Peu de données sont disponibles quant à un 

éventuel rôle du RAh dans la reprogrammation métabolique. Cependant, l'activation 

transcriptionelle du RAh par la TCDD avait permis d'identifier que ce récepteur était impliqué 

dans la régulation de gènes du métabolisme mitochondrial tels que des sous-unités des 

complexes I, III, IV et V (Forgacs et al., 2010). Une étude fait également état de la capacité 

du RAh à réguler l'expression de la GAPDH sous l'effet d'une stimulation par la TCDD ou par 

la β-naphtoflavone (Reyes-Hernandez et al., 2009). Or, cette enzyme de la glycolyse est un 

senseur du stress lié au NO et est par ailleurs régulée par nitrosylation. Cette enzyme est 

également connue pour agir comme un facteur de survie; en effet, l'augmentation de son 

expression, en plus de maintenir un niveau  d'ATP suffisant pour la survie en amplifiant la 
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glycolyse, semble promouvoir le recyclage des mitochondries endommagées par l'autophagie 

dans les cellules HeLa (Colell et al., 2007; Colell et al., 2009). Cependant, l'expression de 

cette dernière ne semble pas véritablement modifiée dans notre modèle d'étude (données non 

publiées). 

Les études sur le RAh ont longtemps été confinées à un cadre strictement toxicologique, en 

lien avec ses ligands exogènes: la TCDD ou les hydrocarbures, dont le B[a]P (Barouki et al., 

2007). Pour autant, son activité transcriptionnelle régule de nombreuses fonctions cellulaires 

comme le système immunitaire et l'inflammation, la différenciation, le cycle cellulaire, la 

mort cellulaire ou encore la migration (Lindsey et Papoutsakis, 2012). Au-delà de ses activités 

transcriptionnelles, de nouvelles fonctions du RAh ont été identifiées comme son activité E3 

ubiquitine ligase (Ohtake et al., 2007). Quant à un éventuel rôle du RAh à la mitochondrie, 

très peu de données sont disponibles. Or, nos travaux suggèrent que ce récepteur pourrait 

également avoir un important rôle en tant que régulateur du métabolisme mitochondrial. En 

effet, la TCDD induisait non seulement une hyperpolarisation transitoire de la membrane 

mitochondriale détectable depuis 24h jusqu'à 48h d'exposition (Hardonnière et al., 2015, 

supplementary figure 6), mais aussi une augmentation de la production de lactate. De plus, 

l'inhibition spécifique du RAh par le CH223191 bloquait totalement l'hyperpolarisation 

induite par le B[a]P (hardonnière et al., Figure 6A), de même que la production de lactate 

(Données non présentées). Dans ce contexte, même si on ne peut exclure à l'heure actuelle un 

rôle transcriptionnel du RAh dans la régulation du métabolisme énergétique, le pool 

mitochondrial de ce récepteur pourrait jouer un rôle clé, qui reste à définir. 

A cet égard, Tappenden et ses collaborateurs avaient démontré, dans la lignée Hepa1c1c7, 

grâce à l'utilisation de la méthode tap (tandem affinity purification) couplée à la spectrométrie 

de masse, qu'en l'absence de ligand, le RAh interagissait fortement avec la sous-unité ATP5α1 

de la F0F1ATPase (Tappenden et al., 2011). Nous avons également pu détecter le RAh dans 

les fractions mitochondriales de la lignée F258. Le B[a]P ou la TCDD provoquaient la sortie 

du RAh du compartiment mitochondrial dans notre modèle (Figure 40A). De plus, dans la 

recherche des voies de signalisation impliquées dans la régulation d'IF1, nous avons pu 

constater que l'α-NF, un inhibiteur du métabolisme du B[a]P, diminuait significativement le 

pool mitochondrial du RAh, contrairement au CH223191, connu pour bloquer la translocation 

nucléaire du récepteur Ah. L'α-NF a également été testé vis-à-vis de la respiration cellulaire. 

Les expériences ont révélé qu'en présence d'α-NF, la respiration des cellules F258 était 

fortement stimulée, aussi bien dans les conditions témoins qu'en présence de B[a]P (Figure 
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40B). De plus, alors que le B[a]P diminuait la respiration dans les conditions témoins, il 

potentialisait celle-ci en présence d'α-NF. En lien avec les travaux de Tappenden, nos travaux 

suggèrent donc également une localisation mitochondriale du RAh, qui pourrait permettre de 

réguler OXPHOS indépendamment de son activité transcriptionnelle. En effet, cette équipe 

avait identifié que, dans les cellules Hepa1c1c7, la TCDD induisait une hyperpolarisation de 

la membrane mitochondriale, et celle-ci avait alors été corrélée à une diminution du contenu 

mitochondrial de la protéine RAh (Tappenden et al., 2011). Il est intéressant de signaler ici 

que l'utilisation de siRAh induit une forte diminution du RAh à la mitochondrie (Figure 40C). 

En revanche, l'utilisation des sip53 et siIF1 reste sans effet sur le contenu mitochondrial en 

RAh (Figure 40C).  

 

Figure 40. L'effet du B[a]P sur le contenu mitochondrial en RAh dans la lignée F258 
pourrait avoir un rôle prépondérant dans l'activité métabolique de l'organite. (A) 
Analyse du pool mitochondrial d'AhR par western blotting. (B) La consommation d'oxygène 
(OCR) ainsi que l'acidification extracellulaire (ECAR) ont été analysées avec le kit Mito 
Stress sur un Seahorse XF24. Les valeurs d'OCR ont également été exprimées en fonction des 
valeurs d'ECAR afin de mettre en exergue le profil métabolique des cellules dans les 
différentes conditions. (C) Extinctinction du RAh à la mitochondrie par siRNA. 
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Ainsi, cette modulation de la quantité de RAh localisé à la mitochondrie pourrait être 

directement liée à l'élévation significative de la consommation d'oxygène que nous avons 

observée. Cette présence du RAh à la mitochondrie pourrait dès lors agir comme un 

régulateur physiologique de la machinerie oxydative, mais pourrait aussi de par sa 

translocation, signaler des situations de stress aux autres compartiments cellulaires. Dans ce 

contexte, ces résultats très préliminaires, mériteront d'être confirmés et approfondis. Il sera 

notamment intéressant de réaliser des expériences d'immunoprécipitations afin de vérifier si le 

RAh interagit directement avec l'ATPase dans notre modèle. Une lignée stable déficiente en 

RAh pourra également être générée afin d'évaluer l’éventuel impact du RAh sur le 

métabolisme mitochondrial dans les conditions basales, en comparant par exemple les 

niveaux de respiration de ces deux lignées. 

II-2. Quelle est la contribution du pH à la reprogrammation métabolique induite par le 
B[a]P? 

L'une des découvertes majeures de l'équipe a été d'identifier que le métabolisme du B[a]P par 

les CYPs était responsable de l'activation de NHE1 dans la lignée F258, cette activation 

conduisant à une alcalinisation intracellulaire (Huc et al., 2004; Huc et al., 2007; Tekpli et al., 

2012). Or, une telle alcalinisation médiée par NHE1 a déjà été identifiée comme un 

évènement précoce dans la transformation maligne, ce facteur favorisant notamment 

l'acquisition d'un phénotype de type Warburg (Reshkin et al., 2000). Ce paramètre est en effet 

connu pour augmenter l'activité des enzymes de la glycolyse (Alfarouk et al., 2014). Dans 

notre modèle d'étude, l'activation de NHE1 en réponse au B[a]P, avait été reliée à la mort 

cellulaire (Huc et al., 2004). Cependant, dans un autre modèle, les cellules Hepa1c1c7, dans 

lesquelles NHE1 est également activé par le B[a]P, cette activation  ne semble pas être 

impliquée dans l'apoptose associée (Holme et al., 2007). Malgré ces divergences 

fonctionnelles dans l'établissement de la mort cellulaire, nos résultats mettent clairement en 

évidence que cette cible du B[a]P est impliquée dans la reprogrammation métabolique induite 

dans ces deux lignées. Ces différences concernant l'implication de NHE1 dans les voies de 

mort et de survie induites par le B[a]P pourraient provenir du phénotype différent entre les 

cellules F258 et Hepa1c1c7: spontanément transformé et cancéreux, respectivement. Une 

autre explication pourrait être que différentes fonctions de NHE1 (transport des H+ ou 

plateforme de signalisation) interviennent dans les voies de mort et de survie sous l’effet du 

B[a]P. 
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Nous avons également testé la capacité d'autres HAP à promouvoir la reprogrammation 

métabolique. Nous avons ainsi constaté que le DMBA (7,12-Dimethylbenz[a]thracene) était 

également à l'origine d'une production de lactate exacerbée. Or, l'équipe avait déjà pu mettre 

en évidence que cet hydrocarbure était également responsable d'une alcalinisation 

intracellulaire (Huc et al., 2004). Ce résultat confirme ainsi l'importance de l’activation de 

NHE1 dans la détermination du phénotype glycolytique. Dans ce contexte, il sera judicieux de 

tester l’effet du cariporide sur l’activité des enzymes de la glycolyse afin d’approfondir le rôle 

du pH dans cette reprogrammation. 

Une stimulation de l'activité de certaines enzymes de la glycolyse avait été identifiée de 

longue date dans les tissus pulmonaires de souris traitées au B[a]P (Rády et al., 1980). Dans 

notre étude, il est apparu que l'activation de l'échangeur NHE1 était impliquée dans 

l'augmentation de l'oxydation du glucose promue par le B[a]P. Un rôle de l'activation de 

NHE1 dans la stimulation de l'oxydation du glucose et du cycle des acides tricarboxyliques a 

déjà été rapporté.  Ce mécanisme permettait, via l'activation du transporteur NHE1, de limiter 

les lésions cardiaques en cas d'ischémie-reperfusion chez la souris (Mraiche et al., 2011). 

C'est pourquoi, dans nos conditions, un effet direct du pH sur l'activité des enzymes du cycle 

de Krebs est envisagé. Les effets du B[a]P sur le TCA pourraient impliqués la forme 

mitochondriale de NHE1 (mNHE1). En effet, cette isoforme, également sensible au 

cariporide, a été décrite récemment dans le tissu cardiaque, et pourrait jouer un rôle dans la  

régulation du pH mitochondrial (Garciarena et al., 2008; Alvarez et Villa-Abrille, 2013); en 

effet, son activation conduirait à un afflux de protons dans la matrice mitochondriale (Alvarez 

et Villa-Abrille, 2013). De plus, un rôle de cette isoforme dans la survie a déjà été suggéré; en 

effet, l'activité de celle-ci pourrait permettre de prévenir l'ouverture du PTP lors d'une 

stimulation calcique, et jouerait donc également un rôle dans le maintien du ∆Ψm (Alvarez et 

Villa-Abrille, 2013). Or, dans les cellules F258, le B[a]P induit dès 24 heures, et au moins 

jusqu'à 48 heures, une acidification de la matrice mitochondriale. Ce résultat pourrait donc 

impliquer un effet du B[a]P sur cette isoforme mitochondriale de NHE1, mais nous devrons 

poursuivre les investigations pour tester cette hypothèse. Il semble ainsi possible d'inhiber 

spécifiquement cette isoforme (Villa-Abrille et al., 2011), afin de déterminer si elle est à 

l'origine de l'acidification matricielle que nous avons observée sous l'effet du B[a]P. 

L'acidification matricielle induite par le B[a]P pourrait être à l'origine de la dissociation du 

complexe II (Lemarié et al., 2011), d'où une stimulation du TCA (Grimm, 2013; Hwang et 

al., 2014), et ce, malgré les effets délétères du B[a]P sur la machinerie oxydative. Afin 
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d'affiner nos résultats, il sera intéressant de confirmer notre hypothèse du point de vue de la 

dissociation du complexe II par Blue native gel PAGE. De même, un diagnostic 

mitochondrial par oxygraphie, permettra de déterminer plus spécifiquement quelles altérations 

fonctionnelles de la chaîne respiratoire sont provoquées par le B[a]P. Concernant le complexe 

II, si sa dissociation est confirmée, nous pourrons alors tester l’effet du cariporide afin de voir 

si l’activation de NHE1 par le B[a]P est impliquée. En outre, comme décrit précédemment, 

nos travaux suggèrent également l'implication du récepteur Ah dans la reprogrammation 

métabolique induite par le B[a]P. Comme nos travaux antérieurs avaient identifié que le RAh 

était impliqué dans l'activation de NHE1 sous l'effet de ce cancérogène dans les cellules F258 

via son rôle dans le remodelage membranaire (Tekpli et al., 2010; 2012), il n'est pas à exclure 

que l'action du récepteur Ah dans la reprogrammation glycolytique soit principalement liée à 

cette activation de NHE1. Ainsi, l’utilisation de siRAh pourra permettre de tester 

l’implication de ce récepteur dans l’acidification matricielle et la dissociation du complexe II. 

II-3. Quel est le rôle joué par p53 dans la reprogrammation métabolique induite par le 
B[a]P? 

Il est apparu que p53 était aussi impliqué dans les remaniements métaboliques observés sous 

l'effet du B[a]P dans les cellules F258 (Résultats complémentaires article 2). Nous avons 

cependant choisi de ne pas inclure ces résultats préliminaires dans l'article 2 puisqu'il nous 

reste à comprendre comment l'ensemble des acteurs interagissent entre eux. p53 joue un rôle 

critique dans le contrôle d'un certain nombre de processus cellulaires, y compris l'apoptose, 

l'arrêt du cycle cellulaire, la stabilité du génome, et l'angiogenèse. Sa capacité à réguler le 

métabolisme énergétique a déjà été décrite puisque p53 est impliqué dans la régulation du 

transport de glucose (Scwartznberg-Bar-Yoseph et al., 2004), de la glycolyse via TIGAR 

(Bensaad et al., 2006), de la voie des pentoses phosphates, du cycle de Krebs, du métabolisme 

de la glutamine (Hu et al., 2010) ou encore de OXPHOS (Matoba et al., 2006), en 

interagissant avec le complexe V (Bergeaud et al., 2013). p53 régule ainsi le métabolisme en 

limitant la glycolyse et en améliorant la phosphorylation oxydative (Kruiswijk et al., 2015).  

Dans notre modèle, l'activation de p53 par le B[a]P jouerait également un rôle dans la survie 

en lien avec les modifications métaboliques que nous avons pu mettre en évidence. En effet, 

l'inhibition de p53 bloque, au même titre que pour le RAh, la reprogrammation métabolique 

observée (Résultats complémentaires article 2, Figure B). Un tel effet va à l'encontre de ce qui 

est classiquement décrit quant au rôle de p53 dans la reprogrammation métabolique. Dès lors, 
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on pourrait envisager que dans ce contexte ces effets de p53 sur le métabolisme passent plutôt 

par un effet régulateur de ce dernier sur l'activité transcriptionnelle du RAh (Kocchar et al., 

2014), comme décrit plus haut. Cette hypothèse pourrait par ailleurs permettre d'expliquer 

pourquoi l'inhibition de ces deux cibles distinctes conduit à une inhibition très marquée de la 

reprogrammation métabolique promue par le B[a]P. 

Par ailleurs, l'activation de p53 est connue pour favoriser la conversion de la glutamine en 

glutamate pour amplifier le TCA. Cependant, un tel effet n’a pas été observé dans notre 

modèle cellulaire; en effet, les niveaux d'oxydation de la glutamine ne sont pas modifiés sous 

l'effet du B[a]P (Figure 41). 

 

Figure 41. Effet du B[a]P sur l'oxydation de la glutamine. (n=3) 

 

Si l'implication de p53 dans la régulation du métabolisme n'est plus à démontrer, les modalités 

demeurent relativement complexes puisque le statut de p53 (Galluzzi et al., 2011; Zhang et 

al., 2013), ainsi que son niveau d'expression orientent considérablement le type de réponse 

(Antico Arciuch et al., 2012). Dans la suite de ce travail, il s'agira donc de clarifier le statut de 

p53 dans notre lignée. 

 

III. Le peptide IF1, une cible mitochondriale des hydrocarbures 

Les travaux précédents de l'équipe avaient suggéré que la F0F1ATPase pouvait être une cible 

du B[a]P, celui-ci supposé induire une activité reverse de cette ATPase, responsable d'une 

acidification cytosolique secondaire (Huc et al,. 2006). Ainsi, en lien avec les 
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dysfonctionnements métaboliques préalablement caractérisés, nous avons cherché à étudier 

plus spécifiquement la régulation du complexe V. C'est ainsi que nous avons identifié IF1, 

l'inhibiteur physiologique de l'ATPase, comme un candidat potentiel pour expliquer les effets 

observés. De façon intéressante, l'apoptose induite par le B[a]P dans les cellules F258 ne fait 

pas intervenir la libération du cytochrome c. Ceci pourrait être justement dû à l'action d'IF1, 

qui, lorsqu'il est fixé sur la sous-unité F1 de l'ATPase, bloquerait l'ouverture du PTP, ce 

dernier étant formé du dimère de F0F1ATPase (Giorgio et al., 2013; Bernardi et al., 2015). 

Cependant, nous avons mesuré l’activité synthase du complexe V mais nous n'avons évalué 

qu'indirectement son activité hydrolase par une analyse des concentrations en ATP 

intracellulaire en présence d'oligomycine A. Il sera donc également nécessaire d'affiner ces 

données en réalisant cette mesure. De plus, il sera intéressant de voir si l’extinction d’ATPIF1 

entraîne une libération du cytochrome c et une augmentation de l’activité des caspases dans 

les cellules F258 traitées par le B[a]P. 

III-1. La balance AMPc/Ca2+est-elle déterminante dans la régulation d'IF1? 

Il nous a été difficile d'identifier précisément les modalités de régulation du peptide inhibiteur 

IF1 par le B[a]P. Néanmoins, il nous est vite apparu que l'augmentation du contenu 

mitochondrial en IF1 était indépendante du métabolisme du B[a]P, ainsi que des voies 

classiquement activées par cet hydrocarbure dans notre modèle. En effet, plutôt que de 

prévenir l'augmentation du contenu mitochondrial d'IF1 sous l'effet du B[a]P, l'inhibition 

chimique de certaines de ces voies potentialisait cette augmentation. A ce propos, bien que les 

mécanismes impliqués dans cette potentialisation restent à déterminer, il est intéressant de 

noter que celle-ci était associée à une perte du RAh mitochondrial. Nous avons testé 

l'implication de la voie β2 adrénergique, connue pour être activée par le B[a]P, et ce, 

indépendamment de son métabolisme; l'activation de cette voie conduit à une augmentation 

du Ca2+ intracellulaire (Mayati et al., 2012). Une stimulation a ainsi été réalisée au moyen 

d’une forme perméante d’AMPc, à savoir le 8-Br-AMPc. Nous avons pu observé que l’apport 

exogène de ce second messager avait pour effet d’augmenter l’expression d’IF1. Nous avons 

ensuite voulu approfondir les résultats et confirmer un tel rôle de la voie β2 dans la régulation 

d’IF1 en jouant sur l’expression de ce récepteur par une stratégie de siRNA. 

Malheureusement, nous ne sommes pas parvenus à éteindre significativement son expression. 

Nous avons donc cherché à inhiber les intermédiaires clés de cette voie de signalisation 

cellulaire. Cependant, les expériences visant à tester l’effet d’une inhibition de la protéine 
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kinase PKA par le H89 n’ont pas donné de résultats probants vis-à-vis de l’induction du 

peptide IF1 en présence de B[a]P. Pourtant, l'activation de la voie PKA par l’AMPc a déjà été 

impliquée dans la régulation d'OXPHOS (Acin-Perez et al., 2009), et joue un rôle crucial dans 

la régulation du métabolisme mitochondrial (Acin-Perez et al., 2011). Dès lors, une 

production d’AMPc localisée à la membrane mitochondriale pourrait donc être directement 

impliquée. Dans ce contexte, la protéine adaptatrice AKAP121, jouerait un rôle de 

recrutement des adénylates cyclases solubles (ACs) permettant une production localisée 

d'AMPc au niveau mitochondrial (Huang et al., 1997). Il a d'ailleurs été montré que lorsque 

l'intégrité de cette protéine est compromise, elle est la source d'importants 

dysfonctionnements mitochondriaux, nuisant significativement à la survie des cellules 

(Perrino et al., 2010). Mais d’autres AKAPs comme WAVE1 (Wiskott-Aldrich syndrome 

protein family member 1) (Danial et al., 2003), ou encore  SKIP (Sloan-Kettering Institute 

Protein) (Means et al., 2011), pourraient être à l’origine du recrutement d’ACs à la 

mitochondrie. Un tel mécanisme pourrait ainsi être impliqué pour réguler l'activité 

mitochondriale en situation de stress, notamment via IF1, dans le but de préserver l'intégrité 

de l'organite et la survie des cellules. Ainsi, il sera intéressant de mesurer les niveaux d’AMPc 

totaux et mitochondriaux afin de tester cette hypothèse, mais également d’approfondir ce 

point en testant l’implication des AKAPs. Parmi les pistes les plus probables, un rôle du pool 

d’AMPc mitochondrial ainsi constitué dans la régulation de la protéase mitochondriale Lon 

serait à entrevoir (Osbourne et al., 2014), d’autant qu’une telle modalité de régulation d’IF1 a 

déjà été suggérée (Shen et al., 2009).  

Parallèlement à l’AMPc, le Ca2+ est un autre messager résultant de l’activation de la voie β2. 

L'utilisation du chélateur calcique BAPTA-AM (Figure 6A, Article 3), suggère que  

l’homéostasie calcique jouerait un rôle négatif dans  la régulation d’IF1, puisque le BAPTA-

AM potentialisait son induction. Par ailleurs, le calcium est un élément essentiel dans les 

interactions entre les sous-unités α et β de la partie F1 ainsi que la sous-unité e de la partie F0 

de la F0F1ATPase (Bernardi et al., 2015) ; il pourrait également influencer l’efficacité de 

l’ATPase par ce biais. Un rôle de la calmoduline dans la régulation d’IF1 a déjà été identifié 

(Contessi et al., 2007) ; une compétition entre cette dernière et IF1 pour la liaison sur 

l’ATPase n’est pas exclure. Il sera ainsi déterminant de tester le rôle de la calmoduline, afin 

de déterminer plus précisément de quelle façon le calcium intervient dans la régulation d’IF1. 

Dès lors, l’équilibre de la balance AMPc/ Ca2+ pourrait être un élément déterminant pour la 

régulation d’IF1. En outre, des changements en [Ca2+]m se traduiraient également par une 
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modulation de la production d’AMPc. Cependant, ces effets semblent particulièrement 

complexes, puisque ces deux messagers, AMPc et Ca2+, s’influencent réciproquement, avec 

parfois des rôles antagonistes ou alors synergiques (Antico-Arciuh et al., 2012). Il sera donc 

primordial d’éclaircir les interactions de ces deux messagers, en regardant par exemple l’effet 

d’une chélation du Ca2+ par le BAPTA-AM, ou de l’inhibition de l’import calcique à la 

mitochondrie avec du RU360, molécule ciblant le MCU (Mitochondrial Calcium Uniporter), 

sur le niveau d’AMPc à la mitochondrie.  

Une publication a très récemment abordé les modalités de régulation d’IF1 par la voie β-

adrénergique. Dans ce travail, l'action de cette voie passerait par une phosphorylation directe 

d’IF1 par la PKA (García-Bermúdez et al., 2015). Ainsi, en interférant avec le ligand 

endogène du récepteur β2, le B[a]P pourrait perturber les processus de régulation du 

métabolisme énergétique. Il faudra donc s'intéresser également au statut de phosphorylation 

d'IF1 dans la suite de notre travail. Cependant, il est important de souligner ici que nos 

résultats n’avaient pas seulement relié l’activation de la voie β2-adrénergique par le B[a]P à 

l’activation du peptide, mais montraient également que cette voie jouait un rôle dans la 

régulation de l'expression d'IF1, avec une légère augmentation du niveau de son ARNm, 

suggérant un mécanisme plus complexe qu’une simple phosphorylation. 

III-2. L'impact d'IF1 sur la dynamique mitochondria le : un élément déterminant dans la 
survie ? 

Bien que le B[a]P soit impliqué dans les différentes phases du développement tumoral, la 

contribution des dysfonctionnements mitochondriaux provoqués par cet agent à la 

transformation des cellules néoplasiques est encore mal connue. L’hyperpolarisation 

mitochondriale observée pourrait être liée à l’activation d’IF1, comme cela a déjà été 

identifiée (Sánchez-Cenizo et al., 2010; Formentini et al., 2012). Dans ce contexte, 

l'activation d'IF1, en favorisant un remodelage structural profond, pourrait favoriser la survie 

en préservant l'intégrité du réseau mitochondrial (Campanella et al., 2009). Ce mécanisme 

faciliterait la biogenèse et la fusion mitochondriale. Ainsi, l'exposition aux HAP pourrait 

permettre de sélectionner des sous-populations mitochondriales présentant une meilleure 

plasticité métabolique et un ∆Ψm plus élevé. Dans ce contexte, l'action inhibitrice d'IF1 sur la 

F0F1ATPase agirait comme un mécanisme de survie, permettant aux mitochondries 

endommagées de contourner les mécanismes de contrôle de qualité mitochondriaux, en 

induisant une hyperfusion (Campanella et al., 2009). En effet, ce mécanisme a été identifié 
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comme un processus visant à préserver la viabilité cellulaire, l'élongation mitochondriale 

permettant aux mitochondries d'échapper aux processus de dégradation lorsque l'autophagie 

est soutenue (Gomes et al., 2011). De plus, la surexpression d’IF1 conduit en parallèle à un 

ralentissement des processus autophagiques (Campanella et al., 2009). Nous avons donc été 

interpellés par le fait que le B[a]P, qui augmentait l'expression d'IF1 dans notre modèle F258, 

induisait des effets similaires sur le réseau mitochondrial, avec un déséquilibre marqué de la 

balance fission/fusion en faveur de la fusion. Par ailleurs, l'hyperfusion mitochondriale, qui 

est dépendante du ∆Ψm, est connue pour transitoirement tamponner les effets liés aux 

dysfonctionnements de la chaîne respiratoire, et ainsi éviter le recyclage des mitochondries 

altérées par des processus mitophagiques (Twig et Shirihai, 2011). Même si cet effet semble 

clairement lié à l’augmentation de l'expression d’IF1, nous n’avons cependant pas vérifié si 

l’extinction d’IF1 empêche les processus de fusion mitochondriaux.  

Un ∆Ψm élevé a aussi été relié à un renforcement de l'efficacité de la machinerie 

mitochondriale d'import/export protéique, ce qui pourrait favoriser le recyclage du contenu 

protéique mitochondrial en dépit du ralentissement des processus mitophagiques   (Schmidt, 

2010; Galluzzi et al., 2012). Un tel mécanisme pourrait ainsi améliorer la résistance de ces 

mitochondries, et plus globalement des cellules lors des situations de stress (Harbauer et al., 

2014). Par ailleurs, cette pression de sélection exercée par les polluants de l'environnement 

pourrait par exemple expliquer les fréquences étonnement élevées d'homoplasmie dans les 

mutations de l'ADNmt retrouvées dans les tumeurs, en lien avec les altérations de la 

machinerie oxydative (Coller et al., 2001; Gasparre et al., 2013). Ainsi, il sera important de 

vérifier dans notre modèle que l’extinction d’IF1 prévient bien de ces phénomènes 

d’hyperfusion mitochondriale. Il pourrait également être intéressant d’évaluer l’impact de 

cette extinction sur le dysfonctionnement autophagique que nous avons pu caractériser dans 

les cellules F258 exposées au B[a]P, et qui sera détaillé à la fin de cette partie. 

La production de NO a également été décrite pour jouer un rôle dans la régulation de la 

structure du réseau mitochondrial. Cependant, l'induction de la iNOS serait plutôt responsable 

d'un déséquilibre de la balance fission/fusion en faveur de la fission (Gonzalez et al., 2014), 

(Kamga Price et al., 2014). La protéine DRP1 (Dynamin-Related Protein 1), protéine 

impliquée dans la fission des mitochondries, est en effet régulée par S-nitrosylation. Il 

semblerait que cette modalité de régulation aboutisse à un emballement des processus de 

fission (Cho et al., 2009; Nakamura et al., 2010).  Ceci ne semble pas en adéquation avec ce 

que nous avons observé puisque dans notre modèle, le déséquilibre de la balance 



Page 269 sur 328 

 

fusion/fission sous l'effet du B[a]P apparait nettement en faveur de la fusion. Ainsi cet effet 

marqué sur la fusion pourrait être lié plutôt à l'activation de la PKA par le NO et ses dérivés 

(Kamga Pride et al., 2014). A cet égard, il faut signaler que l'activation de cette kinase par le 

NO,  toujours en lien avec une fusion marquée du réseau mitochondrial, a également été 

associée à une stimulation de la glycolyse dans des adipocytes (Khoo et al., 2014). Par 

conséquent, il sera intéressant de tester aussi l'effet d'une inhibition de la production de NO 

sur l'ultrastructure du réseau mitochondrial afin de voir, au-delà de l'hyperpolarisation, si 

celle-ci contribue également à ces effets sur la dynamique du réseau mitochondrial sous l’effet 

du B[a]P. 

II-3. IF1 et autophagie 

Plusieurs études récentes, bien que rares, établissent clairement l'implication d'IF1 dans les 

processus autophagiques. Ainsi, dans les cellules HeLa, le niveau d'expression d'IF1 

déterminerait l'intensité des processus de dégradation autophagique; plus l'expression du 

peptide inhibiteur va être importante et plus le flux autophagique sera ralenti (Campanella et 

al., 2009). De plus, une étude génomique suggère qu’IF1 serait essentiel pour le recyclage des 

mitochondries endommagées via des processus mitophagiques, en permettant notamment le 

recrutement de PARK2 à la mitochondrie (Lefebvre et al., 2013). Au-delà de l'implication 

d'IF1, il apparait clairement que la régulation de la machinerie autophagique est intimement 

liée au métabolisme énergétique (Galluzzi et al., 2014). La fonction d'IF1 vis-à-vis du cycle 

mitochondrial serait alors double, stimulant non seulement la fusion mitochondriale mais 

jouant également un rôle dans l'élimination des mitochondries altérées. 

Malgré le caractère ubiquitaire d'IF1 chez les eucaryotes et son importance dans la 

physiologie des mitochondries, il semblerait qu'IF1 ne soit pas une protéine indispensable. En 

effet, l'autophagie ne semble pas altérée dans un modèle de souris KO  pour IF1 en l'absence 

de stress (Nakamura et al., 2013). Cependant, comme le démontrent nos travaux, l'intérêt de 

ce peptide se trouverait plutôt dans sa capacité à préserver la survie des cellules, notamment 

dans des situations de stress exacerbé, en limitant les dégâts causés aux mitochondries, mais 

aussi en évitant l'épuisement des réserves énergétiques. 

Au cours de l'autophagie, la morphologie du réseau mitochondrial va fortement influencer le 

devenir des cellules.  Ainsi, lorsque des processus autophagiques vont se mettre en place, le 

niveau d'AMPc va augmenter, conduisant à l'activation de la PKA (Protéine Kinase A). La 
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PKA va alors phosphoryler DRP1, ce qui va avoir pour effet de bloquer sa translocation 

mitochondriale, favorisant ainsi la fusion (Gomes et al., 2011). Ce mécanisme va avoir pour 

effet de  protéger les mitochondries vis-à-vis de leur éventuelle dégradation par des processus 

autophagiques. Au-delà de l'aspect purement morphologique, ces mitochondries vont 

également présenter des crêtes plus denses, ainsi qu’un degré de dimérisation et une activité 

plus importante de l'ATP synthase, d'où une capacité maintenue à synthétiser de l'ATP. Ce 

mécanisme de protection des organites a  pu être identifié à la fois in vitro dans un modèle de 

cellules MEFs et in vivo  (Gomes et al., 2011). De plus, il a été montré que GSK3, une cible 

du B[a]P dans notre modèle, renforçait cette voie AMPc/PKA/Drp1 (Loh et al., 2015). 

DRP1 serait également régulé par des processus d’ubiquitination, impliquant notamment la 

ligase MITOL/MARCH5 (Nagashima et al., 2014). Nous avons pu constater une diminution 

de l’expression de DRP1 en présence de B[a]P (Résultats préliminaires non présentés). Or le 

RAh est aussi connu pour exercer une activité E3 ubiquitine ligase (Ohtake et al., 2007). Dès 

lors, il serait envisageable que le RAh contribue à ces effets sur la dynamique mitochondriale 

par ce biais. Ainsi, les effets observés sur la dynamique mitochondriale en présence de B[a]P 

pourrait éventuellement être liés à une augmentation de la dégradation de DRP1 sous 

l'impulsion du RAh. Il sera par exemple intéressant de mesurer si l'inhibition du RAh, modifie 

le niveau d'ubiquitination de DRP1 en présence de B[a]P afin de déterminer si cette activité 

E3 ubiquitine ligase du RAh peut être impliquée.  

En résumé, l'augmentation d'IF1 dans notre modèle intervient parallèlement à un effet très 

marqué du B[a]P sur la structure du réseau mitochondrial, proche des effets décrits par 

Campanella et collaborateurs (Campanella et al., 2009). Ceci nous a amenés très récemment à 

nous poser la question d'un éventuel dysfonctionnement autophagique. De plus, nous avions 

déjà pu mettre en évidence des altérations des lysosomes en réponse à notre contaminant 

(Gorria et al., 2008). 

 

IV. Quels effets du B[a]P sur la machinerie autophagique? 

Des études ont déjà montré que certains polluants de l'environnement sont capables d'altérer 

les processus autophagiques. C'est par exemple le cas du cadmium (Chargui et al., 2011), de 

l'arsenic (Lau et al., 2013) ou encore de la patuline, une toxine fongique (Guo et al., 2013). 

Des analyses préliminaires, en collaboration avec Baharia Mograbi (IRCAN, Nice) suggèrent 

que le B[a]P serait également capable d'agir sur les processus autophagiques. Certaines de ces 
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expériences préliminaires seront brièvement détaillées dans cette partie. Ainsi, l'exposition 

des cellules F258 au B[a]P induit la conversion de LC3-I en LC3-II impliquée dans la 

formation et la fermeture des autophagosomes; une accumulation de la protéine cargo p62 

dont la fonction est de convoyer les protéines ubiquitinées dans ces vacuoles autophagiques, 

est également détectée (Figure 42). 

 

 

Figure 42. Effet du B[a]P (50 nM versus 1µM) sur l'expression des marqueurs 
autophagiques p62 et LC3 analysée par western blotting dans la lignée F258. La 
chloroquine (CHQ), agent neutralisant le pH lysosomal,  a été utilisée comme contrôle de 
l'inhibition autophagique. Ces résultats sont représentatifs d'au moins trois expériences. 

Nous avons par la suite poursuivi nos investigations en caractérisant le flux autophagique. 

Pour ce faire, nous avons mesuré l'expression de ces mêmes protéines en présence 

d'inhibiteurs des protéases lysosomales, le E64d et la pepstatine A. Ces expériences ont 

démontré que malgré des perturbations importantes, l'inhibition du flux autophagique n'était 

pas totale. En effet, en présence de ces inhibiteurs, des niveaux d'expression de p62 et de 

LC3-II plus importants ont été observés (résultats non présentés). 

L'accumulation de vacuoles autophagiques a ensuite été mise en évidence en microscopie à 

fluorescence en réalisant un marquage avec un dérivé de monodansylcadaverine, marqueur de 

ces vacuoles (Biederbick et al., 1995), au moyen du kit Cyto-ID autophagy detection. Une 

accumulation de vacuoles marquées est observée (Figure 43) sous l'effet du B[a]P, confirmant 

les perturbations autophagiques préalablement identifiées. 
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Figure 43. Effet de 24h d’exposition au B[a]P sur l'accumulation des vacuoles 
autophagiques. Ce paramètre a été evalué par microscopie à fluorescence après marquage sur 

cellules vivantes avec le kit de détéction autophagique Cyto
chloroquine (CHQ) a été utilisée comme contrôle positif de l'inhibition autophagique. 

 

Nous avons ensuite évalué l'accumulation de corps d'inclusion, ou aggrésomes, contenant des 

protéines altérées (Figure 44). Ce marquage repose sur la 

par microscopie à fluorescence en utilisant le kit Proteostat aggresome detection (Enzo Life

sciences). Il a révélé un défaut de recyclage des protéines dégradées dès 24 heures 

d'exposition, avec un effet dose

 

Figure 44. Effet de 24h d’exposition au B[a]P sur l'accumulation des aggrésomes. 
paramètre a été evalué par microscopie à fluorescence après marquage sur cellules vivantes 
avec le kit Proteostat aggresome detection

utilisée comme contrôle positif de l'inhibition autophagique. Grossissement

Effet de 24h d’exposition au B[a]P sur l'accumulation des vacuoles 
Ce paramètre a été evalué par microscopie à fluorescence après marquage sur 

cellules vivantes avec le kit de détéction autophagique Cyto-ID (Enzo Lifesciences). La 
a été utilisée comme contrôle positif de l'inhibition autophagique. 

Grossissement : 60 x. n≥3. 

Nous avons ensuite évalué l'accumulation de corps d'inclusion, ou aggrésomes, contenant des 

. Ce marquage repose sur la détection des protéines ubiquitinées 

par microscopie à fluorescence en utilisant le kit Proteostat aggresome detection (Enzo Life

révélé un défaut de recyclage des protéines dégradées dès 24 heures 

avec un effet dose-dépendant du B[a]P. 

Effet de 24h d’exposition au B[a]P sur l'accumulation des aggrésomes. 
paramètre a été evalué par microscopie à fluorescence après marquage sur cellules vivantes 

Proteostat aggresome detection (Enzo Lifesciences). La chloroquine 
utilisée comme contrôle positif de l'inhibition autophagique. Grossissement
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Effet de 24h d’exposition au B[a]P sur l'accumulation des vacuoles 
Ce paramètre a été evalué par microscopie à fluorescence après marquage sur 

ID (Enzo Lifesciences). La 
a été utilisée comme contrôle positif de l'inhibition autophagique. 

Nous avons ensuite évalué l'accumulation de corps d'inclusion, ou aggrésomes, contenant des 

détection des protéines ubiquitinées 

par microscopie à fluorescence en utilisant le kit Proteostat aggresome detection (Enzo Life 

révélé un défaut de recyclage des protéines dégradées dès 24 heures 

 

Effet de 24h d’exposition au B[a]P sur l'accumulation des aggrésomes. Ce 
paramètre a été evalué par microscopie à fluorescence après marquage sur cellules vivantes 

(Enzo Lifesciences). La chloroquine (CHQ) a été 
utilisée comme contrôle positif de l'inhibition autophagique. Grossissement : 60 x. n≥3. 
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La présence de vacuoles autophagiques et d'aggrésomes a également été confirmée en 

analysant des coupes ultrafines par microscopie électronique à transmission (Figure 45).  

 

Figure 45. Analyse de l’impact du B[a]P sur l'ultrastructure cellulaire par MET (x8K) 
(AV: autophagic vesicles; M: mitochondria; N: Nucleus; PA : protein aggresome). 

Ainsi, nos résultats démontrent que le B[a]P perturbe fortement les processus autophagiques 

dans la lignée F258, même si l'origine de ces effets reste à déterminer. Malgré tout, nos 

résultats préliminaires suggèrent que ces altérations de la machinerie autophagique seraient 

dépendantes du métabolisme de notre hydrocarbure. L’origine de ce ralentissement de la 

machinerie autophagique pourrait aussi être la forte expression d’IF1, un tel effet de ce 

peptide ayant déjà été établi dans la lignée HeLa (Campanella et al., 2009). Cette hypothèse 

sera testée très prochainement. 

 

Probablement en raison de la forte accumulation de p62 en présence de B[a]P, nous avons 

également pu mettre en évidence une activation soutenue du facteur de transcription Nrf2 en 

présence de B[a]P (Figure 46). 
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Figure 46. Effet du B[a]P sur l'expression du facteur de transcription Nrf2. 

 

Cette induction de Nrf2 pourrait résulter de l’accumulation de la forte accumulation de p62 

que nous observons sous l’effet du B[a]P. Dans ce contexte, les altérations des mécanismes 

autophagiques induites par le B[a]P pourraient favoriser la survie et la transformation des 

cellules en stimulant l'activité transcriptionelle de Nrf2; en effet, ce facteur de transcription est 

connu pour activer différents systèmes anti-oxydants en situation de stress (Dinkova-Kostova 

et Abramov, 2015), comme illustré sur la figure 47 ci-dessous. Par ailleurs, l'activation de 

Nrf2 a été décrite pour rediriger le glucose et la glutamine dans les voies anaboliques, telles 

que la voie des pentoses phosphates et celle de la synthèse des nucléotides qui soutiennent la 

prolifération des cellules tumorales (Mitsuishi et al., 2012). Dans ce contexte, il sera 

intéressant d’évaluer la contribution des perturbations de la machinerie autophagique aux 

voies de survie promues par le B[a]P, ainsi que dans la reprogrammation métabolique que 

nous avons identifiée. 

 

 

Figure 47. Régulation de Nrf2 par l'autophagie, KEAP1 et p62 (Adapté de White, 2012). 

 

p53 est un puissant régulateur des fonctions autophagiques (Tang et al., 2015). Les 

mécanismes par lesquels l'autophagie favorise le cancer impliqueraient notamment la 

suppression de l'induction de la protéine suppresseur de tumeur p53 conduisant alors à des 

modifications de la fonction métabolique des mitochondries. On distingue ainsi les effets 

DMSO BP 50 nM BP 1 µM48h
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initiateurs de l’autophagie vis-à-vis du cancer qui se caractérisent par l’accumulation de p62, 

des dysfonctionnements mitochondriaux, un stress oxydant accru, des dommages à l’ADN et 

une mort cellulaire augmentée, des effets  promoteurs liés à une stimulation de l’autophagie et 

impliquant notamment une diminution de l’expression de p53 (White, 2015). Ainsi, dans le 

cadre d’une exposition au B[a]P in vitro dans notre modèle, les perturbations autophagiques 

seraient plutôt  à rapprocher des processus d’initiation. 

Cependant, des travaux récents ont montré que la régulation de l'autophagie par p53 était sous 

le contrôle de la glycolyse, et jouait un rôle crucial dans la survie des cellules (Duan et al., 

2015). Le statut de p53 influencerait alors le rôle de l'autophagie dans le développement des 

tumeurs. Ainsi, la perte de fonction de p53 diminuerait l’intensité du flux autophagique, cette 

inhibition de l’autophagie pouvant conduire en l’absence de p53 à une stimulation de la 

glycolyse et de la voie des pentoses phosphates (Rosenfeldt et al., 2013). Il sera ainsi 

intéressant de caractériser le statut de p53 dans le modèle cellulaire F258, mais également de 

voir si l'extinction de p53 a un quelconque rôle dans les altérations de la machinerie 

autophagique provoquées par le B[a]P. 

Les effets du B[a]P sur l'autophagie pourraient également trouver leur origine dans les effets 

déjà identifiés du B[a]P sur l'HKII, qui est fortement impactée dans notre modèle (Huc et al., 

2007). Au-delà de son rôle dans la régulation de la glycolyse, l’HKII  pourrait également 

réguler la machinerie autophagique. En effet, un domaine d'interaction entre l'HKII et 

mTORC1 a été identifié (Roberts et al., 2014). Cette modalité de régulation permettrait 

d’ajuster l’intensité du flux autophagique au statut métabolique de la cellule, et jouerait ainsi 

un rôle dans le contrôle de la survie cellulaire (Roberts et Miyamoto, 2015). L'HK2 agit 

comme un véritable switch, intégrant la glycolyse et l'autophagie, et jouant un rôle crucial 

dans la survie des cardiomyocytes en situation de stress. Ainsi, l’hexokinase II pourrait 

stimuler l’autophagie lorsque l’apport en glucose est minoré, en se liant sur mTORC1 (Tan et 

Miyamoto, 2015). Cette interaction aurait pour effet d’empêcher cette dernière d’inhiber les 

kinases ULK. En l’absence d’inhibition par mTOR, ces kinases stimuleraient alors 

l’autophagie en phosphorylant Beclin-1 (Russel et al., 2013). Cependant, dans notre modèle, 

l'expression de l'HKII diminue sous l'effet du B[a]P dans la lignée F258. De plus, dans ces 

circonstances, l'association de l'HKII à la mitochondrie est diminuée (Huc et al., 2007; 

Dendelé et al., 2012), confirmant que ce mécanisme jouerait davantage un rôle dans la 

toxicité du B[a]P plutôt que dans ces voies de survie. On peut dès lors s'interroger sur 

l'implication d'un autre partenaire dans ce mécanisme, peut-être une autre isoforme de 
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l'hexokinase par exemple. Il serait malgré tout très intéressant de réaliser des expériences 

d'immunoprécipitation pour vérifier si le B[a]P est capable de ralentir le flux autophagique en 

limitant par exemple l'interaction entre l'HKII et mTOR. 

Ainsi, le défaut de recyclage des constituants cellulaires, en lien avec la reprogrammation 

métabolique, pourrait être une source supplémentaire de stress pour les cellules, et pourrait 

également contribuer aux processus de cancérogénèse. En effet, il a été montré que les souris 

KO pour beclin 1, développaient spontanément des carcinomes hépatocellulaires (Takamura 

et al., 2011). Ces effets pourraient par ailleurs être reliés à d'importantes dérégulations 

métaboliques dans le tissu hépatique (Codogno et Lotersztajn, 2014). Ainsi, l’accumulation de 

p62 pourrait conduire à une activation persistante des voies NFκB et Nrf2, redirigeant le 

glucose et la glutamine vers des voies anaboliques (voie des pentoses phosphates, synthèse 

des  nucléotides purine), ce qui favoriserait ainsi le développement et la prolifération des 

cellules tumorales (Mitsuishi et al., 2012 ; Codogno et Meijer, 2013). Par ailleurs, au même 

titre que les mécanismes caractérisés au cours de cette thèse, les perturbations de la 

machinerie autophagique que nous avons pu mettre en évidence seraient également 

susceptibles de favoriser la survie et la transformation des cellules, même si ces données 

restent préliminaires, et nécessiteront confirmation. Il sera notamment primordial de 

caractériser le rôle de p62 dans notre modèle ainsi que l’origine de ces dysfonctionnements 

autophagiques. 

Ainsi, les effets des hydrocarbures sur l'homéostasie cellulaire pourraient toucher tous les 

compartiments cellulaires et avoir un spectre d'action très large. La compréhension de 

l'ensemble de ces mécanismes pourrait nous permettre de mieux interpréter le potentiel 

cancérogène des composés, et éventuellement faire émerger de nouvelles cibles pour la prise 

en charge thérapeutique des cancers induits par ces composés.  

 

V. D'autres facteurs environnementaux sont par ailleurs impliqués dans 

l'acquisition d'un phénotype Warbug 

Pour finir, il est important de souligner ici que parmi la multitude de composés auxquels nous 

sommes couramment exposés via notre environnement, d'autres composés semblent faciliter 

l'acquisition d'un phénotype cancéreux. En particulier, même si ce champ disciplinaire est 

relativement récent, il semble d'ores et déjà que d'autres contaminants soient capables 
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Parmi les marqueurs clés du phénotype cancéreux, comprendre et hiérarchiser les liens étroits 

entre la reprogrammation métabolique s'opérant dans le cancer et l'exposition aux polluants de 

l'environnement sera primordial dans le futur, afin de déterminer précisément la contribution 

respective de chacun de ces acteurs dans les processus de cancérogénèse environnementale, 

comme soulignée récemment par le consortium Halifax (Brooks Robey et al., 2015). Par 

ailleurs, même si chaque molécule prise isolément montre des effets significatifs sur le 

métabolisme, un autre défi majeur réside dans la compréhension des effets biologiques des 

mélanges de polluants auxquels nous sommes couramment exposés par l'intermédiaire de 

notre environnement, généralement à faible dose et sur le long terme, et dont les effets 

semblent très complexes à modéliser et à pronostiquer (Goodson et al., 2015). 

 

Conclusion  

L'identification par nos travaux de nouvelles voies de survie promues par les HAP apporte de 

nouveaux éclairages utiles à la compréhension du mode d’action des polluants 

environnementaux en lien avec leur capacité à promouvoir la transformation des cellules 

néoplasiques.  Ces éléments démontrent que l'action mitochondriale des HAP au niveau 

hépatique pourrait contribuer au développement de cancers, et ce, en favorisant un 

métabolisme glycolytique aérobie. Nous avons en particulier identifié qu'IF1, l'inhibiteur 

physiologique de la F0F1ATPase, constituait une cible privilégiée pour ces composés. Celui-

ci pourrait de ce fait être un marqueur précoce pertinent pour évaluer la contribution des HAP, 

en particulier du B[a]P, dans la cancérogénèse induite par ces composés, même si d'autres 

facteurs sont également susceptibles de participer à la forte expression d'IF1 dans les cellules 

cancéreuses.  
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Liste des formations 

 
 
2013-2014 : Comité d'organisation axe SCAN (signalisation et cancer) Biosit 
 
Juin 2014 : Mobilité INSERM UMR-S 1124, Université Paris Descartes : Oxydation des 
substrats par radioactivité/Initiation xCelligence (mesure d'impédance) (2semaines) 
 
16 au 19 Octobre 2013 : Techniques d’investigation appliquées au diagnostic des 
pathologies mitochondriales "atelier Meetochondrie" GDR3159, Institut Cochin, Paris 
 

� Respiration cellulaire : analyse de la chaîne respiratoire par oxygraphie 
� Dosage spectrométrique des activités des complexes de la chaîne respiratoire 
� Quantification des délétions et déplétions de l’ADN mitochondrial 
� Analyse histologique de la chaîne respiratoire 

 

Juin 2013 : Visite des entreprises Hemarina et Manros Therapeutics (formation VAS) 
 
Mai 2013 : Introduction to Scientific Publishing by Elsevier (formation VAS) 

 
Décembre 2012 : Mobilité INRA ToxAlim, Toulouse : utilisation Seahorse XF24 
(2semaines) 

 

 

 

Liste des congrès/communications 

 
 
2014  
 

� 1er congrès international "Society of Cancer Metabolism" & 5ème congrès 
international "Society for Proton Dynamics in Cancer, Smolenice, Slovaquie: 
sélectionné pour communication orale "Benzo[a]pyrene promotes ATP inhibitor 
Factor 1-mediated metabolic reprogramming leading to survival and migration in 
F258 cells" 

� 4 eme Journée Recherche de la Faculté de Pharmacie de Rennes : 
Poster/Présentation flash "Benzo[a]pyrene promotes ATP inhibitor Factor 1-
mediated metabolic reprogramming leading to survival" 
Obtention Prix Jeune Chercheur de la Fondation Rennes 1 

� 2eme Journée des jeunes chercheurs de l’IRSET, Rennes : sélectionné pour 
communication orale "Benzo[a]pyrene is promoting survival by switching 
metabolism from oxidative phosphorylation to glycolysis in F258 cells" 
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2013   
� 3eme Journée Recherche de la Faculté de Pharmacie de Rennes : Poster "Impact of 

benzo[a]pyrene on mitochondrial function: what role in the carcinogenic effects of 
this environmental contaminant?" 

� Journées Francophones de Nutrition, Bordeaux : sélectionné pour 
communication orale "Impact of benzo[a]pyrene on mitochondrial function: what 
role in the carcinogenic effects of this environmental contaminant?" 

� Cell Symposia "Mitochondria from signaling to disease", Lisbonne 
 

2012   
�   2eme Journée Recherche de la Faculté de Pharmacie de Rennes : Poster 

"Involvement of oxidative stress in hepatocytes cell death induced by 
benzo[a]pyrene co-exposure". 

� Cell Death in Cancer, Saint-Malo : Poster "Involvement of oxidative stress in 
hepatocytes cell death induced by benzo[a]pyrene co-exposure". 

� European Doctoral College on Environment and Health, Rennes : 
Poster/Présentation "Involvement of oxidative stress in hepatocytes cell death 
induced by benzo[a]pyrene co-exposure". 

� Cancer Cell Metabolism: Beyond Warburg, Toulouse  
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ethanol on plasma membrane remodeling is responsible for enhanced oxidative stress and cell 
death in primary rat hepatocytes. 

Free Radic Biol Med. 2014 Jul;72:11-22. 
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