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Résumé

Différentes études ont montré que les facteurs diéssmode de vie, de méme que le vieilissement ou
I'amélioration des tests de diagnostic et de sénggeme peuvent a eux seuls expliquer l'incidenwaéssante des
cancers dans les pays dits industrialisés. Bien dpse changements de comportements aient conduiea u
diminution du nombre de cancers en France, l'inmigedes carcinomes hépatocellulaires est toujomrs e
augmentation. D’autres facteurs oncogéniques, gets I'exposition a des cancérogenes de |'enviroramm
pourraient intervenir. Parmi ceux-ci, les hydrocmdgs aromatiques polycycliques (HAP), dont le
benzo[a]pyréne (B[a]P) est le chef de file, et st retrouvés notamment dans la fumée de cigatett@az
d’échappements ou les aliments grillés, constituestpriorité en termes de santé publique du &ledrs effets
cancérogénes. Une caractéristique-clé communeus l&s cancers a trait a leur métabolisme énerggtiq
particulier, basé sur la glycolyse. Cependant, meest connu quant a une possible reprogrammation
métabolique due aux HAP. L’objectif global de mawjpt de thése a donc été d’étudier I'impact imovidu
B[a]P, utilisé a faible concentration, sur le mét&me énergétique, de préciser le réle de la graromation
métabolique dans le contréle de la balance supoptwse par le B[a]P et de caractériser les métasis
cellulaires et moléculaires impliqués. Nous avolbard identifié une production de monoxyde d'az(t®)
résultant de I'activation de la iINOS par le B[a§®,agissant comme un signal de survie, possiblemanine
hyperpolarisation mitochondriale. Nous avons eesdiémontré que le B[a]P induit une reprogrammation
métabolique des cellules en favorisant un métameliglycolytique au détriment de la phosphorylation
oxydative. Enfin, nous avons identifié IF1, I'infidur physiologique de la FOF1ATPase, comme une/@itau
cible des HAP, participant a la reprogrammationainélique et capable de promouvoir la survie sceffeff du
B[a]P. Au total, nous montrons que ces altératidunsnétabolisme mitochondrial promues par le B[alfht a
l'origine de signaux de survie dans notre modeélecelfules épithéliales hépatiques F258. Ces méuess
pourraient ainsi contribuer a la progression turecsaus I'effet des HAP.

Mots-clés :hydrocarbures aromatiques polycycliques, hypergaiion de la membrane mitochondriale, survie,
cancérogénese, reprogrammation métabolique, EMJration, monoxyde d'azote, RAh, NHEL, IF1.

Abstract

Various studies have shown that factors relatelifdéstyle (smoking, diet, etc.), as well as agingeven the
improved efficiency of diagnostic and screeningsesannot explain by themselves the rising inaigenf
cancers in the industrialized countries. Althougioletion of behaviors has helped reducing the numife
cancers in France, the incidence of hepatocelkdacinomas is still increasing. This alarming resoluld be
related to other oncogenic factors such as chremjgosure to environmental carcinogens. Among these
compounds, polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHskluding benzo[a]pyrene (B[a]P), the prototype
carcinogen of this family, especially found in aigide smoke, exhaust fumes or grilled food, areiarify in
terms of public health due to their high carcindgepotential. A key feature of cancer cells is tetato their
predominant glycolytic metabolism. However, nothiacgknown yet about a possible metabolic reprogrargm
upon PAH exposure. My PhD project has aimed ataitarizing the impact of a low B[a]P concentratam
energy metabolism, at clarifying the role of sucmetabolic reprogramming in cell fate determinatiand at
elucidating the cellular and molecular basis o$ thhenomenon. We first identify a production ofioibxide
(NO), involving the activation of INOS by B[a]P, @racting as a survival signal. We then demonstitzdt
B[a]P induces a metabolic reprogramming, thus ptorgoa glycolytic metabolism at the expense of akivk
phosphorylation. Finally, we identify IF1, the ploisgical inhibitor of the FOF1ATPase as a new ¢argf
PAHSs, which participates in the B[a]P-elicited nithc reprogramming and survival. To sum up, wentdg
new alterations of mitochondrial metabolism, actawysurvival signals in B[a]P-treated rat hepapithelial
F258 cells. These mechanism could therefore can&ito tumor progression.

Keywords: polycyclic aromatic hydrocarbons, mitochondrialmieane hyperpolarization, survival pathways,
metaboluc reprogramming, EMT, migration, nitric@j AhR, NHE1, IF1.
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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: Especes Réactives de I'Oxygene

FAD: Flavine adénine dinucléotide
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FAK: Focal adhesion kinase

FMN: Flavine mononucléotide

GLUT: Transporteurs de glucose

GSKS: Glycogen Synthase Kinase 3

GST: Glutathion S-transférases

HAP: Hydrocarbures Aromatiques Plocycycliques
HIF: Hypoxia inductible factor

HKII: Hexokinase Il

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

JNKZ1: c-Jun-terminal kinase 1

LDH: Lactate déshydrogénase

LOX: Lipoxygénase

MMP: Métallo protéinase matricielle

MOMP: Perméabilisation de la membrane externe dexhondries
MRP: Multi drug Resistance Protein

mTOR: Mammalian target of rapamycin

MtTFA: mitochondrial transcription factor A
NAD(P)H: Nicotinamide adénine dinucléotide (Phogpha
NFxB: nuclear factor-kappa B

NHEZ1: Echangeur Na+/H+ isoforme 1

NIK: NFxB-inducing kinase

NO: Monoxyde d'azote

NOAL: 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-1n: Peroxisome proliferator-activated receptor gansoectivator 1-alpha

P-gp: P-glycoprotéines
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pHe: pH extracellulaire

pH;: 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: 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 Axyen
VDAC: Voltage-dependent anion channel
WAVE1: Wiskott-Aldrich syndrome protein family membl
XRE: Xenobiotic Response Element

Ap: Force protomotrice

AY,.. Potentiel de membrane mitochondrial
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Contexte général

Différentes études ont montré que les facteursdiésode de vie (tels que le tabagisme, la
consommation d'alcool, le régime alimentaire), demme que le vieilissement ou
'amélioration des tests de diagnostic et de singeme peuvent a eux seuls expliquer
I'incidence croissante des cancers dans les péysdustrialisés ; et ce, d’autant plus que les
comportements vis-a-vis de l'alcool, et du tabat éolué ces derniéres années, avec un
recul du tabagisme et de la consommation dalc@®&n que ces changements de
comportements aient conduit a une diminution du brende cancers du tractus aéro-digestif
supérieur et de I'eesophage liés a l'alcool, notantnen France, une augmentation de
I'incidence des carcinomes hépatocellulaires a rodqat été plus récemment notée (OCDE
Health data, 2004). Ceci pourrait étre la conségeiefautres facteurs oncogéniques, tels que
'exposition a des cancérogenes de I'environnemBhine maniére plus générale, ce type
d’exposition involontaire pourrait contribuer ankidence croissante de différents types de
cancers dans les pays industrialisés. Ainsi, dlgies données obtenues dans le cadre du
Plan National Santé-Environnement (PNSE, 2004; :/hityww.ecologie.gouv.fr/Rapport-
final-de-la-Commission-d.html), environ 7 a 20% di#sces par cancer seraient dus aux
facteurs environnementaux (Goodsairal, 2015). Ceci souligne trés clairement la nécessité
d’accroitre nos connaissances sur I'impact deséagénes environnementaux sur la santé,
et ce, dans le but de mieux appréhender la caneéésg et de répondre aux attentes en

matiere de santé publique.

L’élimination compléte des expositions aux cancéragp environnementaux, synthétiques ou
naturels, étant techniquement irréalisable, I'ekpws de 'Homme aux toxiques chimiques
est donc inévitable, due a la contamination de,|@& I'eau et des aliments. Tandis que les
facteurs associés au mode de vie sont bien identiéit donc accessibles aux études
épidémiologiques, il n’en est pas de méme des cagéges environnementaux, et ce, du fait
de leur multitude, diversité et diffusion dans eatnvironnement. Il est donc beaucoup moins
aisé de realiser des études épidémiologiques chemime sur I'impact de ces facteurs
environnementaux en utilisant des méthodes épidégiiues classiques, d’'ou la nécessité de
développer des études sur les effets biologiquescelogiques de ces molécules.
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Parmi ces facteurs environnementaux, les hydrooasbaromatiques polycycliques (HAP),
retrouvés notamment dans la fumée de cigarettegdesd’échappements ou les aliments
grillés, constituent une priorité en termes de &aptuiblique du fait de leurs effets
canceérogenes. En effet, le benzo[a]pyrene (B[afpyesentant prototype de cette famille, est
classé dans le groupe 1 des cancérogenes par tee Qeternational de Recherche sur le
Cancer (CIRC), c’est-a-dire cancérogene pour I'Ha@mrdn individu non-fumeur est
principalement exposé aux HAP lors de l'ingesti¢alichents grillés ou de céréales (3 a 15
pg/personne/jour). Dans ce contexte, la consommdtéguente de ces aliments serait un
facteur de risque de cancers chez 'homme (Andestah, 2002; Foraret al, 2005). Il a
d'ailleurs plus spécifiquement été observé chexrfial que l'ingestion de B[a]P entrainerait
la formation d'adduits a 'ADN dans le foie et lébé digestif, et induirait la formation de
cancers en particulier des organes digestifs (&nd & Groopman, 1995; Dunn, 1983;
Helleberget al, 2001; Westeet al, 2012). Par ailleurs, cet apport de HAP est enptus
important chez les fumeurs, lors de I'expositiorx dumées de cigarettes (Menzé¢ al,
1992).

Les mécanismes sous-tendant I'action cancérogeneldf semblent multiples. En effet, ils
pourraient résulter a la fois d'une action inificdr bien documentée, car les HAP sont de
puissants composés mutagénes (Melendez-Celoal, 1999). Une action promotrice de
tumeurs a également été décrite; en effet, les HélRraient conférer un avantage sélectif
aux cellules initiees par rapport aux cellules rales, par le biais de linduction de
I'expression de facteurs de croissance ou de nm&oasi anti-apoptotiques dans ces cellules
initiées, et/ou d'un effet toxique vis-a-vis dedlides normales (Bock & Kdhle, 2005). Les
HAP favoriseraient également les processus de @ssgm tumorale et de métastases, en
favorisant la motilité cellulaire (Dirgt al, 2006; Songet al, 2013) ou en agissant sur les
composants de la matrice extracellulaire (Hillegetsal, 2006). Ce sont de plus des agents
altérant la réponse immunitaire (Szczekdik al, 1994; Lecureur Vet al, 2005), ce qui
pourrait aussi contribuer indirectement a leurgteftancérogénes, notamment a la phase de

progression en affaiblissant I'immunité anti-turmera

Le mécanisme moléculaire impliqgué dans les effetacérogénes des HAP a été relié
historiguement au récepteur aux hydrocarbures argues (Récepteur Ah ou RAh). Les

HAP se lient a ce récepteur dans le cytoplasmeaieent sa translocation nucléaire, sa
liaison a la protéine ARNT (aryl hydrocarbon receptuclear translocator) puis sa liaison sur
des éléments spécifiques (appelés XRE pour « XetioliResponse Element ») situés dans la
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partie 5’ flanquante des genes répondeurs (Betcal, 1995; Goet al, 2015). Il en résulte
I'activation de la transcription de ces genes abléarmi ceux-ci, les cytochromes P-450
(CYP) 1A1 et 1B1 sont importants & considérer tsasont responsables de la formation de
métabolites électrophiles des HAP, a 'origine ddduits a ’ADN responsables du processus
d’initiation du processus cancéreux. Ces adduitsrrpeent aussi favoriser la phase de
promotion tumorale en ayant un effet pro-apopt@igis-a-vis des cellules normales et en
conférant, de ce fait, un avantage sélectif aulesl « initi€ées » (Marlowe & Puga, 2005). A
cet égard, les travaux réalisés jusqu’ici par n@&geipe se sont attachés a étudier les
processus apoptotiques induits par le B[a]P dassnumdeles hépatiques. Nous avons ainsi
mis en évidence dans les cellules de la lignéthdgle hépatique F258, I'implication de
deux voies majoritaires dans les effets apoptosiqie cette molécule : la voie génotoxique
impliquant l'activation de la protéine p53 (Hwt al, 2004, 2007) et une voie non
génotoxique basée sur lactivation du transportB#fELl ; cette derniere résulte d'un
remodelage membranaire dépendant a la fois devidicn du RAh et de la production
d’espéeces réactives de I'oxygéne (ERO) liée au boéitane du B[a]P (Huet al, 2004,
2007; Tekpliet al, 2010). Ces deux voies ont par ailleurs été deciour converger afin
d’induire un dysfonctionnement mitochondrial (Hetcal, 2006, 2007; Dendek al, 2012).

Nos travaux antérieurs portant sur le remodelagembm&naire indiquaient également des
altérations du métabolisme des lipides, sous lentignce du RAh et des ERO (Telgtlial,
2010). De plus, nous avions montré que difféerepteseines, telles que I'hexokinase I, c-
myc et GSK3, connues pour jouer un rdle importaansdle contréle du métabolisme
énergeétique (Kotliarovat al, 2008; Soga, 2013) étaient aussi la cible du B(&[PnM) dans
notre modele d’étude (Huet al, 2007; Dendel@t al, 2012). Or, une autre caractéristique
commune a tous les cancers a trait a leur métabelénergétique particulier. En effet, pour
survivre en condition drastique (absence d’oxygéna) cellule cancéreuse voit son
métabolisme énergétique modifié par rapport a uredlule normale, avec une
reprogrammation meétabolique vers la glycolyse, dim& accumulation de lactate dans le
milieu extracellulaire associée a une acidificatiextracellulaire. Cette reprogrammation
métabolique, appelée effet Warburg, constitue ues charactéristiques-clés des cellules
cancéreuses (Hanahan & Weinberg, 2011; Ward & Tlsomp2012). Cependant, rien n’est
connu quant aux effets des HAP sur la glycolysenotie connaissance, seule une étude
ancienne indique une activité augmentée de difféseenzymes de la glycolyse, a savoir

I’lhexokinase, la phosphofructokinase, la pyruvatege et la lactate deshydrogenase, dans
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les poumons de souris traitées pendant 28 jourdiffarents cancérogenes dont le B[a]P ou
le diméthylbenz[a]Janthracéne (DMBA), un autre HAFadyet al, 1980). Dans ce contexte,
outre ses effets apoptotiques qui interviendrailamis la phase de promotion des tumeurs, le
B[a]P pourrait promouvoir la survie et la proliféom via une reprogrammation meétabolique
des cellules vers un métabolisme glycolytique aér¢bffet Warburg), ce qui pourrait aussi

participer a la phase de progression sous |'efidBld]P.

Enfin, nos travaux précédents suggerent une hyzerpation de la membrane
mitochondriale dans les cellules épithéliales hgpat de la lignée F258 sous I'effet du B[a]P
(Huc et al, 2003). Or cette hyperpolarisation serait asso@éda reprogrammation
métabolique identifiée dans les tumeurs (Hockenb26A0) et jouerait un réle dans la
croissance tumorale (Heerét al, 2006). Dans ce contexte, le potentiel mitochaidri
pourrait constituer une cible thérapeutique intgmate dans les stratégies anticancéreuses
(Fantin et al, 2002). D’ou l'intérét de mieux préciser I'impade faibles concentrations
d’hydrocarbures sur la fonction énergétique mitoch@le. C'est dans ce cadre que mon

travail de these a été réalisé.
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Chapitre | : Les hydrocarbures aromatiques polycydques (HAP)

[-1. Généralités

Les hydrocarbures aromatiques polycycliques soatalasse de produits chimiques neutres,
apolaires, présents naturellement dans I'enviroengénessentiellement au sein des composés
fossiles tels que le charbon, le pétrole, ou entzteurbe. lls sont formés lors des processus
de combustion des matieres organiques et résuléelat condensation de cycles benzéniques.
Sous cette appellation, de nombreuses moléculemionges differentes ont été clairement
identifiées. Elles comprennent un minimum de dewcles aromatiques, et sont
exclusivement composés d'atomes de carbone etrdiigne. Cependant, des groupements de
nature différente peuvent venir se substituer a ayetes. Le nombre théorique de HAP
susceptibles d'étre retrouvés dans I'environnemppéarait donc infiniment plus important,
d'autant que le nombre d'isoméres va croitre a raggie les structures vont se complexifier.
On rencontre ainsi plus de 1500 molécules, danddeme native ou substituée (NTP, 2012).
Cette diversité dans la structure chimique des HAPainsi leur conférer des propriétés
physico-chimiques et biologiques tres variées. lLétitnde d'entités différentes identifiées au
sein des HAP a conduit I'Agence EnvironnementatgéAcaine (US-EPA) a définir une liste
prioritaire de 16 représentants (Figure 1). Cestie Iregroupe les HAP les plus étudiés et a
l'origine de problemes environnementaux et sae#amajeurs en lien avec leur toxicité
(INERIS, 2005). L'OMS a quant a elle décidé de eotrer son expertise sur seulement six
représentants majeurs parmi ces HAP récurrents fluteanthene, le benzo[a]pyréne, le
benzo[b]fluoranthéne, le benzo[k]fluoranthene, émio[ghi]péryléne et enfin l'indeno[1,2,3-
cd]pyréne (WHO, 2003).
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Figure 1. Structure des 16 HAP prioritaires de I'Agence Environnementale Américaine
(US-EPA). Les cing structures dans le cadre représergsriiAP prioritaires, retenus par la
directive cadre européenne 98/83/EC (Coethal, 2008).

[-2. Classifications des HAP

[-2-1. Structure chimique

Du point de vue structural, la classification deAFHest basée sur le nombre de noyaux
condensés. La plupart des HAP sont constitués @ Zycles avec une masse moléculaire
moyenne allant de 78 g.mbl(CsHe) & 1792 g.mét (CiaHes) (Lafleur et al, 1996).
Cependant, la majorité des HAP identifiés ont uidgmoléculaire compris entre 128 g.thol
(pour le naphtaléne de formule brutelds) et plus de 300 g.mdl(pour le coronéne de
formule brute G4H;). On distingue ainsi les HAP |égers pouvant contgrisqu'a 3 cycles
condensés, des HAP lourds possédant au minimunreqagties benzéniques (Edwards,
1983).
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|-2-2. Effets déléteres sur la santé humaine

L'IARC (International Association for Research oanCer) ou CIRC est une agence de
recherche sur le cancer de l'organisation mondialéa santé (OMS) basée a Lyon. Cette
institution ceuvre notamment a identifier les facdeanvironnementaux impliqués dans le
développement de cancers chez I'homme, afin deloooer des stratégies scientifiques de
lutte contre cette maladie. Elle a ainsi classéhd@breux HAP, seuls ou en mélange, en
fonction de leurs effets délétéres sur la santéamen et notamment, de leur capacité a
induire des cancers. Le B[a]P, chef de file de a@aposés et molécule étudiée dans cette
these, possede le plus fort potentiel cancérogeinest, de ce fait, classé dans le groupe 1,

c'est-a-dire cancérogene certain pour I'homme.

Composé de cing cycles aromatiques, le B[a]P pessid masse molaire de 252,31 g:ol

et fait partie des HAP les plus étudiés. Ce dersgrtrouve en proportion relativement
constante au sein des meélanges d’hydrocarbunegprésente en général 10% en masse de ces
meélanges. Sa distribution quasi-ubiquitaire, amse son classement dans le groupe 1 du

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

[-2-3. Origine des HAP

Les HAP sont des polluants organiques d'originedtiphes, a la fois naturelles et
anthropiques. Bien gue présents naturellement kEmsronnement, ils sont majoritairement
produits lors de processus pyrolytiques, en rag®riia combustion incompléete de matieres
organiques (charbon, bois, huile, gaz, etc.). Leolgge de matieres organiques, lors de
phénomenes naturels comme les feux de foréts ouépésodes volcaniques, génere
naturellement des HAP. Cependant, ces processus cqumamntitativement négligeables
comparativement aux sources anthropogéniques (Bosat al, 2002), méme si ces
phénomenes naturels peuvent ponctuellement gédérgros volumes de HAP (Nicolaet

al., 1984). En effet, ce sont surtout les activitémaimes (industries, chauffages domestiques
et transports) qui vont étre a l'origine d'une ribé&n massive de HAP dans notre

environnement.
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[-2-4. Distribution dans I'environnement

Ces polluants ubiquitaires sont retrouvés dans tesicompartiments de I'environneme
Apres leur libération dans I'atmosphérn va ainsi retrouver les HAP sous forme gazeu:
particulaire adsorbés sur d'autres particules atmosphér En génére, les HAP |égers,
possédant au maximum 3 cycles conde, ont la solubilité et la volatik les plus éle\es, et
sont plus a méme d'étre retrouvés en phase gi A linverse,les HAP de haut poic
moléculaire vont se retrouvprincipalement en phase particulaite. répartition des HAP a
sein de ces deux phases apparait d'une importapitale puisqu'elle va conditionner

modalités de distribution de ces particules dangerenvironnement, ainsi que leur impact
notre santé. Les concentraig moyennes de B[a]P dans l'environnement sontéisner

exemple dans le tableau 1dBssou:

Tableau 1. .Concentration ubiquitaire moyenne de benzo[a]pyrenalans les différents
compartiments de I'environnement (INERIS 2006)

Air <10 pg/m’ )
Eau
-eaux de surface
mers 0,01a0,1ng/L,
rivieres =1ng/Ly
-eaux de pluie = 10 ng/Ly,
Sol = 2 ng/kgp)
Sédiments
-sédiments marins =1 pg/kgy,

-sediments de rivieres @

(1) Valeur estimée sur la base de données fournies par HSDB (2000).
(2) Les données disponibles (0,2 ng/kg a 4,5 mg/ kg) sont trop dispersées pour fixer une valeur.

Ces composés bénéficient d'un cycle biogéochimiqamplexe, et les données
permettraient de préciser leurs modalitées de dtmni a I'échelle glolle sont encore
insuffisantesRamade, 2007 Enfin, malgré la capacité des animaux terres et aquatiques a
métaboliser les HAPces molécule peuvent étre bioaccumukeau sein de la ctne
alimentaire : on a ainsi recensé des facteurs deetration proche de 1000 pourB[a]P

dans certains réseaux trophiguMeadoret al, 1995; Ramesht al, 2004;Ramade, 2007).
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I-2-5.Voies d'exposition aux HAP

En raison de la multiplicité des sources d'émissiotie leur distribution ubiquitaire, les voies
d'exposition aux HAP pour 'homme sont multiplefidmme est généralement exposé a un
mélange complexe d'hydrocarbureg son environnement. Principalement émis dans
'atmosphere, les HAP vont ensuite étre soumis @ mleenomenes de transport et de
dispersion qui vont les distribuer dans notre emnement. Les niveaux d'exposition sont
ainsi fortement dépendant du mode de vie (vie ngbau a proximité de grands péles
industriels, modes de cuisson privilégiés, chawffag bois, exposition professionnelle). Pour
les individus non fumeurs les principales voiesmbsition sont I'alimentation et I'air inhalé,
particulierement au sein d'un environnement urbaatué. Les hydrocarbures peuvent
pénétrer dans 'organisme par voie digestive, mi@lation et par voie cutanée, méme si cette
derniere est moindre chez 'homme, impliquée dangan 3% des entrées d'hydrocarbures
dans l'organisme. L'absorption par les voies digestet respiratoires est rapide (IARC,

2010). Les principales voies d'exposition sontilé&s ci-dessous.

I-2-5 a) L'alimentation

L'alimentation constitue la voie d'exposition pipate aux HAP, avec un apport moyen pour
le seul B[a]P de I'ordre de 235 ng par jour etgEsonne. La nourriture peut étre contaminée
par voie environnementale, directement pendanhés@ de production mais également lors
de la transformation industrielle des produits (dfege, séchage, fumage, torréfaction,
cuisson a tres hautes températures). Enfin, certamdes de cuisson favorisent la formation
des hydrocarbures. C'est le cas nhotamment dedaauau barbecue ou le contact direct avec
les flammes favorise leur production. Les recommasinds de 'EFSA (2008) aupres du
grand public visent donc a privilégier des tempsudissons plus importants, mais a de plus
faibles températures, afin de minimiser leur foioratDe méme, il est fortement suggéré de
laver et/ou éplucher les fruits et légumes afifirdi@er au maximum les contaminants

présents a leur surface.
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Tableau 2.Consommation moyenne de différenteclasses d'aliments et leur
concentrations associées en hydrocarbur (The EFSA journal, PAH in food, 2008)

Category Consumption Exposure
Median BaP PAH2 PAH4 PAHS
gl/day ng/day ng/day ng/day ng/day
Cereals and cereal products 257, 67 129 257 393
Sugar and sugar products including chocolate 43 5 13 25 39
Fats (vegetable and animal) 38 26 112 177 239
Vegetables, nuts and pulses 194 50 124 221 378
Fruits 153 5 40 75 87
Coffee, tea, cocoa (expressed as liquid) 601 21 55 106 156
Alcoholic beverages 413 4 12 25 74
Meat and meat products and substitutes 132 42 107 195 279
Seafood and seafood products 27 36 140 289 421
Fish and fishery products 41 21 84 170 210
Cheese 42 6 12 20 30

PAH = Polycyclic aromatic hydrocarb

Il est important de souligner qu'en raison de I&gmée qua-ubiquitaire des HAP dans |
produits alimentaires, les aliments qui exposentplas la population ne sont p
nécess@ement ceux présentant concentration la plus élevékhydrocarbures, mais plut
les aliments quaitativement les plus consommeen premier lieu les céréa (Tableau 2).
Enfin, I'individu est également expca de faibles doses d'hwyatarbures via I'eau de boiss:

en moyenne 1 ng pgur (The EFSA journal, PAH in food, 200

I-2-5 b) Le tabagisme

Chez un individu fumeur, la consommation journaidiunpaquet de cigarettes, soit envii

20 cigarettes par jourva augmenteconsidérablement I'apport global en F, avec un apport
d'environ 105 ng par jour pour le seul B[i Une analyse épidémiologic, au cours de
laquelle la quantité de B[a]Fa été mesuréeans le sérum sur des cohortes de ferr

exposées ou non a la fumée de cigar, a permis de compléter les données d'expos

(Neal et al, 2008). Il a ainsi étrecensé des valeurs de I'ordre22 + 015 ng.mL* (soit

entre 0,28 et 1,46 nMour des femmes non fumeu, tandis que detumeuses réguliére

présentaient des niveamettement supériet de 0,98 + 0,56 ng.mt(soit entre 1,67 et 6,

nM). Les femmes exposees par le biais d'un tabagisssifprésentaierquant a elles un
niveau dexposition intermédiaire, mais néanmoins quasirdeablé par rapport aux nivea

détectés dans la population témoin, avec une vimoyenne aux alentours 0,40 + 0,13
ng.mL* (soit entre 1,07 et 2,09 nl.
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[-2-5 c¢) La pollution atmosphérique

La quantité de HAP dans l'atmosphére est tresharen fonction de la zone géographique
considérée. Parmi les principaux secteurs incrimingn distingue principalement des

émissions liées a l'industrie, au chauffage domestiet au transport. Toutes les activités
pratiqguant la pyrolyse de matieres organiques sonternées. En France, en 2000, le rejet

total d'hydrocarbures dans I'environnement a dinés plus de 320 tonnes (CITEPA, 2000).

Le chauffage domestique (fuel, gaz, bois et chgrisonstitue la principale voie d'émission
de HAP dans l'atmosphere avec environ 46% du tejet. Il faut souligner ici que cette
modalité de production de HAP a en plus la pardictd d'étre saisonniere; pres de la moitié
du rejet total d'hydrocarbures est ainsi réalisge e période relativement restreinte
(Caricchiaet al, 1995). La quantité d'hydrocarbures rejetée pathbuffage des foyers est
donc également trés dépendante de la zone géoguaphet en particulier du climat,
augmentant ainsi proportionnellement avec la degtamn I'équateur et l'altitude. De méme le
niveau socio-économique dans une zone géograpligneée est également a prendre en

compte, puisqu'il va étre fortement corrélé au naelehauffage privilégie.

Les moyens de transport représentent le secondilaaeur, fonctionnant en tres grande
majorité a I'énergie fossile. lls sont tres impégqudans I'émission de ces composés organiques
dans I'environnement, puisqu'ils générent a euls ggus d'un cinquieme des HAP produits
sur notre territoire. De plus, la plus grande padée cette pollution est générée en milieu
urbain et suburbain, et représente de ce fait ware importante des HAP inhalés par la
population (CITEPA, 2013).

Les industries métallurgiques (cokeries, hautsrfeaux sidérurgiques, fonderies, etc.), les
centrales de production d'énergie (centrales tlpres, usines de production de gaz) ainsi
gue les cimenteries contribuent a hauteur de 13 &production globale de HAP en France.
L'industrie du bois utilise également des mélardy@# la composition est trés riche en HAP
(jusqu'a 85% de leur masse totale) pour assuriservation de ses matiéres premietes
différentes industries vont ainsi étre a I'origdteel'exposition professionnelle aux HAP. Leurs
employés vont pouvoir étre exposés a des dosedrdtgrbures supérieures d'un facteut 10
aux valeurs de référence ne dépassant généraleaeete ng.m
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Tableau 3. Voies d'exposition au benzo[a]pyréne polihomme en Europe

(Adapté de The EFSA journal, 2008)

Voies d'exposition Benzo[a]pyréne (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-desdans le tableau 3 pour le seul
B[a]P, l'apport moyen en HAP pour 'homme n'est pasnégligeable. Les niveaux
d'exposition, en lien avec les effets délétéres dms molécules sur la santé, et en
particulier leur capacité a promouvoir le cancer, @si que la difficulté a limiter

I'exposition de la population & ces composés, saytient I'importance capitale de mener

des études, afin de mieux caractériser leurs modd&ction.
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Chapitre Il : Contribution des HAP au développementdu cancer

[1-1 Généralités

Le cancer est un probleme de santé publique mapaite pathologie se caractérise par une
prolifération incontrolée des cellules transforméess résulte d'un ensemble de mutations
génomiques, acquises ou induites par divers seasgonnementaux. Selon 'OMS, les
cancers figurent parmi les principales causes dbidité et de mortalité. Ainsi, en 2012, on
estimait le nombre de nouveaux cas a environ 14omsl & I'échelle planétaire, dont environ
355 000 en France (Institut National du cancer520Dans le méme temps, on dénombrait
plus de 8 millions de déces liés a cette maladis tamonde (WCR, IARC, 2014). Le cancer
du foie fait partie des cancers les plus agressifes plus représentés, au troisieme rang des
cancers du point de vue de la mortalité, avec en\800 000 déces par an au cours de l'année
2012 (OMS, 2015). Les facteurs de risque liés aderde vie sont relativement bien connus
(alcoolisme, tabagisme, obésité, mauvaise pratdjogentaire, manque d'exercice physique,
pollutions urbaines, utilisation de combustibleBdes dans les habitations, etc.). On estime
ainsi que plus de 30% de la mortalité due au capoerraient étre évités en ciblant ces
principaux facteurs. Néanmoins, les prévisions '@d&5 demeurent alarmantes, puisqu'on
estime que l'incidence de cette pathologie deeraibre croitre d'environ 70% au cours des
deux prochaines décennies. Le nombre de nouveaugaraan pourrait alors se chiffrer a 22
millions en 2035. Un grand nombre d'entre eux pment étre la conséquence d'autres
facteurs oncogéniques, tels que I'exposition acdesérogenes de I'environnement. En effet,
contrairement aux facteurs associés au mode dguvisont relativement bien identifiés, la
compréhension globale de I'impact de ces compaséirnEidence des cancers est beaucoup
plus complexe. De fait, il est trés difficile dentaecarrer lI'impact de ces composés par de
simples mesures de prévention, d'autant que lWditidin compléte des expositions aux
cancérogenes environnementaux est technigueméatisable. 1l est donc primordial de
caractériser les effets biologiques et toxicologgule ces molécules, afin d'identifier leur

contribution a ces pathologies, et ainsi répondreadtentes en matiére de santé publique.

On distingue trois étapes séquentielles dans lendbon d'un cancer : linitiation, la

promotion et la progression (cf. Figure 2), qui siteiverront plus loin, sont la cible du B[a]P.
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lI-2 Les différentes étapes de la cancérogenese

[1-2-1. L'initiation

La cellule va pouvoir subir des agressions aussn l@ndogenes (erreurs de réplication de
I'ADN, radicaux libres, etc.) qu'exogéenes I'environnement, qui va constituer une source
importante de stress, auxquels nous sommes expasgsrmanence. L'origine de ces stress
est diverse: exposition aux cancérogenes chimigué&sobiotiques), aux agents physiques
(rayonnements) ou encore aux virus oncogenes (Adi@isd;, ceci favorisant l'apparition
d'altérations de I'ADN. Cependant, ces agressiensonduisent pas systématiquement a des
altérations génétiques. En effet, de nombreux syestéde défense permettent aux cellules de
neutraliser les agents responsables de ces agresg@ég. systémes anti-oxydants).
Cependant, malgré tous ces systemes de défensaltéiasions de 'ADN peuvent survenir.
La plupart du temps, ces modifications sont déeésciguis corrigées par les systemes de
réparation de I'ADN. Toutefois, lorsque ces IésialADN ne sont pas réparées, elles vont
pouvoir générer des mutations irréversibles, cegssus constituant I'étape d'initiation. La
nature de la mutation va éventuellement permetreldveloppement d'une tumeur. Les

composes initiateurs, capables de promouvoir égdige, sont qualifiés de génotoxiques.

[I-2-2. La promotion

Cette seconde étape va permettre la prolifératesallules pré-néoplasiques sous l'action
d'un agent promoteur. Ce dernier va ainsi favoribexpansion clonale des cellules
préalablement initiées. Lors de cette étape, I''umtasie entre prolifération et mort cellulaire
régnant au sein du tissu va étre perturbée. Eh sfias lI'impulsion de l'agent promoteur et de
nouvelles mutations, les cellules pré-néoplasiqued alors pouvoir contourner les signaux
qui régulent habituellement leur croissance et thuision, échappant aux processus de mort
cellulaire programmée, d'ou une multiplication ah&que. Ce changement phénotypique va
ainsi leur conférer un avantage sélectif par rappak cellules saines, leur permettant de
proliférer en dépit d'un environnement encore naacularisé (hypoxie, apports insuffisants
en nutriments, etc.). Lors de cette étape, lesileslipré-néoplasiques ont encore un aspect
morphologique normal, et sont toujours confinéeseain de la tumeur primitive. A ce stade,
la tumeur est dite bénigne. Le foie étant I'orgetmargé de filtrer et de détoxifier I'organisme,
il est donc une cible majeure des polluants derifennement. Dans cet organe soumit a des

agressions répétées, la progression des celluesgmplasiques est ainsi facilitée par I'état
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d'inflammation chronique (Cheet al, 2015), ainsi que par la proliféeration compensatoi

excessive des cellules lors de la régénérationtio@ea(Qiuet al, 2011; Feng, 2012).

[I-2-2. La progression

C'est lors de cette troisieme étape que la masgdasique va se transformer pour acquérir le
statut de cancer. L'instabilité génomique et chmontdque, modélisée par de nouvelles
modifications génétiques, va générer des clonekll@eés de plus en plus agressifs, a
l'origine de la malignité et de l'invasion tumogral&n effet, lors de cette phase, la tumeur,
structurellement et fonctionnellement non intégaés tissus environnants, va stimuler la
néoangiogenése pour irriguer le tissu tumoral ehénr des métastases. La tumeur va alors
commencer a altérer fortement le fonctionnementishw dans lequel elle se développe. Les
capacités de migration nouvellement acquises voim & permettre de se disséminer dans

I'organismevia la circulation sanguine.

Additional genetic alterations

cancer cells normal epithelium

mgﬂnm@me

Initiation Promotion Progression
Normal | > |Initiated | = Pre- lasti L Neoplastic
cells cells SZI(I)sp astic cells

Inflammation & oxidative stress

Figure 2. Les différentes étapes de la cancérogépées

(Adapté de Sawet al.,2010).

lI-3. Spécificités de la cellule cancéreuse

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

l'acquisition de caractéristiques physiologiquestipalieres, en réponse a de nombreuses
modifications de son statut génétique, va discrmiles cellules cancéreuses des cellules
saines, leur conférant un avantage sélectif cerMaigré une trés grande hétérogénéité au
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sein des cancers, Hanahan et Weinberg (2000), ravpieposé dans les années 2000 six
marqueurs-clés du phénotype cancéreux. Parmi geatares caractéristiques favorisant la
progression tumorale figuraient une autosuffisamisea-vis des facteurs de croissance a
l'origine d'une prolifération accrue, une perte densibilité aux signaux d'arrét de
prolifération, une capacité a contourner les dé&fsnmmunitaires, la capacité a migrer et a
former des métastases (invasion des tissus), uenfigt de réplication illimité, la
néovascularisation des tissus en raison d'un puigsatentiel angiogénique, et enfin une
survie accrue via leur capacité a échapper a ltapepDe nouvelles signatures ont été plus
récemment intégrées a cette nomenclature (HanahakVeinberg, 2011), participant
activement a la pathogenese d'un grand nombrerdersa en particulier la capacité du tissu
cancéreux a éviter sa destruction par le systemmumtaire, et la dérégulation du
meétabolisme énergétique. L'ensemble de ces mamueur phénotype cancéreux sont

représentés schématiquement sur la figure 3 cbdess

EGFR Cyclin-dependent
inhibitors kinase inhibitors

- - Sustaining Evading —
Aerobic glycolysis proliferative growth Immune activating
inhibitors signaling suppressors anti-CTLA4 mAb

Deregulating Avoiding

immune
destruction
y 4
En:_:\bli ng Telomerase
replicative Inhibitors
immortality

Tumor-

{ Proapoptotic Resisting 3 A =
BH3 mimetics dce" ek
s eath e 9"\'5?
3 Q
22, W
Genome (@/
instability & ny

promoting
mutation inflammation
PARP Inducing Activating Selective anti-
inhibitors angiogenesis invasion & inflammatory drugs
metastasis

Inhibitors of Inhibitors of
VEGF signaling HGF/c-Met

Figure 3.Caractéristiques physiologiques acquises par leslkdes au cours de la
cancérogenese (d'apres Hanahan et Weindberg, 2011).

Enfin, deux autres caractéristiques connues pouilitée I'apparition de toutes ces

modifications ont été suggérées: l'instabilité géique qui génére de la diversité génétique et

Page 38 sur 328



favorise ainsi l'acquisition de nouveaux traitsmstgpiques; le maintien de l'inflammation au
sein du microenvironnement tumoral qui peut penetialimenter la tumeur via la libération
de certaines molécules actives (facteurs de cruissa facteurs angiogéniques, protéases
etc.), favorisant par ce biais I'apparition demesvelles capacités. Ce contexte inflammatoire
est aussi connu pour amplifier l'instabilité gémé# au sein du microenvironnement tumoral
(Colottaet al, 2009).

lI-4. R6le du métabolisme des HAP dans leur cancégénicité

Le caractere tres lipophile des HAP favorise gramelg le passage de la membrane
cellulaire, et assure la distribution de ces xéokidpies dans tout I'organisme, principalement
au niveau de l'intestin, des poumons et de la gathn, 1988). Cependant, ils vont étre en
partie métabolisés au niveau hépatique, princiggdree cible, ou ils vont étre biotransformeés
en intermédiaires réactifs, et ainsi acquérir degpnpétés électrophiles a l'origine de leurs
effets toxiques (Miller & Ramos, 2001). L'activationétaboligue des HAP est donc un pré-
requis a leur effets déléteres. Paradoxalememtgnét principal de cette biotransformation est
d'exercer la fonction de détoxication du foie, afim faciliter I'excrétion de ces molécules
hautement hydrophobes, et qui ont tendance a sateudans le tissu adipeux. Ce processus
de biotransformation moléculaire se déroule en &oex : la phase | ou phase de
fonctionnalisation, suivie de la phase Il ou phdseonjugaison, et enfin la phase lll, dite de

transport.

[1-4-1. Phase | : Fonctionnalisation

Cette premiere étape est médiée par les enzymehake | dont les mono-oxygénases a
cytochromes P450 (CYP), les époxydes réductaskes dtydrolases. Elle consiste en |'ajout
d'un groupement polaire sur le squelette carboséhgidrocarbures. Cette réaction va ainsi
rendre les HAP plus hydrophiles, afin de facilieur excrétion. C'est lors de cette phase que
le B[a]P va étre métabolisé en métabolites stalpeacipalement sous la forme de BPDE
(B[a]P-7,8-dihydrodiol-9,10-époxyde). La formatiale ces composeés diols époxydes, tres

réactifs, est en grande partie responsable dds eHiacérogenes du B[a]P (Anderson, 2005).

Cependant, les HAP ne sont pas seulement substestsCYP. lls régulent également
positivement I'expression de ces enzymes de détiicvia leur capacité a activer le
récepteur Ah (Bairdet al, 2005). En effet, I'implication du RAh dans la ukdion de
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I'expression de certaines enzymes clés du métamlies xénobiotiques est maintenant tres
bien établie (Barouket al, 2012). Il régule notamment I'expression de ceemisoformes de

CYPs telles que le CYP1A, 1B ou 1C, mais il essagonnu pour moduler I'expression de
certaines enzymes de phase Il comme les aldo-kéiatases, les glucuronyltransférases et

les glutathion-S-transférases.

lI-4-2. Phase Il : Conjugaison

Au terme de la phase |, beaucoup de composeés pésnencore atteint un degré suffisant
d'hydrosolubilité pour permettre leur éliminatioar gforganisme. Cette étape vise donc a les
conjuguer avec des groupements endogenes poldireda réduire encore leur niveau
d'hydrophobicité. Ainsi, les glutathion S-tranf@agGST), les UDP-glucuronyl transférases
(UGT), ou encore les sulfotransférases (ST) vonnpére de les conjuguer respectivement a
des groupements glutathion, acide glucuroniquesrdin des groupements sulfates (Shimada,
2006). L'ajout de ces groupements tres hydrosaubke favoriser I'élimination de ces
toxiquesvia l'urine et/ou la bile lors de la phase ll.

[I-4-3. Phase Il : Transport et élimination

Les hydrocarbures ayant consécutivement été priharme lors des deux phases précédentes

vont alors étre éliminés au cours de cette troisietrultime phase.

La conjugaison des composés lors de la phase hgia un adressage efficace des
conjuguésia des transporteurs membranaires spécifiques teldegivulti Drug Resistance
protein (MRP) ou les P-glycoprotéines (P-gp). Outre soplication dans le métabolisme, le
foie va alors également contribuer a I'éliminaties xénobiotiques hors de l'organisvieele
systeme biliaire. Cependant, ce processus ne dogdogralement pas a une élimination
totale, puisque les composés vont une nouvelletfaisiter par la lumiére intestinale, et vont
potentiellement pouvoir étre réabsorbés au coursydie entéro-hépatique. La majeure partie
(environ 75%) va toutefois étre rejetée dans legdéavec la fraction non assimilable des

nutriments.
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[1-5. Génotoxicité des HAP

Malgré leurs apparentes similitis structurales, le potentiel cancérogene des HARres
variable, et tous les HAP ne sont jcancérgenes. La voie génotoxique, modélisée p:
fixation des hydrocarbures sur les acides nucléiges particulier e leurs métabolite
hautement réactifecf. Figure 4 pour le BPDE, métabolite du BJ[e, constitue le mécanisn
initiateur de cancer pares compos! (Simset al, 1974; Hubermaset al, 1976; Stampfeet
al., 1981; Gelboin, 1980).

0
NH

CLAL, ¢ 00
Ao JJOIO)

HO
OH

Figure 4. Fixation du BPDE a I'ADN

L'activation meétaboligue de nombreux HAP par lesevode détoxication va dol

n

potentialiser leur cancérogénici. Les cytochromes P450 1Al1, 1A2 et 1Bl ¢
préférentiellement impliqués de leur bioactivation (Pelkonen & Nebert, 1982; Shiaa
Fujii-Kuriyama, 2004)Concernant le [a]P, les voies d'actation sont au nomb de quatre:
voie des diokpoxydes, voie des -quinones, voie du radical cation, et voie desers
benzyliques, cette dernieéant minoritaire (Stansbt et al, 1994). Ces voies d'activatio

sont détaillées dara figure 5 c-dessous.
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Figure 5. Les trois principales voies d'activatiormétaboliques des HAP

(Wessel, 2010)

Un cancérogene peut participer a une ou plusieuasgs de la cancérogénése (Barrett, 1993).
Le B[a]P, quant a lui, est considéré comme un cagehe complet, puisqu'il va participer a
la fois aux phases dinitiation, de promotion et pdgression. Sa génotoxicité va
principalement étre due a sa transformation séallenen B[a]P-7,8-époxyde par les CYP,
puis en B[a]P-7,8-diol par une époxyde hydrolasenade subir sa transformation finale en
B[a]P-7,8-diol-9,10-époxyde (BPDE), réaction a neaw catalysée par les CYP (Conney,
1982). La particularité de ces groupements diokgge va étre de pouvoir établir des
liaisons covalentes, ciblant préférentiellement beses puriques de I'ADN (adénine et
guanine). L'encombrement stérique provoqué paracekiits va notamment perturber les
processus de transcription et/ou de réparationAdEN, en altérant sa configuration spatiale
(Scicchitano, 2005). Contrairement aux adduitslstalpréalablement décrits, qui vont rester
solidement ancrés a 'ADN a moins d'étre pris eargdh par les systemes de réparation, les
adduits dépurinés vont fragiliser la double héktADN. De la cassure de la liaison N-
glycosidique, va ainsi résulter la perte completendcléotide. Ces sites, laissés vacants, vont

alors étre qualifiés de sites abasiques. En l'alesda réparation, ceux-ci vont constituer de
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véritables points de rupture, et vont pouvoir fés@r I'apparition de cassures simple brin. lls
vont également étre problématiques lors de la a&lin, puisque n'importe quelle base
pourra se substituer a l'ancienne (Obeid, 2010). d@a processus, les mécanismes de
dépurination de I'ADN favorisent grandement I'atitbon de cancers (Cavaliest al, 2012).

En outre, ces adduits vont préférentiellementdmtaines séquences spécifiques, présentant
plus d'affinité pour ces derniers, créant de vélés "patterns” de mutations. Les séquences
présentant le plus fréquemment des mutations reiesérd‘ailleurs pas forcément celles
exposees a la plus grande quantité d'adduits. iGestal'entre elles seraient en effet plus
difficilement a méme d'étre prises en charge psrnhécanismes de réparations de I'ADN
(Dipple et al, 1999). C'est le cas par exemple de la protéippregseur de tumeur p53, pour
laquelle on retrouve des motifs de mutations céretiques sous l'effet des HAP (Rodin &
Rodin, 2005). La présence de ces adduits a I'ADimait donc étre considérée comme un
biomarqueur pertinent pour évaluer l'exposition hiuma aux hydrocarbures (Ken-Dror,
2005). Elle serait susceptible d'identifier I'onigi de certains cancers, en identifiant une
éventuelle composante environnementale au coursétieles épidémiologiques (Phillips,
2005). La structure moléculaire des hydrocarbures plus cancérogenes contient
généralement des régions "Bay" ou "Fjord" (Figure €es spécificités structurales
favoriseraient leur bioactivation par les époxytgdrolases mais potentialiseraient aussi les

interactions avec les bases nucléiques.

Bay region Fjord region O

Benzo[a]pyrene Dibenzo[a,/]pyrene

Figure 6. Exemples de régions Bay et Fjord (D'apre3arvis et al., 2014).

La capacité des métabolites du B[a]P a induirendetations va donc étre déterminante dans
le développement des cancers. En effet, c'estehbrais que ces composés vont peser sur la
signalisation cellulaire en activant des oncoger@eme Ras ou c-myc, ou au contraire, en

inhibant I'expression de genes supposés contredarméveloppement de tumeurs comme
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p53 (Baird, 2005). De plus, des résultats récentsitrant qu'en situation hypoxique, le
métabolisme du B[a]P est modifié, avec une bioatitim accrue (Schults, 2014).

Parallelement a la production des métabolites haerne réactifs détaillée préecédemment, le
métabolisme du B[a]P et de ses métabolistes payteshromes va intrinsequement conduire
a un stress supplémentairi@ la production d'especes réactives de l'oxygend)ERBI ces
espéeces pro-oxydantes telles que I'anion supero¢®@e€), le radical hydroxyle ‘OH) ou
encore le péroxyde d’hydrogene,@J) ne sont pas neutralisés par les systemes desdéfen
antioxydants, elles vont pouvoir étre a l'origiredbmmages oxydatifs. Ces altérations vont
pouvoir cibler les acides nucléiques, et les pna®i mais vont aussi promouvoir la
peroxydation lipidique.

[I-6. Modulation de la balance survie/apoptose pales HAP

Parallelement a leurs effets initiateurs, les HARt £galement connus pour induire une forte
toxicité, susceptible de jouer un role importanhglda cancérogénese; en effet, celle-ci
ciblerait préférentiellement les cellules normaldsu une prolifération compensatoire des
cellules pré-néoplasiques résistantes a l'apo@ise 2011). Cette toxicité est également liée
a la bioactivation des HAP par les CYP. Le typerdet cellulaire le plus frequemment mis
en jeu dans le cadre des études sur ces agentgjebgmeste sans conteste I'apoptose (Chen
et al, 2003; Koet al, 2004), méme si d'autres types de mort cellutaitedté décrits tels que
la nécrose (Lin & Yang, 2008; Jiamg al, 2011). Enfin, en plus de ces signaux délétéres,
contribuant eux aussi au développement tumoral, cceBpOosSés sont aussi capables de
promouvoir la survie et la prolifération des cedll Au vu de la multitude de processus
biologiques impactés par les HAP (Figure 7), lgaaux a méme de désequilibrer la balance

survie/apoptose sont multiples.

Page 44 sur 328



aﬂ? cell death analytes:
T \ ced embrane 1070 proteins (SILAC)
Y T OO0 -
Integrity J’ QIO 'JI d‘eat'hm! blollelonlee oo o8 163 metabolites
lipid raft w il TECEPlOr Bla]P and 7 B[a]P metabolites
function . * phosphollpld degradation F“'}’d
e v Nif2 b . . f
G Nrf2 mediated oxidative &
N -ry™ stress response -
“ARNT DNAdamage ... %
i N g J1'.:'55) ....... >
v " Ahr direct 4, Metabolizing stress P
§0 i targets [|T snzymes | oS > Eﬁ%ﬁ RO pmmERGa
o~ ...;'f (Nq':: ﬂr BlalP- D:EE; pero;(?:iaﬁon
= 1 “ ‘gene ba -y *’he;efﬂs"-\ metabolization :;ﬁ::'g“e
nmeus"’ﬁ?z——--. ............. o, (75 T a#pS3
Ahr |nmrect targets -~/ NFKB
3 RPARS .77 . s
A v / H - “0 S
A i c Myu o 6 v\e o);-' "‘}\b@c
" HIF P i \u\,\\'\“’ & FEE
:_ s aminoacid o mitochondria, /€ & (N
phosphatidyicholin *’.-. “" " concentration [anti-oxidant T A
: ;§phlngomyelln metab. orobsin & -) ‘defense system i i
o 1 synthems* i';oxidative L
&7 - phosphorylation | (
7 . glycolysis, ’ | | RS\
{1y i Acylcarniti Y
e Q_) cylcamitinost 3}

O OOOOOOOONNDONOOOUDUER A

Figure 7. Apercu des principaux processus celluladés altérés par le B[a]P

(D'apres Kalkhof et al, 2015)

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

Les travaux antérieurs du laboratoire ont permiscdeactériser les processus de mort
cellulaire mis en jeu dans les cellules épithélidiépatiques de rat F258 exposées au B[a]P
(Figure 8). Deux voies majoritaires ont ainsi étentifiées. La premiére implique la
phosphorylation de p53 et est la conséquence dirdat métabolisme du B[a]P par les CYP,
impliquant la production de métabolites hautenr@aictifs du B[a]P, comme le BPDE,
l'origine de dommages a ’ADN (Huet al, 2006; Holmeet al, 2007). La seconde repose sur
l'activation de I'échangeur N&i® 1 (NHEL). Cette activation de NHE1 requiert un
remodelage des radeaux lipidiques résultant dieibdition de I'expression de 'HMGCoA
réductase, enzyme clé du métabolisme du cholesfm@ple RAh et les ERO (Figure 8). Ce
remodelage membranaire permettrait alors d'achV€E1, en entrainant sa relocalisation des
radeaux lipidiques vers les zones plus fluidesadeémbrane (Tekpét al, 2010, 2012). Les
voies p53 et NHE1 convergeraient ensuite vers ur@men cible, favorisant ainsi la
phosphorylation de GSK3 et consécutivement une diminution de I'expresslenc-myc

(Dendeléet al, 2012). La diminution du niveau d'expression deye interviendrait dans la
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relocalisation de I'hexokinase Il de la mitochoedvers le cytoplasme (Hwt al, 2007). Les
dysfonctionnements mitochondriaux résultant deecegtocalisation se traduiraient par une
production accrue d’anion superoxyde, et une acatibn secondaire tardive du cytosol.
Enfin, ces altérations de la mitochondrie serass#ociées a la translocation au noyau de

I'EndoG (Endonucléase G), et a I'activation depasss effectrices (Huwat al, 2006).

Il est a noter que, dans les cellules F258, l'attbm des caspases effectrices se fait
indépendamment des caspases initiatrices ou diespsittes, faisant intervenir un dialogue
entre mitochondries et lysosomes; celui-ci abautitelargage de la lactoferrine, qui possede
€galement une activité protéasique (Goetial, 2008). Une voie indépendante des caspases,
basée sur l'activation de la LEI-DNase Il, a égaleinété observée (Het al, 2006).

De facon intéressante, I'apoptose observée datesligeiee sous I'effet du B[a]P, n'induit pas
de libération du cytochrome c, ni aucune reloctiisade la protéine pro-apoptotique Bax
(Holme et al, 2007), permettant d'envisager d'autres moditioati du métabolisme

mitochondrial.
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Figure 8. Schéma récapitulatif des voies de signsdition impliquées dans I'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 nombeeures modeles cellulaires, et en
particulier dans divers modéles de cellules hépatgaussi biem vitro (Chenet al, 2003;

Ko et al, 2004; Solhauget al, 2004), quh vivo chez le rat (Michurinaet al, 2014).
Indépendamment du modéle cellulaire, la voie istrque de I'apoptose (cf. Figure 9) semble
prépondérante parmi les types de mort induits eaB[R]P (Chenret al, 2003; Koet al,
2004). Bien que la voie intrinséque soit la plusgfremment décrite comme processus de
mort cellulaire induit par le B[a]P, quelques ragtisdes ont également identifiée que le B[a]P
pouvait également étre a l'origine de l'exécutienlal voie extrinseque (Stolpmamet al,
2012).
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Figure 9. Voies intrinseque et extrinseque de I'aguose (D'apres Galluzi L et al., Nat
Rev Neurosci, 2009).

Cependant, la toxicité du B[a]P pourrait égalemgekercer par d'autres types de mort
cellulaire. En effet, une mort par nécrose (Lin &ng, 2008; Jiangt al, 2011), ou par
nécroptose (Jiangt al, 2013) a également été décrite. La toxicité duB[ajP, en agressant
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régulierement le tissu hépatique, pourrait promauume mort cellulaire chronique des
cellules hépatiques. Celle-ci et pourrait alorgdanent contribuer aux effets cancérogenes du
B[a]P, en favorisant la prolifération compensataite cellules néoplasiques, résistantes a
'apoptose (Gatenbyt al, 2006; Jost & Kaufmann, 2010; Webetr al, 2010; Qiuet al,
2011; Feng, 2012). La capacité du B[a]P a promauaamnort cellulaire a été tres largement
étudiée. Cependant au-dela de ses effets toxigaehydrocarbure est également connu pour
induire une signalisation anti-apoptotique ou demaix de survie (Hunget al, 2007;
Ferecatu ket al, 2010). Ces signaux, en favorisant la survie @dlsiles et en leur octroyant
une capacité d'échappement vis-a-vis de la mdulaeé programmeée, pourraient largement

contribuer au développement tumoral (Terangshl, 2010).

[I-6-2. Signaux de survie associés a I'expositiorudB[a]P

Différents signaux de survie induits par le B[a]Rt été identifiés, en particulier dans les
cellules hépatiques, et ce, parallelement aux sigmao-apoptotiques (Holmet al, 2007).

En effet, bien qu'induisant I'apoptose dans laégrd’hépatome murin Hepalclc7, ce
cancérogene est également responsable, des 30 'exposition, d'une diminution de
I'expression de la protéine pro-apoptotique Bad-pPBassociated Agonist of cell Death), ainsi
gue d'une augmentation de son niveau de phosphiorykur les sérines 112 et 155 (Solhaug
et al, 2004). Or, le maintien de la phosphorylation @&l Bvite son hétérodimérisation avec
Bclx. ou Bcl-2, empéchant ainsi [l'activation du mécaeisreffecteur apoptotique
(Downward, 1999). D' autres travaux ont égalemeéntahtréin vivo chez le rat qu'un apport
en B[a]P de l'ordre de 60 mg:kavait pour effet de fortement augmenter le cont@eua
protéine anti-apoptotique Bcl-2 au niveau hépatidguigibant I'exécution de la mort cellulaire
(Michurina et al, 2014). Il est généralement admis que des factdarsurvie induisent
l'activation de kinases spécifiques a l'originend'signalisation anti-apoptotique, par exemple
en ciblant I'activité de Bad (Haradaal, 2001; Jiret al, 2004). C'est le cas notamment de la
kinase Akt, dont l'activation par le B[a]P a étésenen évidence dans les cellules Hepalclc?
(Solhauget al, 2004). D'autre part, la MAPK JNK1 (c-Jun-termikahase 1) est également
connue pour contrdler le niveau de phosphoryladi@mBad au niveau de sa thréonine 201 (Yu
et al, 2004). Or, il a été montré, dans un modele deliilastes pulmonaires humains, que
l'activation de JNK par le B[a]P était responsatbiene accélération de la progression du
cycle cellulaire, a l'origine d'une prolifératioh @une survie accrue (Det al, 2006). Par

ailleurs, il est intéressant de noter ici que lagghorylation de Bad sur la thréonine 201 par
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JNK1 pourrait promouvoir la glycolyse via l'activat de la PFK-1 (phosphofructokinase-1)
dans la lignée murine de cellules souches hémaitigoés FL5.12 dépendante a I'lL-3, et
issue du foie fcetal. Ainsi, en plus de l'inhibitida la fonction pro-apoptotique de Bad, le
contrble du niveau de phosphorylation de Bad sumia201 par JNK1 pourrait favoriser la
survie des cellules en agissant sur la glycolysen2t al, 2008). Cependant, ceci reste a
démontrer pour le B[a]P. La voie de signalisatidBKPAkt est également impliquée dans
l'activation de JNK1 dans la lignée cellulaire é@pidique murine JB6 C141 exposées, non
pas directement au B[a]P, mais a son principal bodta, le BPDE. Dans ce modele
cellulaire, les auteurs proposent d'ailleurs qué&rdasactivation du facteur de transcription
AP-1 par ce métabolitevia la voie PI3K/Akt/JNK, pourrait contribuer aux pleasde
promotion et de progression tumorale @i al, 2004). Cette activation de la voie de
signalisation Akt par le B[a]P a également été oafge dans la lignée mammaire MCF-10A.
Dans ce modele, le BPDE active Ak& une augmentation de la concentration cytosoligue e
Cd*. La Pyk2 (protein tyrosine kinase 2 beta), actipée le calcium, aboutit & I'activation
d'Akt via 'TEGFR, atténuant de ce fait la toxicité de ce inélite du B[a]P (Burdiclket al,
2006). Un type de réponse analogue, faisant imerV&EGFR, a également été caracterisé
dans la lignée de cellules épithéliales alvéoldmanaines A549, issue d'un adénocarcinome,
et traitéte au B[a]P. Dans ce cas, l'activation @EGFR entraine non seulement la
phosphorylation d'Akt, mais aussi et des protéikieases ERK1/2 (Extracellular signal-
Regulated Kinases), amplifiant alors la prolifésatide ces cellules cancéreuses en
contribuant a l'atténuation du signal apoptotigkienietaniet al, 2009). Un effet du B[a]P
sur la concentration intracellulaire en’CECa"]; a également été démontré dans la lignée
endothéliale microvasculaire humaine HMEC-1 (Mawtial, 2012). Dans ce modeéle, la
fixation du B[a]P sur le réceptepR-adrénergique entraine une augmentation de [&]j@@
l'activation de la voie de signalisation protéinéad&nylate cyclase/AMPc/Epac-1/1P(3)
(Mayati et al, 2012). De facon intéressante, indépendamment éxposition au B[a]P, il a
été démontré qu'une augmentation du pool d'AMPcativant la PKA (CAMP-dependant
protein kinase A), peut catalyser la phosphorytatiee Bad sur ses sérines 112 et 155
(Lizcanoet al, 2000), la phosphorylation de la sérine 155 ételte a la survie cellulaire
(Virdee et al, 2000; Taret al, 2000). Un tel mécanisme pourrait donc étre amsgliqué

dans les effets du B[a]P.

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

favorisant (Tekpliet al, 2010b), soit en l'inhibant (Lext al, 2015), avec des conséquences
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en termes de survie cellulaire. La localisation roeanaire ou la phosphorylation de la
connexine 43 serait alors respectivement déterrteénaanfin, I'augmentation du niveau
d'expression de la protéine RIP1 (Receptor-IntargctProtein 1), dans des cellules
épithéliales bronchiques humaines (HBECs) expoa@eBPDE, constituerait également un
signal de survie, jouant le role de promoteur tuahoet susceptible de promouvoir
l'acquisition d'un phénotype cancéreux malin. Deascas, la protection conférée par la
surexpression de RIP1 permettrait notamment auuleglinitiées d'étre moins sensibles au
stress oxydant, principale cause de la cytotoxiddés ce modele cellulaire (Waeg al,
2013).

[I-7 Effets du B[a]P sur la phase de progression tmorale

[I-7-1 Transition épthélio-mésenchymateuse (EMT)

Tres peu d'études se sont attelées a étudier untuéleeffet du B[a]P dans la transition
épithélio-mésenchymateuse. Cependant, le prokpdassion génique de la lignée cancéreuse
bronchio-alvéolaire A549 exposée au B[a]P, a momqiet de nombreux genes impliqués dans
la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT),\dida vimentine, le TG, Snail etc.,
étaient positivement régulés dans ces conditiomstiioet al, 2007). Une forte induction
de la vimentine par le B[a]P a par alilleurs étéficoree dans la lignée monocytaire
leucémique humaine THP-1 (Kiet al, 2014). Il est a noter qu'un autre hydrocarbuees-|
methylcholanthrene induit également 'TEMT danditggees hépatiques murines BNL CL.2 et
BNL 1IME A 7R.1 (Ohet al, 2014). Ba et ses collaborateurs (2015) ont té&emment
montré que l'augmentation du potentiel métastatidgiedeux modeéles d'’hépatocarcinomes
humains exposés au B[a]P serait liée a la survdhwne transition EMT. La mise en place de
ce processus ferait intervenir l'activation tramgmonnelle de linducteur d'EMT snail, en
réponse a l'activation de la voie RB- par le B[a]P. L'activation transcriptionnelle deail
conduirait par la suite a une modulation de I'egpi@n des protéines effectrices de I'EMT (Ba
et al, 2015).

lI-7-2. Processus de migration et d'invasion cellaires

Parallelement a ses effets sur la proliférationutate (Khan & Anderson, 2001; Rodin &

Rodin, 2005), le B[a]P stimule également les prsgesde migration et d'invasion. Les
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meétastases constituent la derniere étape de lagssign néoplasique et reste le premier
facteur de mortalité pour les patients atteint®phitocarcinomes (Wangt al, 2008). La
contribution des facteurs environnementaux dang@eessus est mal connue et constitue une
priorité en termes de santé publique (Farazi & Db®, 2006; Ukat al, 2007).

L'activation de la voie des MAPK sous l'effet duaf semble généralement la cause de ces
processus. Song et ses collaborateurs ont notanmmesrgn évidence que l'activation de la
voie p38 MAPK sous l'effet d'une production d'ER&vdrisait la migration de la lignée
d'hépatocarcinome humain HepG2 (Satal, 2011). Le B[a]P a également la capacité de
promouvoir la migration et l'invasion des cellulés la lignée mammaire MDA-MB-231.
Dans ce modele, la promotion de la migration néebactivation de nombreux partenaires
protéiqgues dont les LOX (LipOXygénases), Src (@micogene non recepteur tyrosine
kinase), ERK2 mais aussi FAK (Focal Adhesion Kingg&astillo-Sancheet al, 2013). Le
B[a]P favoriserait également la migration des defiiLcancéreuses mammaires, en activant la
voie de signalisation ERO-ERK-MMP9 (Gebal, 2015).

Aucune publication n'a pour le moment établi claieat que les effets du B[a]P sur les
processus de migration et d'invasion reposaientaaiivation du récepteur Ah. Cependant de
tels effets ont été rapportés consécutivementctvidion de ce récepteur par la TCDD, fort
ligand du RAh. Ces effets, résultant de l'activatitu RAh, faisaient notamment intervenir
I'axe Nedd9/Hefl/Cas-L a l'origine de l'activatide JNK, mais impliquaient également des
perturbations de la signalisation du Tg;En lien avec I'EMT (Buet al, 2009; Barouki &
Coumoul, 2010).

Un effet du B[a]P sur les MMP (métalloprotéasesritiatles), impliquées dans les processus
de migration cellulaire, avait déja été identifeind un modele de cellules musculaires lisses
vasculaires de rat (Mergj al, 2009). Enfin , une étude trés récente a évalué les eifptas

long terme de faibles doses de B[a]P, allant dd &0100 nM,in vitro sur les lignées
d'hépatocarcinomes humains SMMC-7721 et BEL-74@&efRl, 2015). Dans cette étude, le
potentiel d'invasion et de migration de ces ligreéessuite été confirmg vivo sur des souris
nude. Au total, ces travaux récents ont permiséseatrer que le B[a]P perturbe I'adhérence
cellulaire, favorisant ainsi le potentiel migratot invasif de ces lignées d'hépatocarcinomes.
Cette étude a également identifié que le B[a]Pcaptble de stimuler lI'angiogénese. Ces
effets ont été reliés a I'activation de la voiexkBFméme si les auteurs ne sont pas parvenus a

identifier les modalités d'activation de cette viéesignalisation par le B[a]P. L'exposition au
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B[a]P constituerait ainsi un facteur de mauvaispsbique pour les patients atteints de CHC
(Baet al, 2015).

En résumé, en générant d'une part des signaux dersie, mais également en provoquant
la mort cellulaire des cellules dans le foie, le B]JP contribuerait activement a la phase
de progression tumorale. Les données obtenues paotre équipe dans la lignée F258,
ainsi que celles présentées dans ce chapitre semiblesuggérer qu'une des cibles
principales du B[a]P est la mitochondrie, siege dmétabolisme énergétique.

Page 52 sur 328



Chapitre 1ll : La mitochondrie et le métabolisme érergétique

De nombreux facteurs qui étaient initialement d&régés comme des régulateurs de la mort
cellulaire sont maintenant connus pour interagiyspfuement, ou fonctionnellement, avec

des enzymes du métabolisme mitochondrial. Ceciénegbexistence de points de contréle

métabolique qui détermineraient le devenir desutesl Ainsi, l'altération des fonctions clés

de la mitochondrie, pourrait déterminer si les weB réagissent au stress de maniere
adaptative, en prbénant la survie, ou au contraie nthniére suicidaire, en favorisant

I'exécution de la mort cellulaire (Greenal, 2014).

I1I-1. La mitochondrie

I11-1-1. Morphologie

Les mitochondries sont de taille et de forme ti@sables (cf. Figure 10) selon leur origine et
leur état métabolique. Ces organites font en moyehnuM de long pour un diamétre

avoisinant les 0,5 pM.

Figure 10. La morphologie mitochondriale est trés ariable

(d'apres Kohler et al., 2009).

On estime que chaque cellule contient entre 1008080 mitochondries. Cependant, La
forme, le nombre et la distribution cellulaire dastochondries au sein des cellules sont
susceptibles de varier, en fonction du type cdligjadu stade de développement, mais aussi
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en fonction de l'activité de I'organite. Ainsi, gerameétres vont étre fortement dépendants du
contexte physiologique dans lequel la mitochond®lue: processus de fusion/fission,
motilité, adhérence, stress. L'environnement calel va ainsi conditionner l'intégration
structurale et fonctionnelle du réseau mitochohdaia sein des cellules (Jakobs, 2006;
Lackner, 2013). L'aspect global du réseau mitochahést principalement régulé par les
processus de fusion et fission. Ces phénoménes naiatmment permettre d'assurer le
contréle qualité des organites en coordonnant dgctage des entités endommagés par des
processus autophagiques, comme illustré sur larefidil (Twig et al, 2008; Twig &
Schirihai, 2011).

Indiation of
apchondrial Hyparfusion of

Metwork Fusion

wiT ame  GLOBAL
i & o @Y( contrOL

: = MITOCHONDRIAL
pululz.l&r; K - i CELL CYCLE

Figure 11.Cycle de vie des mitochondries (Hyde et al., 2010)

I1l-1-2. Structure

D’un point de vue structural, les mitochondriestsmonstituées de deux membranes dont la
composition et les fonctions divergent. Celles-@inpettent de délimiter deux compartiments

distincts : I'espace intermembranaire et la matrice

La membrane externe est formée d'une bicoucheidymdde 5 a 7 nm d'épaisseur. Sa
composition est relativement proche de celle dadanbrane plasmique. Sa structure est riche
en porines, dont le VDAC (Voltage-Dependent Anionha@nel). Cette protéine
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transmembranaire régit les transports passifs plake est perméable aux ions ainsi qu'aux
molécules de masse moléculaire inférieure a 10(Mzauella, 1992; Vyssokikh & Brdiczka,
2003).

La membrane interne délimite I'espace matricielest spécialisée dans le transport actif
puisqu’elle est imperméable aux ions et aux petibedécules. Par conséquent, les seules
entitts a méme de la traverser sont celles pouguddles il existe un transporteur
membranaire spécifique. Elle consiste en une bloadipidique de 5 a 6 nm d'épaisseur,
présentant une organisation tres différente dedmlpnane externe. Alors que la membrane
externe contient environ autant de protéines quiépitkes, la membrane interne quant a elle
peut contenir jusqu'a 80% de protéines. Parmi 8% 2le phospholipides restants, les
cardiolipines représentent environ 45de la fraction lipidique. Ce lipide va conféretaa
membrane interne une forte imperméabilité aux pretoais va aussi permettre de maintenir
l'orientation de certaines protéines de la cha@spiratoire au sein de la bicouche lipidique
(Paradieset al, 2014). Cette membrane est le siege notamment T ([Permeability
Transition Pore) et de I'ATP synthase. Il est &nqtie cette synthase jouerait un réle dans la
formation du PTP (Giorgiet al, 2013). Enfin, la membrane interne possede debreuses
navettes et transporteurs spécifiques pour permnkgttiransport actif des molécules vers la
matrice malgré la faible fluidité de la membran&NT (Adénine Nucléotide Translocase)
permet ainsi la sortie de I'ATP mitochondrial ndiemment synthétisé contre I'entrée de I'ADP
cytosolique. Sont également présents les cotarspertH/H,PQ; permettant I'entrée du
phosphate inorganique Pi nécessaire a la phospiiorylde I'ADP, et la Hpyruvate
translocase permettant I'entrée du pyruvate. Eautansporteurs sont retrouvés comme la
navette malate/aspartate, la navette du glycephedphate, le transporteur du citrate, ou
encore l'antiport CACT (carnitine-acylcarnitine riséocase) permettant l'entrée de
I'acylcarnitine essentielle a paoxydation des acides gras. On y trouve égalememntednaux
ioniques permettant des échanges de sodium, desspota ou encore de calcium. La
membrane interne a la particularité de présentsr réplis caractéristiques, dirigés vers
I'intérieur de la mitochondrie, et se prolongeasgue dans la matrice. Ces crétes permettent
d'accroitre sensiblement la surface de la membnateene afin d'optimiser le rendement
énergeétique global de I'organite. Ainsi ces zomes giqguement tres fournies en complexes

du systeme OXPHOS comparativement au reste derfdbra@e interne.

Chez I'homme, seulement 13 protéines sont encqude génome mitochondrial. En outre,

bY

des analyses protéomiques ont permis d'évaluercsotenu a plus de 1000 protéines
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(Schmidt et al., 2010). Il en résulte que la queslusivité des protéines nécessaires au bon
fonctionnement de l'organite doit étre importéek@at al, 2007). Les molécules d'un poids
moléculaire supérieur a 10 kDa vont pouvoir rejoinddes translocases spécifiques,
regroupées sous le nom de TOM (Translocase of ther@embrane), sous réserve qu'elles
possedent un signal d'adressage mitochondrial. dDestures analogues au niveau de la
membrane interne vont permettre le passage degsngrs la matrice, et sont retrouvées
sous l'appellation TIM (Translocase of the Innernideane). Ce systéme d'importation est
étroitement lié au statut énergétique de l'orga(@ealinska & Meisinger, 2015), et la
reprogrammation vers la glycolyse aérobie est igégr@ent associé a une inhibition de cette
machinerie d'import protéique. La modalité d'intidsi la plus connue repose sur l'activation
de la protéine kinase A (PKA), en réponse a uneaélin du niveau d'AMPc (Zamaat al,
2008). Il est aussi a noter que cette activité mbirn protéique constitue un indicateur fiable

du niveau de stress subi par l'organite (Harbatat, 2014).

L'espace intermembranaire mitochondrial est sittbedes membranes externe et interne; |l
présente une composition relativement similaireelieadu cytosol du fait des processus de
diffusion s'opérant au niveau de la membrane eaté€lrt espace est chargé positivement, et a
comme particularité de présenter une trés forteaatnation de protons, imputable a l'activité
de la chaine respiratoire.

La matrice mitochondriale présente un aspect gearxutlense et irrégulier. C'est d'ailleurs
cette propriété qui est a l'origine de I'étymolodie mot mitochondrie, du grec mitos (fil) et
chondros (granule). C'est le compartiment le pitesrne de I'organite. Cet espace contient les
mitoribosomes, de I'ADN circulaire (ADNmt), des ARNessagers et des ARN de transfert
ainsi que tous les systemes enzymatiques impliqaas les nombreuses voies métaboliques

s'y déroulant dont le cycle de Krebs effidlaxydation des acides gras.

[11-1-3. Principales fonctions du métabolisme mitobondrial

Des 1948, Albert Lehninger et Eugene Kennedy oantifié que la mitochondrie était le
siege du métabolisme oxydatif (appelé phosphooratxydative) au sein des cellules
eucaryotes (Lehninger & Kennedy, 1948). Elles s#ifit I'oxygene dissous, entrainant la
formation de dioxyde de carbone: c’est le phén@anmde respiration cellulaire. Cette
respiration est couplée a la synthése d’ATP patetinédiaire de I'ATP synthase. Ce

processus sera décrit plus loin dans ce manuscrit.
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Hormis la respiration cellulaire, la production @R et le renouvellement du potentiel
réducteur, la mitochondrie exerce des fonctionsearag souvent en relation avec d’autres
compartiments. En effet, les grandes voies métagbed ne concernent pas toujours un
compartiment subcellulaire unique mais permettétablissement de relations structurales et
fonctionnelles étroites entres des compartimersndts (Hamasalet al, 2013; Annunziata

& d'Azzo, 2013; Lamlet al, 2013; HOnschest al, 2014).

La mitochondrie est également impliquée dans lalaetign de la concentration cytosolique
en calcium. Cette régulation s’effectue en coojpamavec le réticulum endoplasmique. Les
ions calcium participent au contréle du métabolismiéochondrial, en activant plusieurs
enzymes du cycle de Krebs, et vont de ce fait nevdal production de NAD(P)H et d'ATP
(Glancy & Balaban, 2012).

Les mitochondries participent aussi indirectemelat synthese d’acides aminés. Bien que les
voies de biosynthése des acides aminés soientitréses, elles ont en commun ['utilisation
d’'un squelette carboné provenant des métabolitesniédiaires de la glycolyse ou du cycle
de Krebs. A titre d’exemple, I'oxaloacétate estpuécurseur pour la synthése de méthionine
ou de lysine, et ti-cétoglutarate, un précurseur de la proline.

Enfin, dans certaines cellules endocrines spéégdisla matrice mitochondriale est le siége

des premiéeres étapes de la synthése des horménaisias a partir du cholestérol.

Les mitochondries jouent donc un rdle crucial dendonctionnement cellulaire et plus
globalement de l'organisme, en maintenant tresmiamd I'hnoméostasie métabolique. Elles
jouent également un réle majeur dans l'apoptosegri&dle des flux calciques, I'homéostasie
lipidique, la synthése des stéroides, la syntheseedtre Fer-Soufre, la synthese de I'héme, la
réponse immunitaire innée, ainsi que dans la sgptadn cellulaire. Des lors, il n'est pas
surprenant que les dysfonctionnements mitochondisaient associés a un grand nombre de
pathologies dont certaines maladies neurodégémesat{Parkinson et Alzheimer), des
myopathies, le diabéte de type 2 ou méme les cauiBeheibye-Knudsest al, 2015).

Comme détaillé tout au long de ce chapitre, les naithondries sont impliquées dans de
nombreuses fonctions cellulaires, constituant de xiébles "hubs" au sein des voies de
signalisation, a tel point que ces organites sembleprédisposés a influencer le devenir
des cellules. De plus, l'incidence des dysfonctiomments mitochondriaux dans le
développement de pathologies, ainsi que la variétle pathologies associées, confirment,

s'il en était besoin, limportance de cette organ& dans le bon fonctionnent cellulaire.
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Néanmoins, parmi ces fonctions essentielles, le mBblisme énergétique occupe une
place prépondérante, faisant de ces organites deritébles centrales énergétiques au sein

des cellules eucaryotes.

llI-2. Le métabolisme énergétique

[11-2-1. Généralités

Le métabolisme énergétique désigne I'ensemble @sstions chimiques impliquées dans la
production d'énergie utilisable par les cellules.I'&térieur des cellules, ces réactions
seraient tres lentes et désordonnées. Les enzyeetbles catalyseurs biologiques, vont
permettre la succession ordonnée de réactions girmirapides. La notion de métabolisme
peut globalement se subdiviser en deux partiesuned’part, le catabolisme pour les
dégradations et d’autre part, 'anabolisme poutiesynthéses, consommant les produits du
catabolisme. Malgré tout, il s’agit de processumpgiexes qu’'on ne peut réellement isoler les
uns des autres; certaines voies participent domcdaux processus sus-cités et sont alors
gualifiées d’amphiboliques. Dans ce contexte, ustesye complexe de régulation et
d’interconnexion des voies métaboliques va étréspahsable. Ces voies sont globalement
irréversibles et ne vont s’exécuter que dans uhsams; elles vont alors étre initiées par une
réaction fortement exergonique et limitante. Elgmnt principalement régulées par des
enzymes, notamment celles impliquées dans lesizéadimitantes, et se déroulent dans des
sites cellulaires spécifiques impliquant un trartsf@portant d’intervenants métaboliques au
travers des membranes des différents organitedraosfert met en jeu des systemes de

transporteurs et de navettes spécifiques (Lehnideeynafarje, 1994).

[1I-2-2 Potentiel phosphorylant et potentiel réductur

Le potentiel phosphorylant est exprimé par lesbiai rapport ATP/ADP. L’ATP constitue la
forme la plus universelle de transfert d’énergielest couples ATP/ADP et ATP/AMP
représentent les formes d’échanges énergétigugdulesépandues des systemes vivants. Les
modalités de synthése d’ATP sont relativement éest: seulement 4 réactions sont a
I'origine de la formation d’ATP. Deux de ces réaos ont lieu au cours de la glycolyse et
une autre dans le cycle de Krebs, mais la voiecipéhe reste la chaine respiratoire par

l'intermédiaire de I'ATP synthase dont I'activitémbnd du gradient de protons. Le potentiel
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phosphorylant est d’autant plus important que I'AGR® catabolisé pour assurer I'ensemble
des fonctions cellulaires colteuses en énergiestajue les biosynthéses, les contractions
musculaires ou encore |'établissement des potentieimbranaires. En effet, la molécule
d’ATP occupe une place centrale au sein du métbeli puisqu'elle a une énergie libre
standard d’hydrolyse de l'ordre de -30,5 kJ/molnghides composés d&G’° supérieurs
comme le Phosphoénolpyruvate, le 1,3-Bisphosphégiye ou encore la Créatine phosphate
vont permettre de régénérer le pool d'ATP tandes djautres composés vont avoir des’™

plus faibles tels que les Acétyl-CoA ou certainesgghosphorylés.

Le potentiel réducteur est indispensable dansllaleafin de conserver en permanence une
capacité réductrice des substrats. On le retrowjeritairement sous la forme de NADPé&t

I'on quantifie ce potentiel par lintermédiaire dapport NADPH/NADP®. Ce composé
intervient dans de nombreuses réductions biosygties. Par analogie avec le potentiel
phosphorylant, seules quatre réactions permeteeld slynthétiser dont deux sont inhérentes a
des réactions annexes du cycle de Krebs catalysgéesles isoenzymes de lisocitrate

déshydrogénase et par I'enzyme malique au seia aetrice mitochondriale.

[11-2-3. Interdépendance des voies métaboliques

Les voies métaboliques sont interdépendantes. ten, &fs différents processus impliqués
dans la respiration cellulaire partagent bon nonderenétabolites. Ainsi la production d’ATP
ne pourra pas s'effectuer si le catabolisme nepastde coenzymes réduits a disposition. De
méme, un appauvrissement en oxygene du milieueinflera non seulement le rendement de
la chaine respiratoire mais aussi celui des vaagboliques situées en aval dans la cascade
meétabolique résultante. La mitochondrie, de par@es métaboliques, va donc étre au coeur
du métabolisme. Elle va permettre de générer dentiet phosphorylant et du potentiel
réducteur, tous deux indispensables au bon déremiede ces réactions biochimiques. La
matrice mitochondriale contient le complexe deyeupate deshydrogenase, les enzymes du
cycle de Krebs, de I@#-oxydation des acides gras et de l'oxydation dedeacaminés.
Globalement tous les mécanismes impliqués danydabon des combustibles cellulaires,
excepté la glycolyse anaérobie se déroulant daogtdsol, sont dépendants du métabolisme
de la matrice mitochondriale. Les différentes vargdaboliques, présentées dans la figure 12,

seront tres succinctement décrites dans la paritrarste.
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Figure 12. Intégration des principales voies du mébolisme énergétique

(Joséet al, 2013).

[1I-2-3. a) La phosphorylation oxydative

La production d’énergie chez les Eucaryotes seisea@ia deux voies principales. La
premiere, la glycolyse, est anaérobie et se pratiuis le compartiment cytoplasmique. Dans
ce cas, le couplage entre I'oxydation et la symthd®ATP est chimique. La seconde,
majoritairement rencontrée, se déroule par I'intdiaire de la phosphorylation oxydative
mitochondriale et nécessite un apport d’oxygéneémadire. Ce mécanisme est eégalement
rencontré sous la dénomination dOXPHOS. Dans & leacouplage entre la respiration
mitochondriale et la synthése d’ATP est de typematiosmotique et fait intervenir un
gradient de protons transmembranaire. La chaingra¢sire, dont les composants seront
détaillés plus loin, est située dans la membraterria de la mitochondrie. Le transfert des
électrons, depuis les équivalents réduits (NADIHADH,) le long des complexes, permet le

pompage des protons par les complexes |, il IV vers I'espace intermembranaire,
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créeant ainsi un gradient électrochimiqueréteur des protons dans la matrice par I'ATP

synthase permet de coupler la respiration et lthegpe d'ATP.

Le processus de respiration correspond a une aryddé substances organiques impliquant
un transfert exergonique d’électrons et de proteess l'oxygéne trés électronégatif.
L’'oxygéne est ainsi réduit en eau. Ce processwshaede dégradation des nutriments, qui se
déroule dans le compartiment mitochondrial, est rmom aux différentes classes de

nutriments : glucides, lipides ou protides.

Globalement la respiration cellulaire se divise 3@étapes. Lors de la premiere étape, les
molécules organiques sont oxydées afin de formemuaécules a deux atomes de carbone
qui seront a l'origine du groupement acétyl de @éoule d’acétyl-CoA. La deuxieme étape
va consister a transformer ces groupements acgtytlioxyde de carbone, et s'effectue par
oxydation de ces groupements lors du cycle de Kr€aite oxydation va permettre de
conserver I'énergie libérée dans des transportétectrons qui seront alors sous leur forme
réduite du type NADH+Het FADH. Enfin la troisiéme étape va consister en I'oxiatatle

ces transporteurs d’électrons préalablement rédili&sant des protons et des électrons. Ces
électrons vont alors intégrer le systeme de tramsges électrons. Ces phénoménes de
transports électroniques vont libérer une quantitportante d’énergie qui sera conservée

sous forme d’ATP,via la phosphorylation oxydative.

Le couplage entre la respiration mitochondrialdaesynthése d’ATP au travers de I'ATP

synthase est un processus trés régulé. Des pratéi@éeouplantes ou UCP (uncoupling
protein) sont capables de créer une fuite de psotte I'espace intermembranaire vers la
matrice mitochondriale. Ce mécanisme, a l'origifiend production de chaleur, permet de
ralentir la production d’énergie sans modifier leeau de respiration mitochondriale. C’est
un processus de régulation trés rapide de productidTP en fonction de la demande en

énergie de la cellule (Kadenbaehal, 2003).

[11-2-3. b) La glycolyse

Outre l'apport alimentaire de glucose, la mobilsaides stocks de glycogéne ou encore la
synthése hépatique de glucose a partir d'entitdsghaidiquesvia la néoglucogenése, vont

permettre de répondre aux besoins énergétiguesmmrisme. Le glucose va alors étre
catabolisé dans le cytosol par la glycolyse, égafgnsonnue sous la dénomination de voie
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d'Embden-Meyerhof, constituée d'une série de dactiéns chimiques catalysées par des
enzymes. Ce processus permet la transformatione dfunlécule de glucose en deux
molécules de pyruvate, ce processus est modéliske fmlan suivantglucose + 2NAD +
2ADP + 2R — 2 pyruvate + 2NADH + 2ATP + 2H0 + 4H". L'agent oxydant principal de
la glycolyse étant le NAD il se doit d'étre recyclé soit au niveau mitoairial en présence
d'oxygene permettant ainsi la synthese de 3 maéalATP supplémentaires, soit lors de la

réduction du pyruvate en lactate en condition dxig

[11-2-3. ¢) La voie des pentoses phosphates

Le glucose peut également étre métabolisé par ila des pentoses phosphate. Cette voie
meétabolique permet de régénérer le NADPH mais assgalement la synthése de sucres a
cing carbones comme le ribose-5-phosphate, eskantieformation des ribonucléotides. Le
bilan global de cette réaction est le suivangjlucose-6-phosphate + 6NADP+ 3H,0 «> 2
fructose-6-phosphate + Glycéraldéhyde-3-phosphateNADPH + 6H" + 3CO..

l1I-2-3. d) La p-oxydation des acides gras

Le catabolisme des triacylglycérols a lieu dans neisochondries. Les acide gras sont
dégradés pdi-oxydation des acyl-CoA. Les acides gras sont dargremier temps convertis
en acyl-CoA par l'acyl-CoA synthase dans le cytogmlis importés dans la matrice
mitochondriale. Le processus @leoxydation des acides gras saturés fait intervgqoatre
réactions successives: 1) formation d'une douhisdn trans entre les carbonest  suite a
l'intervention de I'acyl-CoA déshydrogénase quimferun acyl-CoA insature, par oxydation
avec transfert d'électrons a l'ubiquinone; 2) hiadian de la double liaison par I'énoyl-CoA
hydratase pour former le 3-L-hydroxyacyl-CoA; 3)ski¢drogénation NADdépendante de
ce B-hydroxyacyl-CoA par la 3-L-hydroxyacyl-CoA déshgdénase aboutissant a la
formation dep-cétoacyl-CoA; le groupement hydroxyle est ainsingformé en fonction
cétone; 4) la derniere réaction est une thiolysalysee par lg3-cétoacyl-CoA thiolase
(mieux connue sous la dénomination de acétyl-Cofltransférase). L'exécution de ces
guatre étapes permet d'extraire un groupementladébp-CHs a I'acide gras métabolisé; on
obtient alors une molécule d'acétyl-CoA ainsi qudapl-CoA alors raccourci de deux atomes

de carbone, et permettant de générer une moléeuldADH et de FADH lors de chaque
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cycle. L'acyl-CoA, alors raccourci de 2 carbone)ndevient alors le nouveau substrat de
cette série de réaction jusqu'a que cette molétabdide gras initiale soit elle-méme convertie
en acétyl-CoA. L'oxydation des acides gras satpossédant un nombre impair de carbones
ou des acides gras insaturés requiert cependalyuggectapes supplémentaires. L'oxydation
complete des produits de flaoxydation est également réalisée dans les mitatiemnpar le

cycle de Krebs et les oxydations phosphorylantésydation compléte d'un acide gras est
trés énergétiqgue avec un rendement en ATP rappartgombre de carbone de la structure

supérieur a celui des oses.

l11-2-3. e) Catabolisme des acides aminés

Les acides aminés remplissent préférentiellement fenction d'unité structurale protéique.
llIs peuvent cependant étre transformés en d'autresmédiaires métaboliques. Leur

catabolisme est complexe et va dépendre de laesndéufacide aminé considéré.

L'ensemble des voies métaboliques décrites somtnéss sur la figure 13 ci-dessous.

GLUCIDES LIPIDES PROTEINES
Cytosol Mitochondries
/_/% AL
" N
Glycolyse: Décarboxylation Cycle de B oxydation AA
oxydative: Krebs: des acides Gras: l
Glucose Pyruvate Acyl-CoA
C C Acétyl CoA
NADH, H* NADH, H* C NADH, H* Intermédiaires
NADH, H* FADH, du cycle de Krebs
Pyruvate Acétyl CoA FADH, Acétyl CoA

Figure 13. Schéma récapitulatif du catabolisme dewolécules énergétiques.
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llI-2-4. La chaine respiratoire et I'ATP synthase

La chaine respiratoire tient un role prépondéramtsain du meétabolisme puisque la
réoxydation des coenzymes réduits résultant derglipecessus comme le cycle de Krebs,
I'oxydation du pyruvate ou encore de l'oxydationsdacides gras, est impérative pour la
poursuite de ces différentes voies métaboliques pepriétés de réduction de ces coenzymes
vont également permettre la régénération de I'AVIR la phosphorylation oxydative
impliquant un transfert d’électrons a I'acceptanaf: 'oxygene. En tant qu’accepteur final,
'O, n’intervient qu’au tout dernier stade. Pour géligeg toutes les étapes d’oxydation
enzymatique des nutriments provenant de l'alim@rasont sous le joug de la respiration
cellulaire. Elle assure la combustion des hydrogetes coenzymes réduits en présence
d’oxygéne moléculaire selon I'équation: [4H] »62H,0. Cette cascade métabolique se
modélise par une série de transporteurs d’électdoms la plupart sont assimilables a des
protéines enchassées dans la membrane interneneted groupements prosthétiques sont
capables de donner ou d'accepter des électrorsagit de flavoprotéines, de cytochromes,
de protéines fer-soufre, de protéines a cuivrei ajoe d'un élément enchassé dans la
bicouche lipidique, I'ubiquinone, également rencérgous la dénomination de coenzyme Q.
Les électrons sont échangés entre transportelwos seke séquence bien déterminée par un
potentiel de réduction croissant. Autrement ditséms de transfert des électrons est établi
selon une croissance des valeurs des potentietyaboéduction de chacun des couples. Ces
transporteurs sont organisés en cing grands coepleultienzymatiques constitutifs de la
membrane interne mitochondriale. Ces derniers saifts entre eux par l'intermédiaire du

cytochrome C et du coenzyme Q (Figure 14).

llI-2-4. a) Les complexes de la chaine respiratoire

L'OXPHOS se déroule au niveau de la membrane tges mitochondries. Ce processus fait
intervenir les complexes | a IV de la chaine regpire, ainsi que I'ATP synthase. Les
électrons vont principalement intégrer la chainetr@dmsport des électrongda les deux

premiers complexes (cf. Figure 14).
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2H;

Succinate Fumarate

[H4] Low
NADH+H* NAD%+2H*

complex | complex Il complex Il complex IV complex V

Figure 14.Structure de la chaine respiratoire mitochondrialt (Adapté de Yi-Wai-Man
et al, 2011).

Le complexe | est appelé NADubiquinone oxydoréagttase (ou NADH déshydrogénasil
s'agit du premier complexe protéique de la chadspiratoire Son activité permet d'assurel
transfert de deux électrons issus d'une moléculdAi2H vers I'ubiquinone, permettant ail
le transfert de 4 protons vers l'espace intermenalira Il s'agit duplus gros complexe ¢
systeme OXPHOX=n effet, i comprend 45 sousnités protéiques dont 38 sont codées p
génome nucléaire, etdirectement par le génome mitochondrial, pour uidgpmoléculaire

avoisinant les 1000 kD&a roténone est un irbiteur spécifique de ce comple:

Le complexe ll, owsuccinate ubiquinone réducte aussi appeléuccinate déshydrogénase
particulier puisqu’il s’agit de la seule enzyide la chaine de transport d'électrons a pre
part au cycle de Krebsu elle catalyse la transformation du succinate en fuma@e
complexe d'environ 130 kDa est formé4 sous-unitésSDHA a SDHD, toutes codées |
des génes nucléaires. Il permet de transférerléetrén: du succinate vers l'ubiquinone,
fait intervenir lecofacteur FAD qui joue le role d'accepteur d'étatdr ainsi que trois centr
fer-soufre. L'activité de ce complexe n'implique pas de tramsfie proton vers l'espa

intermembranaird.e malonate permet d'inhiber la complex

Le complexe Il ou Uljuinol-cytochrome Créductase, est également rencontré sot
dénomination de complexe du cytochrome;. Ce complexe dimérique comprend di
monomeres dont chacun est constituel2 sous-unitégpour une masse totale d'environ !
kDa. L'intégralité de ces sousités est codépar 'ADN nucléaire, excepté le cytochrom
d'origine mitochondriale. Son activiest impliquéedans I'oxydation de I'ubiquinol, et perm

la translocation de deux protons v lI'espace intermembranaire. Cette enzyme catalnsi
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le transfert de deux électrons de l'ubiquinol ersytochrome c. L'antimycine A est un

inhibiteur spécifique de ce complexe.

Le complexe IV ou cytochrome oxydase est la deengzyme impliquée dans le transfert
des électrons. Elle comprend 13 sous-unités d¢@OsXl, COXIl et COXIIl) sont codées par

I'TADNmt. Il permet de transférer les électrons depea cytochrome c jusqu'a leur accepteur
final, réduisant ainsi 'oxygene en eau. Lors diecaltime étape, le transfert des électrons a
l'oxygene permet d'extruder quatre protons daspd&e intermembranaire. Le cyanure est un

inhibiteur de ce complexe.

A ce stade, la réduction compléte d'une moléclde aura permis de transférer 10 protons
dans I'espace intermembranaire contre le gradeepratons. Comme précisé précédemment,
le transfert progressif des électrons a I'accefieal est hautement exergonique (force proto-
motrice modélisée par la théorie chimio-osmotiqaavitchell), et va permettre le transport
de protons dans l'espace intermembranaire. Le lexmY ou ATP synthase va permettre le
retour des protons dans la matrice. Ce gradiemirat®ns assure le fonctionnement de I'ATP

synthase, permettant ainsi la phosphorylation ABP.

[1I-2-4. b) Le complexe V ou FOF1ATPase

Comme évoqué précédemment, ce cinquiéme et derdenplexe, encore appelé
FOF1ATPase ou ATP synthase, de la membrane intanoehondriale, permet d'utiliser la
force protomotriceAp générée par le systeme de transport des électpouns, synthétiser
I'ATP & partir d'’ADP, du phosphate inorganique et (Boyer, 1997; Borsch et Duncan,
2013). Sa structure est particulierement complekeHRigure 15), et peut étre subdivisé en
trois sous-complexes fonctionnellement distinasddmaine E le domaine Fintrinseque a
la membrane interne; et enfin deux antennes concest la centrale et la périphérique, qui

permettent de connecter les deux principaux doradorectionnels.
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Matrix

ATP F,
ADP + P,
Peripheral stalk
stator rotor
Central stalk F

k i
Intermembrane space H

Figure 15. Structure schématique de la FOF1 ATPasBEscherichia coli (Adapté de
Weber, 2010).

Le domaine F1 est situé du cété matriciel. Cettigpaomprend les sous-unités catalytiques
de I'enzyme ainsi que le pied central de I'enzyme cpnstitue une partie du rotor. Le
domaine F1 est composé des sous-unitefs, v1, 01, €1 (les chiffres en indice indiquant la
stoechiométrie de I'association).

Le domaine FO permet d'ancrer solidement le conepleans la membrane interne
mitochondriale. Il fait office de canal a protoqmur permettre leur passage a travers la
membrane interne. La partie FO est composée des-wsoigs %, 61, 81, 4, hp, o,
OSCR,fi,i1/j1 (les chiffres en indice indiquant la stcechiométhéel'association). Les sous-
unités ¢ sont formées de 2 hélices transmembrana&itéa sous-unité a forme 2 demi-canaux
a protons permettant le transfert de ces derniefgspbace intermembranaire vers la matrice.

Les parties mobiles du complexe protéiqgue compitetampartie F1 et l'antenne centrale
constitue le rotor de I'enzyme tandis que les @arimmobiles comprenant la partie FO et
I'antenne périphérique se regroupent sous la dématiomn de stator.
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Régulation de I'ATP synthase

L'expressionde I'ATP synthase est régulée au nitreascriptionnel ou post-transcriptionnel,
et sa stabilité a la membrane fait intervenir lestgines impliquées dans I'assemblage du
complexe; mais des modalités plus fines permettenéguler son activité en « temps réel »,
de facon dynamique. Ces modalités impliquent notammle gradient de &3 des
modifications post-translationelles, ainsi qu’unteraction directe avec différents partenaires
protéigues (Schwerzmann & Pedersen, 1986; Kagawhi&, 1990; Longt al, 2015).

La premiere modalité de régulation de 'ATP synth@pose sur I'activation de son inhibiteur
physiologique IF1 Ifhibitory Factor 1. Cependant, cette partie ne sera pas développée i
puisqu’elle fera I'objet d’'un chapitre complet &fila de cette synthese bibliographique.

Enfin, il a été montré que certaines protéinesragfissent directement avec une ou plusieurs
sous-unités du complexe V pour réguler son activioéis allons ici en donner un apercu non

exhaustif.

Un pool mitochondrial de la protéine p53, présela fois dans I'espace intermembranaire et
dans la matrice, semble interagir avec la FOF1A&Rds de promouvoir I'assemblage du

complexe (Bergeauet al, 2013).

Un rble pour le RAh dans la régulation du complékea été identifie. En effet, celui-ci
interagirait avec la sous-unité AT&#b de I'ATPase dans les cellules Hepa C12. Cette
interaction est perdue en présence de TCDD, e éstigine d'une hyperpolarisation de la
membrane mitochondriale. Ainsi, une fraction de Rgehtrouverait a la mitochondrie et
permettrait de finement réguler l'activité de lamge, sa perte entrainant d'importants

dysfonctionnements (Tappendetal, 2011).

Bcl-x. serait également un régulateur majeur de la FOPB&E, notamment dans les
neurones. |l interagirait en particulier avec das-unité de la FOFLATPase pour améliorer
le rendement de OXPHOS, en limitant les fuites detgms dans le but d'augmenter

l'efficacité de la transmission synaptique (Alavéral, 2011).

L'interaction de la PKGr (Protein Kinase @) avec I'ATPase a également été décrite au
niveau rénal. Les bénéfices de cette interactiombgant multiples : 1) la PKG-stabiliserait
la sous-unitg, préservant son expression en situation de st2@ssjgmenterait le rendement

de la phosphorylation oxydative en interagissargcales sous-unités, p et y; 3) elle
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préserverait I'activité de ’ATPase ainsi que lentamu en ATP des tubules rénaux proximaux

apres une phase d’hypoxie (Nowak & Bkajsova, 2015)

Réles de I'ATP synthase

Parallelement a la synthése d'ATP précédemmentdébolATP synthase exerce également
d'autres fonctions essentielles dans le maintiefihdenéostasie mitochondriale (cf. Figure
16).

En premier lieu, cette enzyme va jouer un réle rggdedans le maintien du potentiel de
membrane mitochondriad¥,,. Cette fonction repose sur la réversibilité detikété de ce
complexe protéique rotatif. Ainsi, le sens de fotatdu complexe va permettre soit la
synthese, soit I'hydrolyse de I'ATP, afin de maiitée gradient de protons (Appleley al,
1999). Cette fonction apparait essentielle puisgd&la du maintien de [lintégrité
mitochondriale, leA¥, va réguler la machinerie d'importation protéiqué@onhondriale
(Bakeret al, 2007). La FOF1ATPase intervient également damédulation de la dynamique
et de l'organisation du réseau mitochondrial, emutemt notamment la morphologie des
crétes. Cette fonction permettrait notamment dteidfmrganite en fonction des conditions
physiologiques et de la demande énergétique, emulamad'organisation supramoléculaire de
la chaine respiratoire (Girawd al, 2002; Paumardt al, 2002; Daviest al, 2011; Jimenez
et al, 2014).

Enfin, la dimérisation de ce complexe serait égal@mmpliguée dans la formation et
'ouverture du PTP, jouant notamment un role prdpaant dans le contréle de la libération
du cytochrome c au cours de I'apoptose ( Xiengl, 2014; Longet al, 2015; Bernardet al,
2015).

ATP synthase ﬂ Dimerization ] 4 Mitocfl:ir;?::rial ’ Mlt:::;;lodnﬂal
Permeability transition pore (mPTP)

Figure 16.Principales contributions de I'ATP synthase a la foction mitochondriale
(D'aprés Longet al, 2015).
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[1I-2-4. c) Le potentiel de membrane mitochondrial

La force protomotrice totaldap dépend de deux composantes distinctes: 1) unegtad
électrique, a savoir le potentiel de membrane rhiadrial, A¥,; et 2) un gradient chimique
de pH mitochondrialApHn. La part respective de chacun de ces deux prozessis la force
protomotrice est modélisée par I'équation suivand@°C:Ap (mV) =A¥, - 60 ApHn,. Cette
force protomotrice est généralement comprise etfeet 200 mV, et IAY,, est le facteur
qui y contribue le plus largement, en moyenne achawde 85% (Perrgt al, 2011; Santo-
Domingo & Demaurex, 2012).

Le AW, est donc le résultat d'un équilibre complexe duigmt électrochimique, résultant de
I'équilibre entre deux systemes de transport fonagllement et structurellement intégrés: les
pompes a protons situées le long de la chaineadsgort des électrons et le complexe de la

FOF1-ATPase, qui va permettre le retour de ce®opsatians la matrice.

La valeur de la force protomotricep va ainsi étre au premier plan dans la régulation du
métabolisme mitochondrial, fournissant et réguldinement I'énergie nécessaire a la
production d'ATP. Ceci détermine ainsi le statugr§atique de I'organite, d'ou un réleAfe
dans I'hnoméostasie ionique cellulaire, ou encons disusceptibilité de la cellule vis-a-vis de
la mort cellulaire. La composant&¥,, va quant a elle plus spécifiguement moduler la
capacité de séquestration calcique de l'organdeproduction d'especes réactives de
l'oxygene, influencant fortement le devenir dedute$ (Kadenbaclet al, 2003; Duchen,
2004). En situation de stress,vivo, l'augmentation daW¥, serait due a une augmentation
de la concentration calcique, et a la déphosphiioplade la cytochrome c oxydase
(Kadenbach, 2003). A l'inverse, la dépolarisatieras le fruit d'une augmentation du pool
d'AMPc et de la phosphorylation de la cytochronoxydase (Leet al, 2001; Kadenbacht

al., 2003).

La perméabilisation de la membrane externe deschotwdries (MOMP) se modélise en
termes de\¥,, par une dépolarisation, et est considérée commmmint de non retour dans
I'exécution de la cascade apoptotique, permettatmmment la libération de facteurs pro-
apoptotique comme le cytochrome c (Rietal, 2003; Chipulet al, 2006; Owet al, 2008).

Le maintien du potentiel de membrane mitochondriété décrit pour ralentir I'exécution de
la mort cellulaire (Shimizwet al, 1996). L'hyperpolarisation transitoire de la meante
mitochondriale constituerait quant a elle un paiatcontrdle dans I'exécution de la cascade
apoptotique (Peret al, 2004). Cependant, cette hyperpolarisation ededgmt associée a la
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reprogrammation métabolique identifiee dans lesewnn (Hockenbery 2010), et serait
intimement liée aux capacités de prolifératiodesurvie des cellules cancéreuses (Heaxtrdt
al., 2006). Cette hyperpolarisation de la membranecahdndriale trouverait principalement
son origine dans la diminution de Il'activité desnptexes OXPHOS (Forkinkt al, 2014),

mais pourrait également étre liee a des altératides mécanismes de fusion/fission

mitochondriale qui régulent la dynamique mitochadalér(Pichet al, 2005).

Une telle hyperpolarisation de la membrane mitodniafe a été retrouvée sous l'effet de
contaminants environnementaux dont le B[a]P dandigla¢e F258 (Hucet al, 2003;
Hardonniéreet al, 2015), mais aussi en réponse au bisphénol Alddiggnée HepG2 (Huet
al., 2012). Cependant, cet impact sur le métabolisitechrondrial, et en particulier le réle de
cette hyperpolarisation de la membrane mitocholerdans les effets de contaminants
environnementaux reste a définir. Ces mécanismaggent notamment prendre part aux
effets cancérogénes de ces molécules, en favonmanexemple un métabolisme de type
glycolyse aérobie.

[11-2-5. Métabolisme aérobieversusmétabolisme anaérobie

Dans une cellule normale différenciée, c'est lasgmée d'oxygene, l'accepteur final
d'électrons au niveau de la chaine respiratoire vguonditionner la prise en charge des
métabolites (acétyl-CoA, pyruvate) et des équivaleaduits (NAD(P)H, FADK) produits
par ces difféerentes voies métaboliques.

En condition aérobie, les cellules normales vontatndiser le glucose en pyruvate dans le
cytosol via la glycolyse. Par la suite, ce pyruvate va prdéfielement rejoindre la
mitochondrie ou il va étre intégralement oxydé eoxyde de carbone. Le métabolisme
repose alors en grande partie sur la conversioobeedu pyruvate en acétyl-CoA par la
pyruvate déshydrogénase (PDH). L'acétyl-CoA va iemssladditionner sur |'oxaloacétate
pour former le citrate et ainsi alimenter le cydés acides tricarboxyliques (TCA) ou cycle de
Krebs, étape ultime du catabolisme. Ce cycle cofmmies huit étapes, va générer deux
molécules de Cg une molécule de GTP, ainsi que des coenzymegseNMADH et FADH..
Ces derniers seront ensuite respectivement réoxadésveau de la chaine respiratoire en
NAD™ et FAD. Le bilan de I'oxydation compléte du pyrevaar le cycle de Krebs va alors
étre le suivantAcétyl-CoA + 3NAD" + FAD + GDP + R + 2H,0 — 2CO, + HSCoA +
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3NADH + 2H" + FADH, + GTP. Les électrons enlevés au glucose et transférés au
coenzymes réduits au cours du processus d'oxydatmri finalement rejoindre la chaine
respiratoire mitochondriale jusqu'a la réduction'@e en HO. Le gradient de protons alors
géneéré va permettre la synthese d'ATP. Le bilamgétigue de l'oxydation complete d'une
molécule de glucose suite a sa prise en chargestelle par la glycolyse, le cycle de Krebs
et 'OXPHOS est de 38 molécules d'ATP. La plus dgapartie des besoins énergétiques de
l'organisme sont ainsi couverts par la phosphdopiabxydative. On estime que la quantité
moyenne journaliere d'ATP produite chez 'hommededt5 kg, et peut étre considérablement

plus élevée en cas d'activité intense (Berridg@DR0

En revanche, en condition anaérobie, la glycolgsdevenir la source principale d'énergie, et
la part du pyruvate distribuée a la mitochondrie étee alors réduite. La quantité d'O
disponible détermine fortement le métabolisme nhibmirial: I'accepteur final étant limitant,
la chaine respiratoire va étre dans l'incapacitéédénérer le pool de coenzymes. Du fait de
I'intégration fonctionnelle du cycle de Krebs etlaghosphorylation oxydative, la capacité a
prendre en charge le pyruvate issu de la glycolgsdonc étre directement proportionnelle a
la concentration d'oxygene dans le tissu. En lladese'Q, le rendement de la glycolyse va

donc chuter a seulement deux ATP par molécule uge métabolisée.
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Chapitre IV: Le métabolisme énergétique des cellukecancéreuses

Comme nous l'avons vu précédemment, le processusamegrisation est un phénomeéne
complexe conduisant a de nombreux remaniementshdméostasie cellulaire. Parmi ces
modifications, s'opere un profond remodelage duabwdisme énergétique, en lien avec
l'acquisition des nouvelles propriétés biologiqudses cellules cancéreuses, décrites
préalablement dans le paragraphe II-3.

IV-1. L'effet Crabtree

Dés 1929, Herbert G Crabtree avait observé queidpodibilité en glucose affectait
differemment les cellules normales et les cellul@morales. Alors qu'une quantité plus
importante de ce substrat n'avait pas ou tres [efietdsur le comportement métabolique des
premiéres, se traduisant éventuellement par usditre élévation du niveau d@onsommeé,
cela avait pour effet de significativement rédulee consommation d*©des secondes
(Crabtree, 1929; Diaz-Ruiet al, 2009). Cette plasticité métabolique semble foeteim
avantager les cellules cancéreusesvivo, leur permettant de nombreux ajustements
métaboliques afin de faire face a la grande hé&méitgé de conditions retrouvées dans les
excroissances malignes solides (Diaz-Reiz al, 2011). Ainsi, cette grande plasticité
meétabolique se traduirait par une plus grande dpax adapter structurellement et
fonctionnellement la machinerie énergétique en tioncdes substrats (Rossignet al,

2004).

Cet effet modélise particulierement bien l'addictiau glucose des cellules tumorales, et
légitiment, de fait, la reprogrammation métabolig@pérant au cours de la transformation
des cellules dans de nombreux cancers. Cette m@pnogation est plus connue sous le nom
d'effet Warburg.

IV-2. L'effet Warburg

En aérobiose, le pyruvate est converti en acétyl-€&oen ATP. Cet ATP produit va pouvoir,
par rétroaction, reguler l'activité de la PFK, ¢btant ainsi l'intensité du flux glycolytique.

Cette modalité de contréle du pool dAWR la glycolyse a été qualifiee d'effet Pasteur
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(Malthiery & Savagner, 2006). Néanmoins, celle-eviént obsoléte en I'absence d'oxygéne
puisque la production d'ATP du compartiment mitoadreal chute drastiquement.
Consécutivement, le métabolisme glycolytique disifiie graduellement. De plus, faute de
voie oxydative, le NAD+ nécessaire a la glycoly&siplus régénéré au niveau du complexe
I, mais provient des lors de la réduction du pyteven lactate (couplée a l'oxydation du
NADH en NAD"), et conduit & un emballement du cycle glycolyigGette voie permet donc
a la cellule d'ajuster immédiatement son métabaissnr un mode glycolytique sans

remodelage métabolique profond.

Contrairement a l'effet Pasteur, régissant |'adimptammédiate du métabolisme énergétique
des cellules et n'impliquant aucune synthese ppo¢e{Payeret al, 2015), I'effet Warburg va
impliquer des changements métaboliques profondggrabigne de besoins énergétiques
particuliers, propres au phénotype cancéreux (divisellulaire, amplification des processus
biosynthétiques etc.). Ainsi, une des évolutiongeoras des cellules cancéreuses est liée a
une reprogrammation de leur métabolisme énergétijueméme titre que les cellules non
transformeées, les cellules cancéreuses ont besopratiuire de I'énergie pour assurer leur
survie. Toutefois, elles doivent également asdareynthése de biomolécules pour permettre
leur croissance et leur division, et ainsi réporalig capacités de prolifération soutenues du
tissu néoplasique. De nombreuses modifications Eéemétabolisme vont donc apparaitre au
cours de leur transformation. En particulier, €edtion métabolique la plus frequemment
identifiée dans les cellules tumorales se caraetgrar une plus grande entrée de glucose dans
le cytosol, associée a une consommation plus iraptatde ce substrat et a une production
accrue de lactate (Moreno-Sancletzal, 2009). C'est d'ailleurs sur ce principe qu'estba
l'outil diagnostique de détection des tumeurs danganisme, par une technique d'imagerie
meédicale fonctionnelle. La tomographie par émissierpositons ou TEP permet ainsi, apres
injection d'un traceur comme EPF-FDG (fluorodeoxyglucose marqué avec un isotope
radioactif du fluor), de mesurer en 3D l'activitétabolique au sein des tissus. Les zones les
plus avides en glucose, et donc potentiellemenbtates, vont donc présenter une plus forte
concentration de cet analogue du glucose, ce qtradeit par un signal plus important en
imagerie (Lewiset al, 2015). Par ailleurs, un flux glycolytique élevépez-Rioset al,
2007), ou une forte concentration de lactate dasstimeurs (Leet al, 2009), sont en
général un facteur de mauvais pronostic. Ainsi,trea@ment aux cellules normales, la
plupart des cellules cancéreuses présentent unbatiétae de type glycolytique, et ce,

indépendamment de la présence d'oxygene. Ce phéromété identifié pour la premiéere
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fois parle physiologiste allemanOtto Henrich Warburg dans les années 1s, suite a
I'observation d'une accumulation importante de atactdans le milu extracellulaire
(Warburg, 192Y. En outre, cette découverte le cond plus tarda formuler I'nypothése d'L
dysfonctionnement mitochondl comme origine du cancer (Warburg, 1956). On rete
ainsi cette reprogrammationétabolique sous les dénominas suivantes: "effet Warbur¢
ou encoré'glycolyse aérobie". Depuis, le métabolisme énéggétde tres nombreux mode
cellulaires présentant un fort potentiel proliféfrea pu étre caractéric A I'évidence, la
majorité d'entre eux ne présentent pas de dystomaiment de leur machinerie ydative
(Moreno-Sanchez2009). Il s'agit donc d'altérations réversik Paradoxaleme et malgré un
besoin énergétique accmar rapport aux cellules normales du fait de lerolif@ration
soutenue, les cellules cancéreuses vont donc gmieil la glyclyse aérobie, une vo
meétabolique présentant un faible rendement du piEintue de la synthése en ATP. Dans
conditions, on peut donc se questionner sur lestagas d'un métabolisme reposant pre:
exclusivement sur la glycolysCependant, bien que le rendememtATPde la glycolyse soit
faible, l'augmentatiomlu flux glycolytique est tle que la quantité d'ATP produite par ce
voie peut dépasser celle habituellement constaiégue la phosphorylation oxydatiest
prépondérante (Guppst al, 1997, Pfeiffer et al, 2001). La prépondérance de cette \
métaboliqgue permet aussi aux cellules cancéreusegédérer de nombreux intermédial
métaboliqguesnécessaires aux biosynthe, et ce, afin danaintenir un état de prolifératic
chronique. A ce propede glucose est le nutriment le plus abondanteau de I'organism
Par ailleurs,e maintien d'un métabolisme presque exclusivemgoblytique, en concourai
a la mise en place d'umicroenvironnement tumol acide et appauvri en,, va largement

contribuer au développement de la malignité ddslesltransformé«¢ (Figure 17)

Genetic alterations Tumour microenvironment

(affecting p53, MYC, (hypoxia, pH, nutrients
AMPK, PI3K and HIF1) and autophagy)
l < Abnormal ]

| metabolic
b __phenotype__ -

AT

I Bioenergetics Biosynthesis ‘ Redox |

Figure 17.De nombreux facteurs contribuent a la régulation dyohénotype métabolique
des cellules cancéreuseD'apres Cairnset al, 2011)
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IV-3. Origine et basesmoléculaires de I'effet Warburg

La reprogrammation métabolic de la phosphorylation oxydative vers la glycolysé @n
mécanisme complexe. Ainsicelle-ci est la résultante de nombreuses modificat
moléculaires s'opérant au cours de la tramation des cellules cancéreuses. Cette der
estliée a l'activation d'oncogénes ou a l'intion de suppresseurs de tumi (cf. Figure 18)
(Kroemer & Pouyssgur, 2008 Joseet al, 2011), ce qui va permettaeix cellules de survre,
et méme de proliféremnalgré une quantité limitée de nutrime (Vander Heidenet al,
2009).
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/] HKVDAC
interact.
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—OXPHOS % mTOR CAQ, 12 extrusion
[ defects | 2 NHE1

' ROS dofact POK | Beduced
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SDH h_-‘ﬂ\/ . EASN | ls';.f?':?hesis
| FH ]/ VHL |—1 HIF1 Chok _ inhibited
) CPT1A L I g-oxidation
Oncogenesis Transformation  Metabolic reprogramming

Figure 18.0Origine moléculaire de la reprogrammationmétabolique dans les cellule
cancéreuses (Kroemer & PouysségtL 2008).

Parmi les acteurs moléculaires connus pour récette reprogrammation métabolique d
le cancer, certains, qui constituent des cibles lentifiées du B[a]P. Certains de ceteurs
seront détaillés dans ce qui suit. Une attentioniqudiere sera portée sur le transport
NHE1 dans la partie I\, celu-ci ayant fait I'objet de ce travail de thése.
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IV-3-1. Régulation positive
IV-3-1. a) L'hexokinase Il

Cette enzyme est régulierement fortement exprimaes die cancer; elle posséde la
particularité de catalyser la premiere étape dglyaolyse, catalysant la transformation du
glucose en glucose-6-phosphate. Il a été démomdagrégulation de I'HKII, enzyme clé de
la glycolyse, jouait un réle prépondérant dangjligition du phénotype Warburg. Ainsi, une
augmentation précoce de son expression aussiibientro quin vivo a été reliée aux
premieres phases de la cancérogénése hépatiqus.deacas, la surexpression de I'HKII
coincidait avec l'acquisition d'un phénotype hawteimprolifératif, ainsi qu'avec la
reprogrammation métabolique vers la glycolyse a@érgbuant un rdle déterminant dans la
croissance tumorale et la survie cellulaire (Magteal, 1997; Pederseet al, 2002). L'HKII
interagit directement avec les mitochondries aeaivdu VDAC. Cette interaction limite la
sortie de I'ATP mitochondrial depuis I'espace mi@mbranaire vers le cytosol, mais va
également pouvoir bloquer [|'éxécution de Iapoptos@ limitant significativement
l'interaction des protéines pro-apoptotiques BaBak avec le VDAC. L'HKII apparait donc
comme un puissant régulateur de l'exécution apigpit sous le contrdle de la voie Akt
(Majewski et al, 2004; Gallet al, 2011). L'association mitochondriale de I'HKIIl est
notamment régulée par la voie Akt (Robey & Hay, 20Gtiles, 2009). Ainsi, la
phosphorylation de la thréonine 473 de I'HKII paktAserait un signal d'adressage
mitochondrial de cet enzyme, augmentant signifieatient la quantité d'HKII liee a la
mitochondrie (Robertet al, 2013). La contribution de I'HKII a l'effet Warlgurest donc
double, puisqu'en plus d'assurer la survie paria@aoh sur le VDAC, bloquant ainsi
l'ouverture du PTP, elle va également étre a limgigl'une augmentation importante du flux
glycolytique (Rodriguez-Enriquezt al, 2009; Krasnoet al, 2013).

IV-3-1. b) PI3K/Akt

De nombreux cancers présentent des mutationsigin®rde pertes de fonction de PTEN
(Phosphatase and TENsin homglogu au contraire de gains de fonction de la PI3K.
L'hyperactivation de la voie PI3K/Akt dans les twre est connue de longue date pour
amplifier I'expression des enzymes de la glycolj|dstromet al, 2004). Cependant, cette
hyperactivation serait également impliquée dangsélgulation de certains effecteurs de

Page 77 sur 328



OXPHOS (Gocet al, 2012; Liet al, 2013). La voie PI3K est connue pour réguler aeet
isoformes de transporteurs du glucose dont GLUTidgeentant ainsi I'entrée de glucose dans
les cellules, et stimulant I'activité de la PFK (Berardiniset al, 2007). Au niveau hépatique,

il a par ailleurs été démontné vitro dans des lignées humaines de CHGnativo chez la
souris, que l'induction de la PKMPyruvate Kinase subtype Mpar cette voie jouerait un
réle de premier ordre dans la reprogrammation nofitale des cellules hépatiques au cours
de la cancérogénese (Nemazaaygl, 2013).

IV-3-1. ¢) c-myc

Le facteur de transcription c-myc est apparu commecontributeur majeur de l'effet
Warburg. La surexpression de l'oncoprotéine c-mga &ffet été montré comme régulant le
métabolisme glycolytique, stimulant a la fois Iiéetdu glucose et la glycolyse (Ostletigl,
2000); cette stimulation serait par ailleurs éawient liée a la division cellulaire (Ostheis
al., 2000; Yeunget al, 2008; Dang, 2013). C-myc serait également imgliglans la
régulation du catabolisme de la glutamine (Dand,020Paradoxalement a sa contribution
dans l'effet Warburg, cet oncogene interviendragsa dans la biogenése mitochondriale
(Morrish & Hockenbery, 2014).

IV-3-1 d) HIF1la

En condition hypoxique, la déshydroxylation d'HiFHypoxia-Inductible Factor 1-alpha

va le stabiliser en bloquant sa prise en chargd'lparubiquitine ligase VHL (Von Hippel-
Lindau). L'isoformea va alors pouvoir se dimériser avec lisoforfieconstitutivement
exprimée. Le dimeéere HIF1 ainsi formé va régulernombre tres important de genes du
métabolisme énergétique en se fixant sur les mdiE (Hypoxia Response Element) de leur
promoteur (Tennangt al, 2009). Ainsi, HIF& va généralement activer de nombreux génes
de la glycolyse comme la PFK1, la GAPDH, la PKM2LDHA ou encore I'HKII; de facon
concomitante, ce facteur de transcription va ireldr répression de certaines enzymes du
cycle de Krebs (PDK1 et GLS2) (Kimet al, 2006; Gameiroet al, 2013) et de la
phosphorylation oxydative (Hervouet al, 2008).
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IV-3-1. e) K-ras

La transformation des cellules associée a I'onaa¢eras en condition aérobie, semble plutot
reposer sur la voie des pentoses phosphate efaleotiame de la glutamine pour alimenter le
TCA, que sur une reprogrammation trées marquée laessule glycolyse (Weindbegg al,
2010). De plus, il est apparu que l'intégrité duabélisme mitochondrial devait étre préserve
pour induire la cancérogénese mediée par Khnasivo (Weindberget al, 2010), une
augmentation du métabolisme mitochondrial sousplilsion de cet oncogene ayant méme
été rapporté (Telangt al, 2007).

IV-3-2. Régulation négative

IV-3-2. a) p53

La protéine p53 joue un rdle important dans la l&gn du métabolisme énergétique,
modulant a la fois la glycolyse et TOXPHOS (Vousd@eRyan, 2009).

En l'absence de mutation, I'augmentation de p58reirg généralement une diminution de la
glycolyse, ainsi que de I'expression des transpet&LUT 1 et 4, participant ainsi au réle
suppresseur de tumeurs de p53. Cependant, lesionstau les pertes de fonctions de cette
protéine retrouvées dans le cancer, conduisentesou la perte de ce réle régulateur,
favorisant ainsi la glycolyse. Un tel effet inhdair du point de vue de la glycolyse pourrait
étre d0 a l'inhibition de la voie PI3K/Akt par laopéine PTEN, positivement régulée par p53
(Cairnset al, 2011). L'inhibition de la voie N&B par p53 contriburait également a cette
régulation négative. Une activation de cette deenidie, en lien avec une augmentation du
flux glycolytique et de la prolifération cellulailen I'absence de contrble par p53, a déja été
décrite (Kawauchet al, 2008). La perte de fonction de p53 est égaleradirigine d'une
tres forte diminution de la protéine TIGARTR53-Induced Glycolysis and Apoptosis
Regulatoy. Or TIGAR est une protéine qui est connue poprinéer la glycolyse au niveau
de la PFK2/FBPase-26{PhosphoFructo-2-Kinase/Fructose-2,6-BiphosPhatas¢ ce, au
profit de la voie des pentoses phosphates afirédérgr du NADPH. La perte de TIGAR va
donc se traduire par une forte induction de la glyge (Bensaact al, 2006; Green &
Chipuk, 2006).

Parallelement a ses effets répresseurs sur lalgbgda protéine p53 sauvage est connue
pour positivement réguler certains composants di@3®, en induisant notamment
I'expression de SCOZynthesis of Cytochrome ¢ Oxidase 2assembly pyqtdatobaet al,
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2006), protéine impliquée dans la biogenese etefablage du complexe IV de la chaine

respiratoire (Yangt al, 2010).

IV-3-2 b) L'AMPK

L'AMPK (5'-AMP-activated protein Kina3esemble réguler négativement I'effet Warburg. De
ce fait, linactivation de I'AMPK contribue fortement a la mise en place d'une
reprogrammation métabolique vers la glycolyse aér@auberet al, 2013). Cette inhibition
de la voie AMPK au cours de la reprogrammation bwique dans le cancer serait
principalement médiée par I'activation de la voigkP Cette inactivation de I'AMPK via la
PI3K serait a l'origine de la répression de l'egpien des principaux régulateurs
transcriptionnels du métabolisme; cette répregsamserait notamment par une diminution de
la phosphorylation, par I'AMPK, de PGG-XPeroxisome proliferator-activated receptor
gama coactivator 1-alphasur ses thréonine 177 et sérine 538 par 'AMPHKriginalité de
cette étude résulte dans le fait que la reprograiomaers la glycolyse n'est pas la résultante
d'une régulation positive directe de I'expressibdesl'activité des enzymes de la glycolyse,
mais repose au contraire sur l'inhibition activel'A4#PK, conduisant a une diminution de
I'expression des genes du TCA et d'OXPHOS, a itwigde dysfonctionnements
mitochondriaux (Antico Arciutet al, 2013). La perte de l'activité de 'AMPK a été ebvge
dans plusieurs types de tumeurs, et joue un rohs ¢eur reprogrammation métabolique,
favorisant ainsi la croissance et la prolifératidtaradoxalement, I'activation de la voie
AMPK pourrait également faciliter le développemanhoral en conférant une plus grande

plasticité métabolique aux cellules cancéreusesteation de stress (Faubettal, 2015).

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

Les sirtuines sont une famille d'enzymes utilidantoenzyme NAD. Elles sont notamment
impliquées dans la régulation du métabolisme énienge I'adaptabilité au stress ainsi que
dans la longévité et le vieilissement cellulaistte derniere caractéristique ayant été
démontrée chez plusieurs organismes modéles coranevilire, le ver et la drosophile
(Haigis & Sinclair, 2010; Chalkiadaki & GuarenteQ15). Ces enzymes ont d'abord été
classifites comme des histones désacétylases deecld mais possédent en réalité de

nombreuses autres activités biologiques: ADP-rilzd®yn, désuccinylation, démalonylation,
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dépropionylation ou encore débutyrylation (Zwaansdnbard, 2014). Leur expression est
ubiquitaire mais elles sont plus fortement exprisndans les tissus métaboliquement actifs
comme le cerveau, le coeur, les muscles ou eneof@d, et agissent comme de véritables
senseurs métaboliques au sein de la matrice miolctade (gonzalez Herrera, 2015). Leur
activité revét un caractere essentiel dans le bonctibnnement du métabolisme
mitochondrial, permettant d'orchestrer les réastionétaboliques en fonction du statut
énergétique ainsi que de I'état rédox des cellikegles modifications post-translationelles
(Cantéet al, 2009; Wuet al, 2014). A ce jour, comme illustré sur la figure Midhibition de
trois isoformes, la 3, la 4 et la 6, sont connuesrpgouer un réle dans la reprogrammation
métaboliqgue des tumeurs (Schumacker, 2011; Finlepaggis, 2012; Guarente, 2014), et
constitueraient des cibles privilégiées pour caraner la mise en place d'un phénotype de
type Warburg dans les cellules cancéreuses, epagggasotamment de restaurer leur fonction.
Elles permettraient, entre autres, de contrebatate® effets de HIFA et de c-myc
(Guarente, 2014).
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Figure 19. Implication des sirtuines dans I'effet Vdrburg (Guarente, 2014).
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Ainsi, chaque voie de signalisation pourrait pronwudes modifications métaboliques qui
lui sont propres, en fonction du contexte cell@didanget al, 2013; Maya-Mendosat al,
2015; Mikawaet al, 2015). Par ailleurs, la caractérisation métalitumorale est d'autant
plus difficile a réaliser que souvent, de nombreusses de signalisation sont simultanément
dérégulées. La contribution respective de chacwsed@ncogenes est récapitulée sur la figure

20 ci-dessous.
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Figure 20. Régulation du métabolisme énergétique da les cellules cancéreuses par les
principaux oncogenes (Soga, 2013).

IV-4. Implication de NHEL1 dans la reprogrammationmétabolique et la survie des
cellules cancéreuses

Parmi les régulateurs clés du pH intracellulaire, m@trouve les systémes d'échange
sodium/proton. L'isoforme 1 de I'échangeur’a (NHE1) fait partie d'une famille de
protéines transmembranaires dont la fonction biglog principale est la régulation du pH
intracellulaire (pk). Son activité permet I'échange électroneutre dation sodium a partir du
compartiment extracellulaire contre un proton despace intracellulaire. NHE1, dont
I'expression est ubiquitaire, est localisée auauvdes membranes plasmiques, et comprend

douze hélices transmembranaires, ainsi que desidesndl- et C-terminaux cytosoliques.
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L'extrémité N-terminale ainsi que les douze hélitaesmembranaires sont impliquées dans
le transport des ions, tandis que son extrémitér@ihale constitue une véritable plateforme
de signalisation protéique, impliguée notamment sdda régulation de I'échangeur
(Wakabayashet al, 1995; Lee et al., 2013).

Le pH constitue l'une des variables physiologigless plus importantes, influencant de
nombreux processus cellulaires comme la prolif@natellulaire, I'activité des facteurs de
croissance, la sécrétion de protéases, la motilaied, I'activité enzymatique, le potentiel de
membrane cellulaire, I'activité mitochondriale vidume des cellules, la synthese d'’ADN ou
la différenciation. Cependant, les flux de protagtsleurs systemes de régulation sont
également fréquemment dérégulés dans le canceeseatgulations de I'homéostasie dy pH
constituent un évenement précoce contribuant éatesformation cellulaire (Reshket al,
2000; Alfarouket al, 2014). En effet, les cellules cancéreuses somdcteisées par une
inversion du gradient de pH. Dans les cellules @mbes) le pH oscille généralement entre
6,99 et 7,05 avec un pH extracellulaire {pebmpris entre 7,0 et 7,4. En revanche, le pH du
microenvironnement tumoral (RHest généralement acide, compris entre 6,2 ettér@lis
gue le pH intracellulaire (pHa tendance a devenir legerement alcalin, enttg &{ 7,7
(Reshkinet al, 2014). Une augmentation de I'expression et/ollagévité de NHE1 a été
décrite dans de nombreux modéles de cellules caumes et participe a ce changement de
gradient de pH (Sharmat al, 2015). De plus, l'alcalinisation cytosolique fésut de
l'activation de NHE1 au cours de la transformati@oplasique jouerait notamment un role
dans le développement tumoral en favorisant I'&ffatburg (Figure 21). Il faut souligner ici
gu'une alcalinisation du cytosol liée a l'activatile NHE1 a déja été mise en évidence en
réponse au B[a]P dans des cellules hépatiques @Hwat, 2004; Holmeet al, 2007), et
pourrait contribuer a I'acquisition des différethiallmarks” du cancer, en premier lieu l'effet
Warburg. Cependant, ceci restait a déterminer, dacas des HAP en général et du B[a]P, en

particulier.
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Figure 21. Réle du pH dans le développement tumoran lien avec la reprogrammation
métabolique (Reshkinet al, 2014).

IV-4-1. Role de NHEL dans la survie et la migration

Au-dela de son réle physiologique dans la régutatio pH intracellulaire, visant & protéger
les cellules d'une acidification intracellulairelHE1 contribue également a la transformation
maligne des cellules cancéreuses (Gatenby & Gil#868). La transformation des cellules
sous limpulsion de différents oncogenes, a eniqodidr eté reliée a une alcalinisation
intracellulaire résultant de l'activation de NHEReghkinet al, 2000). Par ailleurs, cette
activation de NHEL1 lors de la transformation calitd va de pair avec une augmentation de la
prolifération cellulairein vitro, ainsi qu'une stimulation de la croissance tuneomalvivo
(Reshkinet al, 2000). Cet effet serait a relier a une régulatlarcycle cellulaire par NHE1,
stimulant la transition G2/M (Putney & Barber, 2D0Ba capacité de NHE1 a promouvoir la
survie passerait par deux voies de signalisatidlulaee distinctes. Ainsi, l'activation de
NHEL1 conduirait d'une part a I'activation de laevde survie Akt (Wt al, 2004; Schelling

& Abu Jawdeh, 2008), mais pourrait également résulte I'activation de la voie ERK
(Mukhin et al, 2004; Pedersest al, 2007).
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NHEL1 participe également a la migration cellulaisa capacité a promouvoir l'acidité du
milieu extracellulaire a en effet été reliée a émhdation de la matrice extracellulaire et au
potentiel migratoire des cellules (Stock & Schw&B09). NHE1 jouerait un role dans
l'organisation du cytosquelette, en lien étroitcalserégulation de la forme et du mouvement
des cellules. Cette fonction reposerait en pargcudur sa capacité a interagir avec des
protéines ERM Ezrin, Radixin et Moes)nde liaison a l'actine dans la matrice cellulaire
(Denkeret al, 2000), et pourrait par ce biais jouer un réle sdémn formation des points
d'adhésion focaux, régissant ainsi le profil d'aihre cellulaire (Denker & Barber, 2002;
Ludwig et al, 2013). Chiang et collaborateurs (2008) ont idéntjue NHE1 pouvait, par ce
mécanisme, participer a la migration et a l'inviéitumorale. Ce role de NHE1 dans la
migration serait notamment régulé par 'EGF (Epigh&rowth Factor) (Chiangt al, 2008).
L'action de NHEL1 sur l'invasion tumorale reposegégidlement sur la régulation de certaines
MMP (Matrix MetalloProteasg (Lin et al, 2011, 2012). Enfin, il apparait que le role de
NHEL1 au niveau des invadopodes au cours de la timgnaécessiterait une production d'ATP
glycolytiqgue (Nguyeret al, 2000), localisée au sein méme de ces structanes lés cellules

cancéreuses (Attanasdal, 2011).

IV-4-2. Lien entre NHEL1 et reprogrammation métabolgue dans le cancer

Peak et collaborateurs avaient déterminé que lewsilstqui favorisaient une alcalinisation
intracellulaire activaient dans le méme temps latl®se de glycogene et la glycolyse dans
des cultures d'hépatocytes de eatvivo(Peaket al, 1992). Dés le début des années 2000,
Reshkin et ses collaborateurs ont montré que limisation consécutive a l'activation de
NHE1 dans les cellules embryonnaires fibroblassqie souris NIH3T3, stimulait fortement
le métabolisme glycolytique. Cependant, linhibitiaifférentielle de NHE1l ou de la
glycolyse, respectivement avec le DMA (5-N,N-dimgdimiloride) ou avec le 2-DG (2-
déoxyglucose) dans la lignée de kératinocytes husndPKIA, leur avait permis de
démontrer que l'augmentation de la prolifératioaitéindépendante du shift glycolytique
observé (Reshkiet al, 2000). Plus tard, une étude transcriptomiquevélééque I'activité de
I'échangeur NHEL serait capable de réguler I'esmrsde trées nombreux genes, dont des
genes du métabolisme énergétique. En effet, dantigeées stables LAPE déficientes en
NHE1, environ 10% des geéenes différentiellement k&guétaient directement liés au
meétabolisme énergétique (Putney & Barber, 2004)idreentre NHE1 et métabolisme serait

tres étroit puisque l'activation de NHE1 semblenpwavoir la glycolyse et la prépondérance
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d'un métabolisme de type glycolytique participeretour a une stimulation de NHE1 via la
production de protons. Cependant, il faut souligoieque plusieurs transporteurs et protéines
impliqués dans la régulation du plde trouvent activés dans les cellules cancéreuses

permettant de contrecarrer cette acidification indltque (Reshkiret al, 2014).

L'alcalinisation intracellulaire notamment liée &R, va permettre entre autres de réguler
l'activité de nombreuses enzymes de la glycolygepDs, comme illustré dans la figure 22,
le fonctionnement de nombreux processus mitochauxrsont dépendants du pH; ainsi au
moins dix transporteurs régulant l'activité métahe des mitochondries requiérent une
régulation trés fine du gradient de ldntre la mitochondrie et le cytosol (Reshkinal,
2014). Par ailleurs, les modifications métaboliqe&pérant des les cellules cancéreuses
participeraient également a la mise en place duomnvironnement tumoral en perturbant le
maintien de ce gradient (Anderseinal, 2014).

mitochondria
TCA cycle
NADH
H,0 FADH,
acetyl CoA -
NAD*
HY %0, FAD
H* pyr \“
(= ) | : | Q (1 Al 1
u R (C) - J
/J \ v
H*  pyr 2H* 4H* 4H*
H* )
A Y
{ A;_]HJr
cytoplasm

normal cell: resting pH;: 6.9-7.1
transformed and tumour cell: resting pH;: 7.2 to 7.7

Figure 22. Processus mitochondriaux dépendants duagient de pH (Reshkinet al,
2014).PIC : phosphate inorganic carrier; AAC : ADP/ATRrex; AGC : aspartate-glutamate

carrier; GC : glutamate carrier; UCP : uncouplimgtein.
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IV-5. Métabolisme cancéreux oxydatif et coopératiomu sein du microenvironnement
tumoral

Il est important de souligner que toutes les ceHlutancéreuses ne présentent pas un
métabolisme glycolytique, et que plusieurs popafeti métaboliques différentes sont
généralement identifiées au sein d'une méme tun{@ore & Rossignol, 2015; Romest

al., 2015). Ces différentes populations de cellulescéeeuses collaboreraient au sein du
microenvironnement tumoral. Ainsi, d' un point des\purement énergétique, cette symbiose
permettrait notamment au lactate, produit dangzde®s les moins vascularisées du centre de
la tumeur, d'alimenter le TCA des cellules majmétament oxydatives de la périphérie (cf.
Figure 23) (Whitaker-Menezesgt al, 2011). Ce mécanisme favoriserait par ailleurs
l'angiogenese (Payet al, 2015).

Poorly oxygenated Glucose
tumor cell

Mitochondrion

H* Lactate H*

f Low
HIF-1 levels

Blood vessel

Nucleus

pO, Well-oxygenated
turmor cell

Figure 23. Symbiose métabolique au sein du microemgnnement tumoral (Semenza,
2008).
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IV-6. Cross-talk entre reprogrammation métaboliqueet transition épithélio-
mésenchymateuse

En 2013, Sherbakov et ses collaborateurs ont misvielence que le déroulement de I'EMT
protégeait deux lignées mammaires (HBL-100 et MCHers de conditions hypoxiques
(Scherbakovet al, 2013). Par ailleurs, il a été montré que I'EMTduisait une
reprogrammation métaboliqgue dans deux lignées deeca mammaires (MCF-7 et BT-474)
(Kondaveetiet al, 2015). La stimulation de I'EMT semblait promouvlinteraction de la
pyruvate kinase M2 avec le facteur de transcripli@iF2 (TGK-5-induced factor homeobox
2) dans le noyau, bloquant notamment la transcriptie I'E-cadhérine. Ces données
suggerent donc le role d'une protéine clé du mésabe énergétique, a savoir la PKM2, dans
la régulation de la voie de signalisation du T Hlamabeet al, 2014; Giannonkt al,
2015).

Une diminution de I'expression de la CS (citratetisgise) a également été reliée avec une
reprogrammation métabolique de type Warburg darss ligaées cancéreuses (Lét al,
2012). Ainsi, lI'extinction de l'expression de lgatie synthase (CS) a été décrite pour induire
d'importantes modifications morphologiques dan®digs lignées cancéreuses humawies,

un processus d'EMT. Dans ces mémes conditions, T'Ei&e a l'absence de la CS, non
seulement augmentait fortement le potentiel deifpration et de migrationn vitro, mais
accélérait également fortement la malignité (ceoise et migration) des tumetunsvivo chez

la souris (Linet al, 2012). Enfin, le lactate rejeté par les celliigpoxiques peut étre recyclé
par les cellules normoxiques pour produire de I'Afiffais son accumulation comme déchet
dans le microenvironnment tumoral est aussi conour gavoriser 'EMT, l'invasion et

'angiogenese (Icaret al, 2014).

Enfin, l'alcalinisation intracellulaire résultarg tactivation de NHE1 est décrite comme étant
un mécanisme clé dans la transformation tumorglegssaire a l'acquisition et au maintien de
la reprogrammation glycolytique, et serait tout shughdispensable aux changements

morphologiques observés (Reshkiral, 2000).

La régulation du métabolisme énergétique apparaitr@inemment complexe, impliquant
de nombreuses voies de signalisation. En outre, com nous avons pu le voir, la
reprogrammation métabolique dans le cancer est unrpcessus déterminant dans la

survie, la migration et I'EMT, et plus globalementdans l'acquisition du phénotype
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cancéreux. Des lors, la dérégulation de ces voies signalisation par les contaminants de
I'environnement pourrait avoir une incidence majeure sur ces mecanismes, et pourrait

par ce biais largement contribuer a la transformaton tumorale.

IV-7. Impact des hydrocarbures sur le métabolismeréergétique

Des 1982, des travaux ont clairement suggéré gsiemigochondries étaient des cibles
cellulaires clés dans les processus de cancéragéngsdiés par les polluants de
l'environnement (Backer & Weinstein, 1982). La figu24 montre limportance du
compartiment mitochondrial dans la régulation dumag@e nucléaire. Ainsi, en ciblant la
mitochondrie, les polluants pourraient fortemenérar toute la signalisation intracellulaire,
en lien avec le contrdle du cycle cellulaire, lelscanismes de réparation de I'ADN mais aussi

la régulation de la mort cellulaire (Shaughnesy.42.
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Figure 24. Régulation du génome nucléaire par le nabolisme mitochondrial
(Shaughnessyet al, 2014).
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Concernant les hydrocarbures, peu de donnéesmxigtant a leur impact sur le métabolisme
énergeétique. Il a en particulier été montré queptession de huit genes nucléaires codant
pour des protéines de la chaine de transport tt@éhscet de la phosphorylation oxydative
était modifiée dans des échantillons de foie deiscD54BL/6 exposées a 30 pgkgde
TCDD, un fort ligand du RAh (Forgaost al, 2010). Au niveau hépatique, des effets
importants de la TCDD sur le métabolisme mitoch@idmt également été recensés. L'effet
le plus marquant était une diminution de la quérditibiqguinone dans des souris exposées a
la TCDD. La déplétion en coenzyme Q mise en évidenouplée a une augmentation de la
respiration cellulaire, conduirait a un emballemelet I'activité ubiquinol cytochrome c
réductase au niveau du complexe lll, et a une téudu pool d'ATP intracellulaire. Ces
effets conduiraient a terme a une augmentationotengtiel de membrane mitochondrial ainsi
gu'a une production accrue d'ERO en lien avec dasmthges de 'ADN mitochondrial. De
facon intéressante, ces effets seraient notammesna din effet de la TCDD, qui diminuerait
I'expression de la HMG-CoA réductase, un précurdauwroenzyme Q (Shertzer al, 2006).
Concernant le B[a]P, il a été mis en évidence ttésations de la machinerie oxydative dans
des mitochondries issues de foies de rats traitéB[a@|P (Salazaet al, 2004). Les auteurs
ont ainsi détecté une consommation accrue en orygénraison d'une augmentation de
I'expression des cytochromes h,at a + @ aprés seulement 48 heures d'exposition, ainsi
gu'une entrée de calcium plus importante dans leschondries. Ces auteurs avaient alors
corrélé ces modifications a une adaptation du nofismbe mitochondrial aux nouvelles
contraintes énergétiques imposées au cours degssu de transformation néoplasique
(Salazaret al, 2004). Il est important de signaler ici qu'unedét protéomique récente
réalisée dans des cellules Hepalclc7 traitées @i Buggerent des altérations d'OXPHOS
(Kalkhof et al, 2015). Par ailleurs, une étude chez le zebrafegsté au B[a]P, a montré une
augmentation du nombre de copies de 'ADN mitochahdLes auteurs concluent malgré
tout que les effets du B[a]P sont clairement lié@aaoncentration chez le zebrafish (Kem
al., 2014). L'adressage mitochondrial du cytochromBOPYB1 serait également fortement
impliqué dans les effets mitochondriaux des HAPnd#det al, 2014).

Dans les deux chapitres suivants, deux cibles majes étudiées au cours de cette these,
et potentiellement impliquées dans les effets mitbondriaux et la reprogrammation

métabolique identifiés en réponse au B[a]P dans lmnée 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 miEDRF Endothelium-Derived
Relaxing Factoy, a été simultanément caractérisé par deux eéqepekd87 (Ignarret al,
1987; Palmeet al, 1987). Ce gaz est un médiateur chimique implapes de trés nombreux
processus biologiques, intervenant notamment danshysiologie du systeme vasculaire,
dans l'immunité ou encore contrblant l'activité no@ale de différentes régions du systéme
nerveux central. Sa demi-vie est extrémement fagdémée en moyenne a moins de 5s, et
evaluée expérimentalement entre moins d'une seaardeun cceur perfusé de cochon d'inde,

et plus de 30 secondes dans certains tamponsri@le & Giulivi, 2010).

V-2. Les NO synthases

V-2-1. Activité

Le précurseur pour la synthese de NO est un aideé essentiel, la L-arginine. Les NO
synthases (NOS) sont les enzymes qui vont catatgtte transformatiomia deux réactions
successives de monooxygénation. La L-argine vai alabord étre transformée enmN
Hydroxy -L-Arginine, qui apres réduction, va étrartsformée en NO et L-citrulline (cf.
Figure 25).

FAD, FMN, BH,

MH + MNH NADP* & H I‘."!_ (
N4 : NA
T NADPH H.O) I
NH WNH
\_. ’ j

h Ca™/CaM +
CH. > ({CH.)
| |
OH Y I:-E-} CH
/ N\ 2N
N+ o0 L NH, GO0
Arginine et Citrulline

Figure 25. Biosynthése du NO a partir de la L-argime (D'aprées Freireet al, 2009).
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Cette réaction complexe nécessite que la NOS gog k& forme d’homodimeéres, chacune de
ses sous-unités étant liée a la calmoduline (CaMpigeau de sa partie C-terminale. La
présence de NADPH, d'oxygene, de fer, de tétralnolptérine (HB), de FAD et de FMN

est également requise (Figure 26).

NOS  Foldin hame H.8
Protain Cabl| —® |CaM| 4 |CaM CaM| —® [CaM Cal
FAD FAD FAD FAD FAD FAD FAD
FiiN FRin FIN FrM FrAN FlIM FriN
HOS monomer NOS monomear NOS dimer NOS dimar
Inactive (loosa) active (tight)

Figure 26. Modele d'activation des NO Synthases (&rés Aktan, 2004).CaM :
calmodulin; FAD : Flavin Adenine Dinucleotide; FMNFlavine MonoNucléotide; iB :
tétrahydrobioptérine.

Ainsi, avant dimérisation, chague monomere va powasurer le transfert d'électrons depuis
le NADPH réduit vers le FAD puis le FMN. Cette ait® réductase sera a l'origine d'une
faible production d'anion superoxyde a partir dgyyéne moléculaire (Stuebkt al, 2001).
C'est la liaison du domaine réductase a la CaM/guiotentialiser I'activité réductase, et ainsi
favoriser le transfert des électrons au sein du amame (Abu-Soud & Stuehr, 1993).
Cependant, la dimérisation est indispensable pesmettre la liaison du cofacteur H4B
(Figure 26). En effet, les monomeres ne sont ppahbtas de catalyser la production de NO a
partir de la L-arginine (Klatet al, 1996). C'est la présence d’heme qui va permkttre
transformation de deux monomeéres en une unité djomefonctionnelle (Liskt al, 1996),
assurant notamment le transfert des électronsrdmomeére a l'autre, du FMN de l'un des

monomeres vers le cofacteur héminique du secondh(iret al, 1998).

Apres dimérisation, chaque domaine réductase est alapable d'alimenter le domaine
oxygénase de l'autre monomere, et ainsi de catalgsgynthése du NO a partir de la L-
arginine. Cette synthese met en jeu deux étapagddition successives, conformément a la
réaction présentée en figure 27 (Stuehml, 2001; Freireet al, 2009). Ces modalités de

fonctionnement sont communes aux différentes isoésrde NOS.
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Figure 27. Fonctionnement des NO SynthagP'apres Forstermann & Sessa, 2012).

Par ailleurs, d’autres modalités de synthése du dii@e ses dérivés ont également été
identifiées. La réduction des nitrites en NO pareMOS en condition hypoxique a été
suggérée (Mikulaet al, 2009). Par ailleurs, de nhombreuses enzymes érdésrites comme
pouvant générer du NO a partir du pool de nitrélutaire (Cf. Figure 28). Dans le cerveau,
le caeur ou encore le foie, existerait notammentvane biochimique intra-mitochondriale de
production d’especes réactives de I'azote dontrézyrseur ne serait pas l'arginine. Cette

production serait localisée au niveau de la chaedgpiratoire (Laczat al, 2006).

Maolybdopterin reductases Mitrite anhydrases
Mo*4/Ma*S & Ma*5/Ma*®
Mitochondria amidoxime
reducing componant (MARC)  Ferric Hb
Xanthine oxidase (X0} Hitrophorin
Aldahyde oxidase (AD) Carbonic anhydrasa [CA)

Sulfite cxidase (S0) NO"

Hemoglobin (Hgk)
Myaglabin (Mgh)
Neuroglobin [Mab)

Cytoglobin [Cgh)
Cytochrome C oxidase [Cox)
Endothalial NO synthase (eNOS)

Heme-based nitrite reductases
Fe'®/Fe"3

Figure 28. Enzymes impliquées dans la réduction destrites en NO

(D'aprés Kim-Shapiro & Gladwin, 2014).
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Il est a noter que, dans les cellules hypoxiquessynthese réduite des polyamines a été
associée a une production accrue de NO. En ef¢te diminution de synthese permet de
réorienter le métabolisme de l'arginine vers ladpobion de NO. Cette modalité de
production du NO a par ailleurs été reliee a urfiareement du métabolisme glycolytique en
régulant notamment la PFK1 via le facteur de trapson HIFlo, favorisant ainsi la

prolifération des cellules cancéreuses, (Ketthl, 2011; Icarcet al, 2014).

V-2-2. Mécanismes de régulation des NOS

On distingue trois isoformes de NOS réparties anxdgpes selon que leur expression soit
constitutive ou non. La NOS neuronale (nNOS ou WAt 161 kDa, et la NOS endothéliale
(eNOS ou NOS3) de 133 kDa, toutes deux ayant hduitdéom du tissu au sein duquel elles
ont été identifiées pour la premiére fois, sonéglitonstitutives; elles sont exprimées dans de
nombreux tissus. Cependant, elles ne sont pasittoiveiment actives. Ainsi, leur activité va
fortement dépendre de la concentration intracetkilan C&", qui va positivement réguler

I'affinité de la CaM pour ces enzymes, et par egslpermettre leur activation.

L'expression de la NOS2 (131 kDa) n'est quanteapals constitutive au sein des tissus. Celle-
ci est induite par différents stimuli (dont le LH8, TNFa, I'hnypoxie ou encore le B[a]P), et
différentes voies de signalisation sont impliquéass son induction. Ainsi, le promoteur de
cette enzyme peut étre activé par les facteursatedription AP1 Activator Protein ], NF-

kB, IRF1 suite a l'activation de la voie de sigraien JAK/STAT (Kleinertet al, 2004;
Aktan, 2004). Le promoteur de la INOS possede égathe un motif HRE (Hypoxia Response
Element) qui va permettre son activation par HIfeh condition d'hypoxie (Harris, 2002).
Quant au gene suppresseur de tumeur p53, il estiqmour réguler négativement I'expression
de la NOS2, et ce, dans le but de limiter l'actiwo-oxydante du NO et de ses dérives
(Forresteret al, 1996; Ambset al, 1998). La NOS2 est donc qualifiee d'inductibledis).

En outre et contrairement aux NOS1 et 3, la NOS&s¢@de une affinité basale plus
importante pour le CA Ainsi, dés lors qu'elle va étre exprimée, cesiefdrme va étre
constitutivement active; la régulation de son aig&in'est donc pas considérée dépendante du
Cd*(Mattila & Thomas, 2014).

Malgré tout, des travaux récents semblent dresséahleau plus complexe, avec des voies de

régulation plus variées. Ainsi, les NOS dites cbustes pourraient voir leur niveau
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d'expression modulé par de nombreux stimuli, adprs dans certains cas, la NOS2 pourrait

étre constitutivement exprimée (Mattila & Thomag12).

Ces trois isoformes sont exprimées dans le foiéeoNO joue un rble primordial dans la

physiologie et le développement de pathologiesciéss.

V-3. Roles physiopathologiques du NO

Les effets du NO ont été deécrits comme étant anivs notamment associés a la
concentration de NO synthétisée. Cette diversigdfedS biologiques, en rapport avec la

concentration de NO endogene, est illustrée dafiguee 29 ci-dessous.

Low NO Concentrations High NO Concentrations

4 Extensive
DNA damage

TOxidative/nitro
-sative stress
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4 Metastasis 4 cytotoxicity

4 Cytoprotection 4 Apoptosis

¥ Apoptosis

Anti-tumour Effects
Cell Death

Pro-tumour Effects
Oncogenic Pathway Activation

Figure 29. Versatilité du NO dans la régulation déa signalisation cellulaire

(D'aprés Burke et al, 2013).

V-3-1. Effets du NO sur la chaine de transport d'@ctrons

Au dela de lmplication du NO dans les fonctiorg/giologiques telles que le maintien du
tonus vasculaire, la transmission synaptique owrenta motricité bronchique, le NO est
aussi connu pour étre un régulateur des fonctiot@chondriales. Des effets inhibiteurs du

NO sur la respiration mitochondriale ont été ideddi pour la premiere fois en 1992 (Geatg
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al., 1992). Cette propriété du NO a inhiber réversit@at la cytochrome ¢ oxydase repose sur
la plus grande affinité du NO, comparé &Jiur le site actif de la COX (Brown & Cooper,
1994; Cleeteet al, 1994; Brunorket al, 2005; Sartet al, 2012). Au-dela de son r6le dans la
régulation physiologique et réversible de la regpnvia le complexe IV, une action du NO
sur d’autres complexes a également été décritdNQeest notamment capable d'inhiber le
complexe | par S-nitrosylation, cette modalité hifaition pouvant durer dans le temps et étre
trées délétere pour les cellules (Clemeati al, 1998). Le NO pourrait aussi inhiber
indirectement le complexe lia la formation de peroxynitrite (Riobét al, 2001). L'action

du NO sur les complexes de la chaine respirat@terésumée sur le schéma ci-dessous
(Figure 30).
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Figure 30. Action du NO au niveau de la chaine regpatoire

(D'aprés Antico Arciuh et al, 2012).

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

L'impact du NO sur le métabolisme mitochondrial essentiellement lié & sa capacité a
moduler I'activité de la COX (Erusalimsky & Monca@®07). Le ralentissement de la chaine
de transport des électrons va promouvoir la praduct'anions superoxydes, principalement
au niveau des complexes | et lll. Cette productivtochondriale d'ERO va étre déterminante
pour réguler la balance survie/apoptose (Moncadawsalimsky, 2002). Pendant [l'inhibition
du complexe IV par le NO, le potentiel de membrani@chondrialAY, est maintenu grace
a l'activité réverse de la FOF1ATPase. Ainsi, easence d'un signal pro-apoptotique,
I'inhibition de la respiration au niveau du com@elV/ permet notamment de ralentir le
déroulement de la cascade apoptotique (Belktaal, 2000; Almeidaet al, 2001). Enfin,

lorsque la respiration mitochondriale est inhibée |@ NO, la plasticité métabolique des
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cellules serait également déterminante; en efénnde contexte cellulaire, le NO favoriserait
plutdt la survie ou au contraire la mort cellulaiem fonction du potentiel glycolytique des
cellules concernées (Almeida al, 2001). Cette méme équipe a par la suite confleméle
d'une telle inhibition de la respiration mitochoiatl par le NO par une autre approche. En
effet, ils ont montré que cette inhibition agiss@itnme un mécanisme protecteur vis-a-vis de
'apoptose induite par Fas, et s'opérait en amenitagtivation des caspases effectrices: la
stimulation du récepteur Fas dans la lignée lymptage humaine Jurkat entrainant une
production précoce de NO, retardant I'activatiof'aj@ptose (Beltraet al, 2002). Dés lors,

il apparait qu'une production de NO pourrait agimme meécanisme de survie en retardant

I'exécution de la mort cellulaire dans les situstide stress.

Les conséquences immeédiates du dysfonctionnemeathondrial induit par l'inhibition de
la respiration vont étre de priver la cellule ee@me. En carence d'oxygéene et d'ATP, la voie
AMPK va étre stimulée pour réajuster au plus Wemétabolisme énergétique (Carling,
2004; Russett al, 2004; Younget al, 2005). Or, l'activation de cette voie par le NOé&a
etée démontée (Quintem al, 2006). En lien avec l'activation de la voie AMPK,NO va
alors simultanément stimuler I'entrée de glucose @¥al, 2001; Cidadet al, 2004), et
stimuler la glycolyse (Almeidat al, 2004). L'inhibition de la COX par le NO est égaént
responsable d'une libération du pool dé*Gaitochondrial. Cette libération de calcium serait
susceptible de promouvoir la prolifération et lagration dans les cellules HeLa (Huaeig
al., 2014).

Les effets physiologiques du NO passent majoritaér® par une transduction du signa
l'activation de la guanylate cyclase soluble (sG@st par cette voie de signalisation que le
NO va réguler de nombreux processus biologiques tgle la neurotransmission, la
vasodilatation du systeme cardiovasculaire ou entagglutination plaquettaire. Cependant,
cette voie est également impliquée dans la régulatu métabolisme énergétique. Ainsi, la
synthese endogene de NO est associée a une stimwatla glycolyseyia I'activation de la
voie NO/sGC/cGMP (Chang, 2015). Cependant cette \wa@rait d'avantage liée a une
régulation fine de ces voies métaboliques. Dansargexte, un forte stimulation de la
glycolyse par le NO serait plutot le fruit de ligation du facteur de transcription Hif:1
(Chang, 2015).

L'augmentation du pool de cGMRPRia ces voies canoniques conduisent également a
l'activation de facteurs de transcription impliquiEss la biogénese mitochondriale: mtTFA
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(mitochondrial Transcription Factor ), NRF-1 (Nuclear Respiratory Fact-1) et PGCle
(Clementi & Nisoli, 2005).

Blood flow
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Figure 31.Impact de la régulation du métabolisme énergétiqupar le NO

dans la balance survie/apoptoseD'apres Chang, 2015)sGC :soluble Guanylate cycla;
cGMP :cyclic Guanosine MonoPhosph; PGC-1i : Peroxysomeroliferato-activated
receptor gamma coactivatc-alpha; Cco : Cytochrome ¢ oxydas¥)S :Reactive oxygen
species; AMPK : AMPactivated protein kina; NOx : NO derivativesHIF-1a : Hypoxia-
inductible factor 1-alpha.

L'activation desnécanismes précemment décrits (Figure 313girait comme un mécanisr
cytoprotecteur congtitif, témoignant de l'importan du métabolisme mitochondrial da
I'homéostasie cellulaire (Erusalimsky & MoncadaQ2Z0Finocchiettcet al., 2009; Chang,
2015).Enfin, cette plasticité métabolique en réponsmhibition du complexe IV feraiaussi
intervenir les processus de biogénése et de figaitothondriale médiés pane production
de NO par la eNOS; ceci agil comme un mécanisme de compensaivis-a-vis du

dysfonctiomement mitochondrial résult: (Benard Cet al, 2013).

V-3-3. Effets promoteurs de cancer du N(

Hormis le ralentissement de la chaine respiratpiigoourrait promouvoir la sun cellulaire
(cf. V-3-2), les contributionslu NO au développement tumoral sont multip(Figure 32) et
vont intervenir tout au long du développement tuahofavorisant la transformation d
cellules, la formation de lésions néoplasiqueggtprocessus d'angiogenése et de méta
Par ailleurs, les mécanismes biologiques a loeigle ces effets Iétéres du NO vont éti

nombreux et variés (Choudhet al, 2013).
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Ainsi, le NO va tout d'abord pouvoir contribueraadancérogénese du fait de son potentiel
génotoxique, a l'origine de lésions a I'ADN (GalV¥ogan, 1996). En effet, le NO peut
générer des especes hautement réactives, d'ouress sbxydant et/ou nitrosant, par
lintermédiaire du peroxynitrite (réactions d’oxyam, de nitration et de nitrosylation
oxydative) et du trioxide diazoté (réaction deosttion) (Massiort al, 2002). Par ailleurs,

le NO pourrait aussi compromettre les mécanismeségaration de I'ADN (Winket al,
1998; Felley-Bosco, 1998).

Deés 1997, des travaux ont permis de démontrer lendtd NO dans l'inhibition de I'apoptose
(Kim et al, 1997).Le NO peut en effet directement inhiber 'activis caspases effectrices
via des mécanismes de S-nitrosylation (Chenagl, 2001; Maejimaet al, 2005). Par ailleurs,
I'inhibition des caspases pourrait étre médié eu@mentyia une augmentation du pool de
cGMP (Kim et al, 1999). Le NO pourrait aussi contrecarrer lesteffro-apoptotiques de
p53 (Cobbst al, 2003), et bloquer la libération du cytochromé ce propos, il a été montré
dans des mitochondries isolées de foie de rat, lgudO pouvait inhiber, avec un 4&
d'environ 11 nM, l'ouverture du PTP; ce mécaniséwensible impliquerait une inhibition de
'accumulation calcique mitochondriale. En revancheplus forte concentration, le NO
accélérerait l'ouverture du PTP (Broolkdsal, 2000). Une telle inhibition du PTP par le NO
pourrait également faire intervenir une inductioe Bexpression de la protéine anti-
apoptotique bcl-2 (Chungt al, 2001) ou l'inhibition du clivage de celle-ci (Kiet al, 1998).

La capacité du NO a diminuer la sensibilité detutad a I'apoptose pourrait aussi passer par
une diminution de la synthése de céramide (€hai, 2002). Le monoxyde d'azote (NO) ou
certains de ses dérivés seraient en mesure delpartas interactions entre la caspase 9 et
'apoptosome, et ainsi favoriser la survie (Zethal, 2003). Enfin, la capacité du NO a
promouvoir la survie et la transformation, notamtndes hépatocytes, pourrait également

passer par sa capacité a réguler la survivine (ixsgt al, 2002).

L'action du NO sur le systeme immunitaire va caastiune autre modalité selon laguelle ce
composeé va contribuer au développement tumoral(i@tes& Bartsch, 1994). Au méme titre
gue les ERO, le NO et ses dérivés sont des mokdel@remier ordre dans la régulation de la
signalisation cellulaire (Rober&t al, 2010). Ainsi, lorsque des productions plus imgates

de NO vont s'opérer sous l'effet d'un stress, eited pouvoir contribuer a I'établissement

d'un environnement inflammatoire, propice au dgwedémnent tumoral (Samaet al, 2015).
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Figure 32.Contribution du NO a la progression tumorale (Fukurura et al, 2006).

L Lymphangiogenic-
Tumour-cell [\ factor expressionT

Mutatnon

Transformation

Le NO est également déterminant dans la régulaé@bangiogenese (Cooke, 200Un tel
effet du NO a notamment été retro dans des modéles de carcinomes hépatocellulaine:
et al, 2005).Enfin, la production de NO va aussiuvoir promouvoir les tétastases (Cheng
et al, 2014). Ces processus vont notamment étrenon seulemena l'activation de MMF
(Ishii et al, 2003), mais aus< l'inhibition de I'expression de certaines intégsirmmme
l'intégrine betal (Suet al, 200¢; Gupta & Vlahakis, 2009).

Pour finir,il est important de signaler @ tres forte concentration, MO vaplutt exercer un
potentiel anti-tumoral Burke et al., 201 (cf. Figure 29) C'est pourquoi, «dela de la
variété de réles biologiquedu NO, ainsi queson ambivalence vis-és du devenir de |
cellule, la compréhension des mnismes régulés par le NO regiminemment complexe. E
effet, du fait de sa labilité, les effets biologgguwonidépendreale la concentration en NO,

la durée de stimulationuaencore du contexte cellulaire ou tissul;

V-3-4. Lien entre NO et EMT

Un lien évident entre le niveau de NO intracellat les processus de transition épitl-
mésenchymateuse semble se dessiner. Pour autapgcdt du NO sur ce processus see
tres dépendant du modele cellulaire. Aine traitement de cellules tumadespar des agents

libérateurs de NO comme le DETA NONOein vitro ouin vivo, semble les sensibiliser a
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stimuli pro-apoptotiques, mais semble égalemenitdimleur potentiel métastatique en
impactant fortement le déroulement de la transitépithélio-mésenchymateuse (EMT)
(Baritakiet al, 2010; Bonavida & Baritaki, 2011). Cette propridtéNO a bloquer la mise en
place de I'EMT a également été démontré dans destdeytes murins. Ainsi, la
surexpression de la NOS inductible (iNOS) dansoatilsiles bloquait les processus d'EMT
induits par le TGF beta (P&t al, 2009). La capacité du NO a inhiber I'EMT serié¢ [a une
inhibition de l'activité de certaines protéines liqpées dans le déroulement de I'EMT, par
des processus de nitrosylation, notamment au nideaNF«B (p50), de Snail et de YY1
(Yin Yang ] (Bonavida & Baritaki, 2011). A l'inverse, la sypgession de la NOS inductible
dans des cancers du sein agressifs de type baRa), (&vait pour effet d'amplifier les
processus d'EMT (Switzest al, 2012). De méme, parmi les cancers du sein tripigatifs
(TNBC), ie. les plus agressifs, pathologie pour laguelle wni fexpression de la INOS est un
facteur de mauvais pronostic, l'inhibition chimiqde la production de NO inhibait des
facteurs de transcription impliqgués dans I'EMT tgie Snail, Slug, Twist 1 ou encore ZEB1
(Granados-Principatt al, 2015). Par ailleurs, de faibles apports exogameslO dans des
modeles de cellules cancéreuses pulmonaires husn@iz3, H292 et H460), amplifiait
significativement la résistance vis-a-vis de la hoadlulaire ainsi que le potentiel migratoire
de ces cellules, en favorisant la transition épgh@ésenchymateuse (Chanvorachetel,
2014). L'ensemble de ces données démontrent domdegqINO contribue aux processus

d'EMT, en facilitant cette transition.

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

Méme si les études sont rares, un réle du NO danmbulation du métabolisme oxydatif du
B[a]P a été démontré. En effet, dés 1994, Stadleolaborateurs avaient mis en évidence au
niveau hépatique, qu'un apport de NO exogene iithdeafagcon dose-dépendante I'activité
d'au moins quatre isoformes de cytochrome P45Q0; lésnisoforme 1A1 et 1A2. Cet effet
résultait de la fixation du NO sur le cofacteur lvdique de la protéine. Cette inhibition faisait
egalement intervenir des mécanismes transcriptisr{S¢adleret al, 1994). Une autre étude,
parue en 2005, montrait que le B[a]P induisaiinh@me I'expression de la NOS2. Cette étude,
menée sur une lignée de cellules épithéliales cagapies de rat (RE-149), montrait que
cette induction de la NOS2 en réponse au B[a]R &tk fois dose- et temps-dépendante, et
gu'elle impliguait I'activation des voies ERK et - Ceci suggérait un nouveau mécanisme

par lequel le B[a]P pouvait manifester son potérdancérogéne (Cheet al, 2005). Il a
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€galement été montré qu'un apport exogene de N@epiit de protéger des fibroblastes
pulmonaires humains MRC-5 vis-a-vis de I'apoptoshkiite par le B[a]P, et ce, en inhibant
les voies de signalisation JNK/FasL et JNK/p53. @écanisme impliquait également
l'activation de certaines protéines anti-apoptasqdont Bcl-2 et Mcl-1, ainsi que l'inhibition
de I'expression de protéines pro-apoptotiques @ax, t-Bid, FasL ou encore certaines
caspaces effectrices (Figure 33). Au total, cesltiats suggérant que le NO pourrait étre a
l'origine d'une voie de survie vis-a-vis de la tivé du B[a]P (Cheet al, 2005).

| B[alP |
s L e nmn
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Figure 33. Modalités d'inhibition de I'apoptose indiite par le B[a]P par le NO exogéne
(D'apres Chenet al.,, 2005).

Enfin, une étude récemment publiée fait état daugmentation de la production de NO dans
la lignée humaine de kératinocytes HaCat dés Sdfexposition a 1uM de B[a]P. Cependant,
dans ce modéle, la production de NO est & attribuarphosphorylation de la NOS3 sur les
sérines 116 et 1177, ainsi que sur la thréonine @@5 effets sur la eNOS seraient liés a
l'activation des voies de survie Akt et Erk (Bolekal, 2014). Nous avons quant a nous
démontré, au cours de cette these, que le B[a]kisaitl une production de NO dans la lignée
F258, méme a faible concentration (Hardonn@iral, 2015). Dés lors, on peut imaginer que
de plus faibles concentrations, plus représenttiles valeurs moyennes d'exposition chez
I'homme, pourraient, de par leurs faibles toxici&se a I'origine de modulations tres fines
des niveaux de NO endogéne, et jouer un réle majens la régulation de la balance

survie/apoptose, contribuant largement aux prosedgsisurvie.
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Chapitre VI: ATP Inhibitor Factor 1 (IF1), I'inhibi teur physiologique de la
FO-F1 ATPase

Comme énoncé précédemment (cf. 1lI-2-4.b), l'atdiviu complexe V est réversible. Ainsi,
sous certaines conditions, l'activité de synthésd Rl de la FOF1LATPase va pouvoir étre
transitoirement substituée par une activité d'hiydeode I'ATP. Lorsque les conditions sont
défavorables, manque ou absence d'oxygene, etaqfmrde protomotrice est limitée, ce
changement d'activité du complexe V va ainsi pammeaie sauvegarder le potentiel de
membrane mitochondriald\ym en extrudant les protons a I'extérieur de la ioetr
mitochondriale, et ce, afin de maintenir l'intégride I'organite. Cependant, méme si ce
mécanisme est protecteur vis-a-vis des mitochosyditiga s'opérer au détriment des réserves
d'ATP. Dés lors, méme si ce mécanisme s'avéere dfisace du point de vue de la
préservation du pool mitochondrial, il n'est paableé sur le long terme; en effet, il conduira
inexorablement a la mort des cellules s'il est teain sur des périodes trop longues. Dans ces
conditions, le peptide endogéne IF1 (ATP Inhibfactor 1) permet de lutter efficacement
contre ce gaspillage énergétique, en bloquanivigctd'hydrolase de la FOF1ATPase. IF1
constitue donc un systeme de protection rapidéfieaee, permettant une régulation tres fine
de l'activité¢ d'hydrolase du complexe V (Di Panmagt al, 2004). Il serait également

susceptible d'inhiber I'activité de synthase dearaplexe (Garcia-Bermudetz al, 2015).

Ce petit peptide mitochondrial a été identifié etifee pour la premiere fois en 1963 suite aux
recherches de Pullman et Monroy sur des mitochesdsblées de cceur de bceuf (Pullman &
Monroy, 1963). Ce Gene a la particularité d'étratément conservé au sein du domaine
Eucaryote (Yamadaet al, 1997; Ichikawaet al, 1999).

IF1 est codé par le génome nucléaire par le genelFAT porté par le chromosome 1 chez
I'hnomme et le chromosome 5 chez le rat. La protémensuite subir des modifications post-
traductionnelles afin de générer lI'une des formaturas du peptide. On distingue ainsi trois
isoformes distinctes de la protéine IF1 obtenue€pmsage alternatif. L'isoforme 1 (Q9UII2-

1) est la plus longue, et est constituée de 10@eacaminés pour un poids moléculaire de
12,249 kDa; elle est considérée comme la formenigne du peptide IF1. C'est également la
forme préférentiellement exprimée dans de nombreéssus, notamment chez I'homme
(Sanchez-Cernizet al, 2010). Les isoformes 2 (Q9UII2-2) et 3 (Q9UII2sR)nt composées

respectivement de 71 et 60 acides aminés pouraids moléculaires de 7,912 et 6,592 kDa.
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La demi-vie du peptide IF1 est tres courte et aeétémée a environ 100 min dans la lignée
HCT116 dérivée de carcinome de colon humain (Samétiagoet al, 2013).

VI-1. Structure d'IF1

La partie N-terminale allant d§'lau 25™ acide aminé constitue la séquence d'adressage du
peptide vers la matrice mitochondriale. Cette pagtt clivée une fois le processus d'import
terminé. Chez I'homme, on distingue différents pablF1 au sein des mitochondries selon
que la forme primaire ait été clivée aprés le 28,02 26™ acide aminéLa partie N-
terminale pourrait interagir avec la sous-unité située au centre du domaine F1 de la
FOF1ATPase, comme représenté dans la figure 34lli@let al, 2007; Bason et al., 2014).

La partie intermédiaire constitue la région inhib& du peptide. C'est également la région

impliquée dans l'oligomérisation du peptide.

La partie C-terminale est quant a elle impliguéensdda dimérisation du peptide, lui

permettant de d'associer simultanément a deux cdes&l (Cabezdet al, 2000).

Le site de liaison d'IF1 sur I'ATPase est représechématiquement sur la figure 34 ci-

dessous.

IF1

i J
IS5 53385588 F s s 5

Figure 34.Modéele d'interactions du peptide IF1( bleu clair) arec la FOF1ATPase
(Adapté de Walker, 2013).
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La capacité d'IF1 a se lier a sa cible ise sur une activatioqui dépen de la valeur du
potentiel hydrogene au sein de la mie mitochondriale; ce potentieégule en effet la
transition ente |'état tétramerique quiesc et la forme dimérige active du peptide inhibite
(Figure 35).Dans ce context une acidification du pH matriciegénéralemen situé autour
de 8)vers un pH proche ou inférieur a la neutralitégjua 6,5, va permettre de révélel
potentiel d'inhiltion du peptidelF1. Ce mécanisme a été identifié pour la premiéere fair
Cabezon et ses collaborateurs au début des anfi66s I avaient alors démontré qu't
telle acidification du pH matriciel était a I'ongg de la protonation des résidus Idine situés
en C-terminal du peptide IFEn particulier, le résidu histidine situé en piosi 49 semble
particulierement imptjué dans ce processus-dépendat. En effet, la substitution de

résidu par une lysine avait pour effet de prévéairdimérsation du peptide lors d'ui
acidification matricielle. Ce modele d'oligomérisat et d'interconversion du peptide
eégalement été confirmé en induisant des ~links a partir de peptides purifiés mis

présence d'un ageimducteur de cro-links, lediméthyl suberimidate (Cabezon et al., 20(

2000b).

B  pHSO

Tetramer

YoR\AY%

Figure 35.Modulation de la structure d'IF1 enfonction du pH mitochondrial

(D'apres Cabezoret al, 2000).

Page 105 sur 328



VI-2. Capacité d'IF1 a promouvoir la survie

Plusieurs études ont rapporté que la délétion gtigee|IF1 avait un impact important sur le
maintien de l'intégrité du réseau mitochondrial,panticulier en situation de stress, et plus
globalement sur la capacité a survivre des celllHeseffet, IF1 pourrait finement réguler les
processus inhérents a la régulation de I'homéestaisochondriale (Campanek al, 2009).

Le knockout d'IF1 dans la lignée humaine Hela, widéhe de cellules épithéliales utérines
cancéreuses, a permis de confirmer son role darstietions de stress. En effet, bien que la
suppression d'IF1 ne semble aucunement délétérecptia lignée, IF1 apparait en revanche
essentiel pour assurer la survie de ces cellulesécauses des lors que les conditions
deviennent défavorables, comme ont pu le démoFRugkawa et collaborateurs (2012), en
générant des clones stables de la lignée HelLa dépod'IF1. Ainsi, en condition d'ischémie
induite chimiquementia un co-traitement concomitant avec du cyanure dasgsaum KCN

et du 2-DG (2-deoxyglucose), I'absence d'IF1 acedlapparition de la mort cellulaire. Par
ailleurs, cette méme étude a également permismertéer que les cellules déficientes en IF1
présentaient une sensibilité accrue au paraquaprasiuit phytosanitaire puissant parmi les
plus utilisés au monde; cet effet serait dO a uas forte production d'ERO en l'absence d'IF1
(Fujikawaet al, 2012). D'autres études comme celle de Nakamucalletborateurs (2013),
ont permis de démontrer que la suppression du @arfelF1 n’engendrait pasn vivo
d’altérations morphologiques, physiologiques ou portementales, et ne perturbait pas non
plus le développement chez la souris (Nakanetiia,, 2013). La suite de leurs investigations
a également mis en évidence que la délétion de ere gp'était a l'origine d’aucune
perturbation du point de vue de l'organisation uigse, du flux autophagique, de la
morphologie des mitochondries ou encore du point vde de la synthése d’ATP
mitochondriale. Ceci suggére fortement que malgaé psésence ubiquitaire chez les
Eucaryotes, la protéine IF1 n'est pas essentiéléz ¢a souris. Ce résultat va malgré tout de
pair avec le réle physiologique d’IF1 puisque lieité de ce peptide semble surtout
primordiale dans les situations de stress. Ceti@éqr’'a cependant pas testé cette éventualité
en évaluant la résistance au stress des animaupdd®IF1 comparativement aux animaux
sauvages. On peut donc largement entrevoir ques sanrdle protecteur d'IF1 a la
mitochondrie, ces animaux pourraient étre exposés@us haut niveau d'ERO, conduisant a

une apparition précoce de pathologies et éventnehlié subir un vieillissement prématuré.
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VI-3. IF1 et mitochondrie

Le maintien de lintégrité du réseau mitochondriaht du point de vue structural que
fonctionnel, est essentiel pour la survie des EdIUEN cas de dépolarisation de la membrane
mitochondriale, la FOF1-ATPase va alors modifiern sactivitt. Comme précisé
précédemment, cette inversion d'activité de ce ésxep multienzymatique va viser a
préserver au maximum le pool de mitochondries. ubsstution de son activité d'ATP
synthase par une activité d'ATPase va alors pemndtt transloquer des protons vers la
matrice mitochondriale afin de maintenir le potehtie membrane mitochondridl¥y,.
Cependant, ce mécanisme va étre tres énergivomngneoont pu le révéler les travaux de
Jennings et collaborateurs, qui ont permis de meeslar part d'ATP hydrolysé pour le
maintien duA¥,, (Jenningset al, 1991). Ainsi, l'utilisation de I'oligomycine Anibiteur
chimique de la FOF1ATPase, montre, dans un modeldissu musculaire strié issu de
myocarde de chien soumis a des épisodes d'ischétale, qu'environ 35% de I'ATP total est
mobilisé au seul maintien dwW,, et ce, pendant les premiéres 90 min de l'ischéRar
ailleurs, en plus de préserver le pool d'ATP irglataire et de ralentir sa déplétion, ces
travaux sur l'inhibition de la FOF1ATPase laissaigalement entrevoir le lien étroit avec la
régulation du flux glycolytique puisque la glycatyanaérobie était moins soutenue dans les

tissus dont le complexe V était inhibé (Jenniegal, 1991).

N'étant pas énergétiguement viable, ce mécanismpouaoir s'opérer sur des periodes
relativement courtes, notamment tant que la glgmlgermet de répondre aux besoins en
ATP nécessaire au maintien de l'intégrité mitochiael Physiologiquement, la cellule va
ainsi pouvoir assurer sa survie en jugulant ce ithlage d'ATP. Ce mécanisme fait alors
intervenir IF1, l'inhibiteur physiologique de la FDATPase. Au méme titre que l'inhibition
chimique, I'action du peptide permet de protégercldlules lorsque I'oxygénation des tissus
est réduite (Rouslin, 1991).

Le niveau d'expression d'IF1 au sein des tissusblgeégalement avoir une incidence notable
sur la structure des mitochondries et I'organigatia réseau mitochondrial. L'impact d'IF1
sur cet organite pourrait cependant étre fortentépendant du modele. Ainsi, plusieurs
études ont mis en évidence un lien entre une augiem du contenu mitochondrial en
peptide inhibiteur et des modifications de l'ultrasture du réseau mitochondrial. Les effets
d'IF1 sur l'ultrastructure des mitochondries om tpportés au début des années 2000, en

particulier grace a sa capacité a générer des dgkr FOF1-ATPase. Ces études structurales,
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réalisées a partir de protéines purifiees issuesoel@ de bceuf, ont permis de mettre a jour
que les dimeres de FOF1-ATPase résultent d'ursotiagntre les sous-unités F1, par le biais
d'un dimére constitué de deux molécules d'IF1 di¢ ecdatriciel (Cabezoret al, 2000;
Cabezoret al, 2003). En paralléle, certaines études vont démaonque ces mémes dimeres
de FOF1ATPase, en particulier les sous-unitésge sbnt impliqués dans la biogénese de la
membrane interne mitochondriale ainsi que dans a@ganisation (Paumardt al, 2002;
Giraudet al, 2002; Arselinet al, 2004; Garciat al, 2006; Strausst al, 2008). En 2005,
des études réalisées par microscopie électronigéeifguement pour caractériser les
mécanismes de dimérisation de 'ATPase vont réVitglication d'IF1 dans ce processus, et
vont ainsi suggérer le réle d'IF1 dans la régutatie I'ultrastructure des mitochondries, en
lien avec l'état métabolique des cellules (MinaBammiguelet al, 2005). En 2008,
Campanella et ses collaborateurs vont approfones @onnéesn vitro dans différents
modeles de lignées cellulaires. Leur stratégientisagtudier I'impact du niveau d'expression
d'IF1 sur l'ultrastructure des mitochondries, vaireiment mettre en évidence le réle de la
protéine IF1 dans la régulation de la structurerdiggchondries (Campanelé al, 2008).

Il a été démontré, dans un modele de cellules Helld-1 représentait un point de controle
précoce, permettant de protéger les cellules equhltt la cascade apoptotique induite par la
staurosporine (STS) ou l'étoposide (ETO). Campanelt ses collaborateurs ont récemment
proposé que cette action inhibitrice vis-a-vis @g@dptose, reposait essentiellement sur la
capacité d'IF1 a réguler la dynamique mitochondridlinsi, la surexpression d'IF1 dans les
cellules HelLa, a pour effet d'augmenter la mass®ambndriale tout en préservant la
structure des crétes, et ce, méme en présencentd gg®-apoptotiques. Enfin, il apparait
clairement dans cette étude que le niveau d'IFlleégositivement le nombre de crétes au
sein des mitochondries. IF1 pourrait protéger hiles vis-a-vis de I'apoptose en favorisant
la formation de diméres de FOF1-ATPase, ce qui itaupaur effet de retarder
considérablement le déclenchement de la voie s#gne, en bloquant le relargage du
cytochrome c. La protection conférée par IF1 sesdiirs double puisquil permettrait
également de prévenir la libération de®Cdepuis le réticulum endoplasmique (RE), en
empéchant la fixation précoce du cyt ¢ sur lesptees a I'lB, ce qui limiterait I'influx
calcique dans la mitochondrie, prévenant l'ouvertiunr PTP (Faccendd al, 2013a, 2013b).
Enfin, IF1 pourrait également protéger de la mettutaire en bloguant la translocation de
DRP1 Pynamin-Related Protein)limpliqué dans la fission mitochondriale ainsiegia

translocation et I'oligomérisation de Bax a la miitondrie (Faccendat al, 2013a, 2013b).
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Le niveau d'ERO est également lié au niveau d'sspe de la protéine IF1. En effet, une
guantité importante d'IF1 a la mitochondrie abaisele niveau du stress oxydant
(Formentiniet al, 2012). La faible production d'ERO qui en résudlieragirait alors comme

un signal puissant en mesure de favoriser la gralifon des cellules cancéreuses.

Dés lors, il apparait qu'lF1 exerce réellement dfe rphysiologique clé au sein des
mitochondries, de par sa capacité a réguler tnésmient le métabolisme cellulaire, en
particulier lorsque les cellules sont confrontéemastress; il joue ainsi un role prépondérant
dans la survie cellulaire. De nombreux travauxparmis d'établir un lien entre la régulation
de la phosphorylation oxydative et I'exécution demlort cellulaire, ces deux mécanismes
étant structurellement et fonctionnellement intégi@reenret al, 2014). La perméabilisation
de la membrane mitochondrial&a l'ouverture du PTP constitue un point de non retauns
I'établissement de la cascade apoptotique. Lesuradu groupe de Paolo Bernardi ont
permis d'identifier la nature de ce PTP, formé atipale dimeéres d'ATP synthase
mitochondriale (Giorgicet al, 2013). On peut ainsi légitimement émettre I'hiipse d'une
fonction annexe d'IF1 dans le contrble de la pebiliéation mitochondriale, d'autant qu'il est
€galement connu que la dynamique mitochondrialeierftent impactée par le niveau
d'expression d'IF1, détermine la tendance natuddliee mitochondrie a se perméabiliser en

réponse a un signal pro-apoptotique.

VI-4. Contribution d'IF1 a I'acquisition du phénoty pe Warburg par les cellules
canceéreuses

Dés 1997, le rble de la protéine IF1 dans la misplace de l'effet Warburg a été suggéré.
Les travaux de Capuano et collaborateurs ont eet @&rmis d'établir un lien entre la
surexpression d'IF1 et la prépondérance d'un midai® glycolytigue dans des
mitochondries isolées a partir de biopsies de ganse hépatocellulaire humain (Capuato
al., 1997). En 2010, Sanchez-Cenizo et collaboratéénsontraient l'implication du peptide
IF1 dans une telle reprogrammation métabolique différentes cellules cancéreuses. C'est
également la premiére étude qui réalise une andliféeentielle du niveau d'expression d'IF1
entre des tissus sains et leur équivalent tum@ah¢hez-Cenizeet al, 2010). La forte
expression d'IF1 dans les cellules cancéreusespserta suite confirmée dans les lignées
HepG2 et JHH-6 (Domenist al, 2011). IF1 apparait donc étre une molécule cléefn des
mitochondries, permettant I'adaptation des cellalestress ainsi que la survie des cellules

cancéreuses (Yadav & Chandra, 2013). Dans ce dentééquipe de José Manuel Cuezva,
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avait corrélé lI'augmentation de l'expression du peptitde dvec une hyperpolarisation de
membrane mitochondriale dans plusieurs moccellulaires (NRK, Hepa-6 et HepG2). lls
ont pu associer cette hyperpolarisation de la mangmitochondriale a un ralentissemen
la machinerie oxydative mitochondriale au fit du métabolisme glycolytique, cel
reprogrammation meétaboligifavorisant la survie et la prolifération des lignée, comme

illustré dans la figure 3@anche-Cenizoet al, 2010; Formentinét al, 2012).
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Figure 36. ontribution d'IF1 au processus deancérogénes

(D'apres Martinez-Reyes & Cuezva, 2014).

Récemment une équipe italienne a obt¢ des résultats différents de ceux pubjusqu'alors,
permettant de jeter un nouveau regard sur les itorctbiologiques d'IF1 dans la lign
humaine d'ostéoszome humaine 143B. Les aute ont ainsicorrélé l'augmentation c
peptide inhibiteur a une augmentation du renderde la phosphorylation oxydative et de
respiration cellulaireLa présence d'IF1 serait alors déterminante maintenir un niveal
suffisant de diméred'ATP synthase et la fonctionnalité du PTP, mémeesi analyss ont
révélé des degrés de dimérisation similaire dasscétlules déficiens en IF1. Selon ces
auteurs, de telsffets seraient lies a la capacité d'IF1 a promwuaoformation des crét
mitochondriales (Barbatet al, 2015).

L'analyse du niveau eékpression d'IF:dans des cohortes de patiestaiffrant de différent
types de cancers ciblant le colon, les poumomsssdéén ou encore les ovair, a établi que
plus de 90% des biopsies étudiées présentaientfartee quantité du peptide inhibit;

comparativement, I'expression d'IF1 dans les tissostréles restait négligeable. Il a
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cependant été observé que les tissus présentafbrimexpression d'IF1 dans les conditions
basales comme l'endometre, les reins ou encor®nias, ne voyaient pas leur niveau
d'expression d'IF1 modulé dans leur pendant camcg®anchez-Aragét al, 2013). Cette
étude a également permis d'établir que le cceerfetd sont les tissus présentant la plus forte
expression d'IF1 dans les conditions physiologigueais le comparatif avec un tissu
cancéreux n'a pas été effectué pour ces organssauteurs n'ont ainsi retenu que les tissus
pulmonaires, mammaires et ovariens pour menerdawude mécanistique. Malgré cela, ces
chercheurs ont pu confirmar vitro les données, et corréler la surexpression d'IlEt awn
flux glycolytique accrue, un plus haut niveau d'EBéhérées a la mitochondrie ainsi qu'une
résistance significative a l'apoptose. Les autawggerent qu'lF1l pourrait constituer un
excellent marqueur de prédiction de cancer etsdgie de rechute. En effet, pour les cancers
du sein et du colon, une faible expression d'IFldeapair avec un mauvais pronostic de
survie ainsi qu'un risque plus élevé de récidivan(Bez-Aragéet al, 2013). Une étude
similaire sur une cohorte de patients atteintsateers de I'estomac a quant a elle démontré
gu'un haut niveau d'expression d'IF1 pour ce typeahcers était associé a une prolifération
accrue des cellules cancéreuses, ainsi qu'a l@acitd migratoire et invasive (Yiat al,
2015). Il ressort donc de cette étude qu'une ®xpression d'IF1 dans des tumeurs est plutot
un facteur de mauvais pronostic, et son extincaossi bienin vitro quin vivo semble
fortement affecter le développement tumoral. IFlrpat donc constituer un excellent
marqueur clinique, et représenter une cible thértagee pertinente dans le cas du cancer de
'estomac (Yinet al, 2015). Enfin, au niveau hépatique, une équipaaite s'est également
intéressée a l'expression d'IF1 dans une cohortpatlents atteints de CHC. lls ont pu
identifier que l'expression d'IF1 était directemeotrélée au degré d'avancement de la
pathologie. Comme précédemment pour les cancefssiemac, les patients présentant un
tissu tumoral riche en IF1, présentait une espérale vie moindre ainsi qu'un risque de
rechute plus important. Une inhibition spécifiqueld protéine IF1lin vivo chez I'animal, a
montré des résultats significatifs en termes deigtioh de l'agressivité des CHC, et ce, en
limitant I'angiogénése tumorale, ainsi que le ptiééde migration de la tumeur. Ces résultats
soulignent donc l'intérét d'étudier le niveau dfespion IF1 chez les patients souffrant de
CHC, comme facteur de mauvais pronostic; ils sugge¥galement qu'lF1 pourrait constituer

une cible thérapeutique judicieuse chez ces pat{@&unget al, 2014).
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VI-5. Implication d'IF1 dans les processus de migrton

Plusieurs études ont permis d'établir un lien etitgpression d'IF1 et les processus de
migration et de métastase. Notamment, une éqhipwise a montré qu'lF1 était en mesure
de promouvoir des processus d'angiogenese, fambrigasi le potentiel métastatique des
carcinomes hépatocellulaires. Ce mécanisme feraitvienir une transition de type épithélio-
mésenchymateuse, avec en amont l'activation del Sgtaidu facteur de croissance de
I'endothélium vasculaire (VEGF), qui favoriserdiigptardivement I'activation de la voie de
signalisation NR¢B (Songet al, 2014). Une seconde étude a démontré que le knackd

d'IF1 était en mesure de ralentir le développendentumeur mais également de fortement
réduire le potentiel invasif de cette derniere ddig in vitro dans le modele de cellules

cancéreuses gastriques humaines SGC-7901, mai$ @ussvo dans un modéle de

xénogreffes sur souris nude immuno-déficientes €Xial, 2015).

Par ailleurs, également en lien avec l'angiogértésis, études complémentaires ont identifié
d'autres mécanismes impliquant le peptide inhibitEt dans ce processus, et qui seraient a
méme de favoriser ou d'inhiber l'acquisition d'inémotype migratoire. Ainsi, il a été montré
gue la liaison de I'apolipoprotéine A-1 (apoA-lxdes ATPase de surface SATP, ou ecto-F1-
ATPase, stimulerait la prolifération, l'angiogenestele potentiel migratoire des cellules
endothéliales progénitrices humaines (hEPC). Tauhroe l'oligomycine A, un apport
exogene du peptide inhibiteur IkLvitro serait en mesure de contrecarrer l'acquisitiocede
effets en bloquant l'interaction d'apoA-l avec éto-F1-ATPase (Gonzéalez-Pecdhi al,
2015). Enfin, cet effet inhibiteur d'IF1 vis-a-\des SATP exprimées a la surface des cellules
endothéliales, limiterait la production d'ATP irgismsable aux processus de migration et de
prolifération au cours de l'angiogénese. Un tedtalflF1 dans la promotion des processus de
migration cellulaire et des métastases pourraitcd@ne indirectement lié a sa capacité a
bloquer la signalisation anti-angiogénique de [astgtine (Burwicket al, 2005; Freemast

al., 2011).

VI-6. Régulation d'IF1

Du fait de la forte implication du peptide IF1 ddiasquisition d'un métabolisme énergétique
de type Warburg et plus globalement dans la sutegecellules dans un nombre important de
cancers, il semble désormais primordial de cargetéles voies impliquées dans la régulation

de ce peptide inhibiteur. Comme suggéré par mesurade these, il pourrait également
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constituer un excellent marqueur d'exposition wigsa de certains toxiques de

I'environnement. Une meilleure compréhension dedatités de régulation d'IF1 est donc
fondamentale afin de permettre I'émergence de hlesvstratégies thérapeutiques ciblant
IF1. Cependant, il n'existe a ce jour que peuarmées sur la régulation du peptide IF1, bien

gue différents mode de régulation semblent impkqué

Parmi les pistes majeures, une équipe Taiwanddensfié le facteur de transcription HIF-1
comme l'un des régulateurs de I'expression d'Ifhsxette étude, ils ont utilisé un modele
de sepsis induit par la méthode CLEe¢al Ligation Puncture procedyrechez le rat
Sprague-Dawley, ainsi qu'un modeéle d'hypoxie chiméuite par le CoGl (chlorure de
cobalt (1)) sur la lignée cellulaire clone 9, uignée épithéliale hépatique non tranformée de
rat. Leurs résultats dans ces deux modeles sendikdnlir que I'activation de HIFeldans le

foie permet de réguler positivement I'expressitiildHuanget al, 2011).

Comme décrit précédemment, l'action inhibitrice=t'lsur la FOF1ATPase entraine une
hyperpolarisation de la membrane mitochondrialesoeige a une production d'ERO,
notamment sous la forme d'anions superoxydes. @aithiction d'ERO va avoir pour effet
d'activer la voie de signalisation NdB, favorisant alors la survie et la prolifératioesd
cellules (Formentinet al, 2012). Cette étude, menée dans des modelesapafutle cancer
colorectal humain (HCT116 et SW620), avait mis gidénce une activation indirecte du
facteur de transcription NkB via une modulation du niveau du stress oxydant. Eet,el
neutralisation des ERO mitochondriales au moyeladrolécule Mito Q bloquait d'une part
l'activation de NF<B en empéchant la phosphorylation d@8d, et d'autre part I'activation
transcriptionnelle de Bgl:. Ceci aboutissait au blocage de la prolifératibdeela résistance
vis-a-vis de l'apoptose induites par le peptide (Fbrmentiniet al, 2012). Au niveau
hépatique, il a cependant été montré que le peffiti&tait directement transcrit par IXB-
dans des hépatocarcinomes humains (Seingl, 2014). Les auteurs proposent que les
partenaires IF1/NkB fonctionneraient comme une boucle de rétroactiositive qui non
seulement amplifierait le potentiel oncogene d'lilRkjs permettrait aussi de le maintenir sur
la durée. Un haut niveau d'expression de la pretéil permettrait alors de favoriser la
fixation de TRF1 TNF receptor-associated factor) sur NIK (NF-«B-Inducing Kinasg
supprimant les interactions entre ce dernier ato@plexe TRAF2-clAP2TNF receptor-
associated factor 2/Baculoviral IAP repeat-contamiprotein 3. Cette stabilisation de NIK,
favoriserait alors I'activation de NEB, qui a son tour, régulerait transcriptionnelleinken
contenu cellulaire en IF1, accentuant ainsi grddoeint son action pro-cancéreuse. Cette
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méme équipe a dailleurs identifié la séquenceialsoh du facteur de transcription K&
(GGGGTTTCCC) sur le promoteur du gene IF1 (Sengl., 2014).

Enfin, des analyses de DDRT-PCRDifferential Display Reverse Transcription
Polymerisation Chain Reactipront été effectuées sur des rats Sprague-Dawlagt aaubi
une administration soit d'un stéroide synthétiqu@, PCN (prégnénolone-16alpha-
carbonitrile), soit d'un glucocorticoide de synthék dexaméthasone; ces molécules sont
connues pour stimuler le métabolisme hépatiquanariser I'élimination des xénobiotiques
de par leur capacité a interagir avec le réceg®R (Pregnane X ReceptprL'analyse du
niveau d'expression d'IF1 dans différents orgarmed tks reins, les poumons, le coeur ou
encore les testicules, avait permis de démontrer lGuduction d'IF1 sous l'effet de ces
molécules se limitait exclusivement au tissu hépeti Cette étude suggére donc que le gene
IF1 fait partie d'un panel de genes plus vaste smgsntrole du récepteur PXR, permettant

ainsi de maintenir I'homéostasie cellulaire endmstress toxique (Jiménetal, 2000).

Un role de la protéine IEX-lirfimediate Early response gene X-&galement rencontrée
sous la dénomination de IERBnfnediate Early Responsg, 8lans la régulation du peptide
IF1 a aussi été suggéré. L'interaction d'IEX-1 dageartie C-terminale du peptide IF1, entre
les 66™ et 73™ acides aminés, pourrait compromettre la stabili¢éce dernier, et ainsi
favoriser sa dégradation par une protéase mitoctada@cencore non identifiée (Shem al,
2009). Par ailleurs, cette étude a également pedemisnettre en évidence que les effets
mitochondriaux d'une surexpression d'lEX-1 étamrdsi identiqgues a ceux observés suite a
I'extinction du gene IF1 par des shRNA. Dans ces @enditions, les auteurs ont pu observer
une diminution de la production d'ERO ainsi queAtt, dans la lignée cellulaire ovarienne
de hamster chinois CHO. Enfin, un dernier résutts intéressant de cette étude, montre que
I'invalidation du géne IEX-1 dans un modéle dedilfastes embryonnaires de souris (MEFS),
a pour effet d'amplifier la prolifération et la sigr cellulaire, en lien avec une
reprogrammation meétabolique des cellules, favotisdars un métabolisme glycolytique
(Shenet al, 2009). Une certaine analogie entre les induditbX-1 et d'IF1 est par ailleurs a
souligner; en effet, l'induction d'IEX-1 diminueraigalement significativement la production
d'ERO, et serait ainsi capable de conférer unesgtion vis-a-vis de différents stimuli pro-
apoptotiqgues (Shert al, 2006). Cependant, les fonctions cellulaires d'[EXemblent
éminemment complexes comme en témoignent lesuxad@ Wu et collaborateurs, montrant
a la fois des activités pro- et anti-apoptotiquéEXtl (Wu et al, 2013). Enfin, une autre
étude récente a montré une accumulation rapidel i présence d'un inhibiteur des
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protéases a sérine : I'AEBSF (Fluorure de 4-(2-agthyl)benzénesulfonyle), suggérant
I'implication d'une protéase mitochondriale ATP-giéglante, peut-étre Lon ou ClpXP, dans la
dégradation d'IF1 (Sanchez-Aragidal, 2013b).

Un motif de liaison a la calmoduline a égalemesgt réis en évidence dans la séquence du
peptide IF1. Celui-ci permettrait une interactiontre ces deux protéines avec une
steechiométrie de 1 :1. Sur le peptide IF1 d’oridiogine, la séquence 33-42 a été identifiée
comme la région de liaison a la calmoduline (Caitesal, 2005). Cette interaction serait a
la fois dépendante du pH et du’CaLe complexe IF1-calmoduline pourrait se former a
I'extérieur des mitochondries. Dans ce contexte,deteurs suggerent que cette modalité de
régulation d’'IF1 serait plutét impliquée dans latamation ou I'adressage du peptide, mais
pourrait également participer a une autre fonciefiulaire d’IF1 non encore identifiée
(Contessket al, 2005).

Enfin, une étude qui vient tout juste de paraitpeanis d'établir que la vofgadrénergique
serait aussi impliquée dans la régulation d'IF1. dtimulation de cette voie aboutit a
l'activation de la PKA, qui phosphorylerait IF1 aiveau de la sérine 39 dans la forme
humaine du peptide IF1. La forme phosphorylée dfi€kerait alors plus capable de se lier a
la FOF1ATPase, favorisant a la fois les activitéssynthése et d'hydrolyse de I'ATP du
complexe V (Figure 37). Les auteurs ont par ailedémontré qu'lF1 se trouverait sous la
forme non phosphorylée dans différents modeles aheers humains, mais également en
situation d'hypoxie, inhibant OXPHOS et stimulamt eontrepartie la glycolyse et la
prolifération. Dans ce contexte, c'est donc la formon phosphorylée qui se fixerait sur la
FOF1ATPase (Garcia-Bermudetzal, 2015).
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Figure 37. Mode de régulation par phosphorylation d peptide IF1 par I'intermédiaire
de la voiep-adrénergique (Garcia-Bermudezt al, 2015).

IF1 émerge donc comme un acteur clé de la survie de la transformation des cellules
cancéreuses, favorisant la reprogrammation métabajue, I'EMT ainsi que la migration

cellulaire. Néanmoins, rien n'est connu pour le moent quant a une éventuelle action
des contaminants de I'environnement sur la régulatin de ce peptide inhibiteur; c'est

pourquoi nous nous sommes attelés a évaluer lesetff du B[a]P sur ce dernier.
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Principaux objectifs de la thése

Les travaux de notre équipe avaient précédemmenemeévidence des dysfonctionnements
mitochondriaux sous l'effet du B[a]P dans la lige@é&héliale hépatique de rat F258. Il avait
notamment été montré que les voies NHE1 et p53 ergeaient vers la mitochondrie,
induisant la relocalisation de I'hexokinase Il (HK¥ers le cytoplasme. Ce mécanisme est
apparu comme déterminant, puisque la libérationI'd&Il de la mitochondrie était
responsable d'un dysfonctionnement mitochondrialprgine de l'apoptose (Huet al,
2007). Plus tard, le couple GS&8-myc a été identifie comme jouant un rdle dans ce
prcessus de relocalisation de I'HKII (Dendetéal, 2012). Nos travaux antérieurs a cette
thése avaient également détecté une hyperpolarisdd la membrane mitochondriale dans
les cellules F258 en réponse a une faible condemirale B[a]P (Hucet al, 2003).
L'ensemble de ces données a montré que la mitodbastdit un organite cible du B[a]P dans
notre modéle cellulaire, suggérant un possiblet efée ce cancérogéne sur le métabolisme
énergétique. Dans ce contexte, l'objectif généeaind thése a été de poursuivre I'étude des
dysfonctionnements mitochondriaux induits par lea]B] notamment utilisé a une faible
concentration, et d'analyser les conséquenceg suétabolisme énergétique dans les cellules
F258.

Plus spécifiguement, le premier objectif a doné\dsdentifier I'origine de I'nyperpolarisation
mitochondriale induite par le B[a]P. Nous avonsda&terminer qu'une production de NO,
résultant de l'induction de la iINOS, était respbiesae cet effet mitochondrial. De plus, nous
montrons aussi que cette production de NO estigitie d'une voie de survie. Ces résultats

ont fait l'objet de l'article 1.

Le but du second objectif, en lien avec I'hyperpsddion préalablement identifiée, a été
d'analyser les perturbations métaboliques potésieint associées. Nous avons ainsi pu
démontrer qu'une reprogrammation metabolique saitpéous l'effet du B[a]P dans notre

modele. Ces résultats sont regroupés dans l'a2ticle

Le dernier objectif a été, toujours en lien aveyderpolarisation comme point de départ,

d'étudier les effets du B[a]P sur l'inhibiteur pioysgique de la FOF1ATPase, a savoir IF1, et
de tester son r6le dans les effets métaboliquesrods Les résultats de cette partie seront
présentés dans l'article 3.
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Article 1

Benzo[a]pyrene-induced niric oxide production actas a survival signal

targeting mitochondrial membrane potential

(Article publié dangoxicology in vitrd

Contexte scientifique de I'étude

L’équipe avait identifié que le B[a]P induisait urig/perpolarisation de la membrane
mitochondriale dans la lignée F258 (Haetcal, 2003). Or, une telle hyperpolarisation jouerait
un role dans la progression ainsi que dans lasante tumorale (Heerdt al, 2006). Dans

ce contexte, outre ses effets apoptotiques imgdigia@s I'initiation et la promotion tumorale,

le B[a]P pourrait, en ciblant la mitochondrie, éyaént contribuer a la phase de progression.

Objectifs

Identifier l'origine ainsi que le rble de cette bypolarisation mitochondriale induite par le
B[a]P.

Résumé des principaux résultats

Nos résultas montrent que dans les cellues F258B[&P est a lorigine dune
hyperpolarisation de la membrane mitochondrale.sNmons ensuite pu identifier 'origine
de cette hyperpolarisation ; elle résulte de Raatton la INOS par une voie dépendante du
RAh, et possiblement de p53. Enfin, nous avons ptirmen évidence que la production de
NO résultant de l'activation de la iINOS, agit comme signal de survie, a méme de
contrecarrer des effets toxiques du B[a]P. Ce sigiea survie pourrait faire intervenir

I’hyperpolarisation mitochondriale.
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Benzo[a]pyrene (B[a]P), the prototype molecule of polycyclic aromatic hydrocarbons, exhibits genotoxic
and carcinogenic effects, which 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
showed that B[a]P induced an hyperpolarization of mitochondrial membrane potential (AWm) in rat
hepatic epithelial F258 cells. Elevated A¥m plays a role in tumor development and progression, and
nitric oxide (NO) has been suggested to be responsible for increases in A¥m. The present study therefore
aimed at evaluating the impact of B[a]P on NO level in F258 cells, and at testing the putative role for NO
as a survival signal, notably in link with A¥'m. Our data demonstrated that B[a]P exposure resulted in an
NO production which was dependent upon the activation of the inducible NO synthase. This enzyme acti-
vation involved AhR and possibly p53 activation. Preventing NO production not only increased
B[a]P-induced cell death but also blocked mitochondrial hyperpolarization. This therefore points to a role
for NO as a survival signal upon B[a]P exposure, possibly targeting AWm.

© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) such as benzo[a]pyr-
ene (B[a]P) are major environmental contaminants, notably found
in ambient air, cigarette smoke and smoked food. The prototype
molecule of PAHs, B[a]P, is well-known to exhibit diverse geno-
toxic and carcinogenic effects, which has led the International
Agency for Research on Cancer to recognize it as a human carcino-
gen from group 1 (IARC, 2010). Indeed, notably due to its metabo-
lism by cytochromes P450 into reactive molecules and reactive
oxygen species (ROS), B[a]P can trigger the formation of DNA
adducts or lead to DNA oxidative alterations (Baird et al., 2005;
Wells et al.,, 1997; Zedeck, 1980). Such a genotoxic action along

Abbreviations: AhR, aryl hydrocarbon receptor; B[a]P, benzo[a]pyrene; AWm,
mitochondrial membrane potential; iNOS, inducible nitric oxide synthase; P450,
cytochrome P450; PAH, polycyclic aromatic hydrocarbon.

* Corresponding author at: Inserm U1085/IRSET, Université Rennes 1, Faculté de
Pharmacie, 2 avenue du Professeur Léon Bernard, 35043 Rennes cedex, France.
E-mail address: dominique.lagadic@univ-rennesl.fr (D. Lagadic-Gossmann).
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0887-2333/© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

with non-genotoxic effects of B[a]P may be important for the final
outcome: cell survival and possible mutations, or apoptosis (Huc
et al., 2006; Salas and Burchiel, 1998; Solhaug et al., 2004). So
far, our work has mainly dealt with the early mechanisms underly-
ing the apoptosis induced by low concentrations of B[a]P in hepatic
cells (F258 rat hepatic epithelial cells and rat primary hepatocytes)
(Huc et al., 2006, 2007; Collin et al., 2014). We have thus demon-
strated the involvement of two main pathways leading to apopto-
sis; a DNA damage-related p53 pathway and a membrane
remodeling-dependent Na*/H* exchanger 1 (NHE1) pathway, both
involved in mitochondrial alterations (Huc et al., 2006, 2007;
Tekpli et al., 2010a). Besides pro-apoptotic signals, B[a]P per se or
its reactive metabolites have also been demonstrated to elicit
anti-apoptotic/survival signals, such as activation of the AKT path-
way, inhibition of the pro-apoptotic protein Bad, increase in inter-
cellular communication, up-regulation of RIP1 (Solhaug et al,
2004; Tekpli et al., 2010b; Wang et al.,, 2013). All these signals
might favor the promotion step of the carcinogenic process.
Diverse studies have shown that an elevation of mitochondrial
membrane potential (A¥m) is a characteristic of tumor
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development and progression. For example, an elevated intrinsic
A¥m in colon carcinoma cells has been involved in the enhanced
survival capacity of the cells e.g. in response to hypoxia, thereby
avoiding apoptosis, escaping anoikis, and invading the basement
membrane (Heerdt et al., 2006). Regarding B[a]P, our previous
results have evidenced such an increase in A¥m in F258 rat hep-
atic epithelial cells exposed to this carcinogen (Huc et al., 2003;
Holme et al., 2007). The F258 cell line is of particular interest since,
due to its high constitutive expression of CYP1B1, it is sensitive to
low B[a]P concentrations, and hence might reveal low dose effects
relevant to environmental exposure (Holme et al., 2007). Although
the B[a|P-induced mitochondrial hyperpolarization in F258 cells
appears to depend on the p53 pathway (Huc et al., 2003), its origin
remains to be thoroughly analyzed. We have thus hypothesized
that nitric oxide (NO) might be responsible for B[a]P-induced
increase in AWm, since NO has already been proposed as a regula-
tor of A¥m (Beltran et al., 2002; Nagy et al., 2003). Indeed, B[a]P is
known to induce the inducible NO synthase (iNOS) (Chen et al.,
2005a,b), and NO has also been described to be a pro-survival sig-
nal during carcinogenesis (Choudhari et al., 2013). In this context,
this study has been carried out in order to test whether B[a]|P
induced an NO production in F258 cells, and if so, whether such
a production might play a role as a survival signal, by targeting
mitochondria.

Our present data show for the first time that B[a]P induced an
AhR/p53-dependent NO production via iNOS induction, and that
NO may play a role as a survival signal in F258 cells, possibly
through regulating A'¥'m.

2. Experimental procedures
2.1. Chemicals

Benzola]pyrene (B[a]P), a-naphthoflavone (a-NF), 1-Methyl-
N-[2-methyl-4-[2-(2-methylphenyl)diazenyl]phenyl-1H-pyrazol
e-5-carboxamide (CH223191), DEVD-AMC (Asp-Glu-Asp-7-amin
o0-4-methylcoumarin),  3,3’-Dihexyloxacarbocyanine  lodide
(DiOCg(3)), Carbonyl cyanide 4-(trifluoromethoxy) phenylhydra-
zone (FCCP), NG-Methyl-L-arginine acetate salt (LNMMA), 1,1-D
iethyl-2-hydroxy-2-nitroso-hydrazine sodium, 2-(N,N-Diethyla
mino)-diazenolate 2-oxide sodium salt hydrate (NONOate), pifi-
thrin o (PFT-ao), N-Acetyl-3-(nitrosothio)-DL-valine, S-Nitroso
-N-acetylpenicillamine (SNAP), 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-di
oxin solution (TCDD) were all purchased from Sigma Chemical
Co. (St. Louis, MO). N-(Diaminomethylene)-4-isopropyl-3-(meth
ylsulfonyl) benzamide (Cariporide) was purchased from Santa
Cruz (Frankfurt, Germany). 4,5-Diaminofluorescein Diacetate
(DAF-2DA) was purchased from Calbiochem. Hoechst 33342,
4-Amino-5-Methylamino-2',7'-Difluorofluorescein Diacetate
(DAF- FM) 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 cul-
tures received the same concentration of vehicle as treated cul-
tures. Rabbit iNOS antibody (ab3523) was purchased from
Abcam (Paris, France), mouse monoclonal p21 antibody ([F-5]:
sc-6246) from Santa Cruz, and rabbit polyclonal CYP1B1 anti-
body (CYP1B11-A) from Alpha Diagnostic Intl (San Antonio,
USA). Secondary antibodies conjugated to horseradish peroxi-
dase were purchased from DAKO (Les Ulis, France).

2.2. Cell culture

The present study was performed on the F258 rat liver epithe-
lial cell line. This cell line was originally initiated from normal liver

of 10-day old Fischer rats (Morel-Chany et al., 1978, 1985).
Following several culture passages, some of the cells underwent
spontaneous transformation (Morel-Chany et al., 1978, 1985).
Despite such a transformation, we found that the F258 cells exhib-
ited a relatively normal karyotype with a predominantly diploid
population (Supplementary Fig. 1), and was still capable of
responding to B[a]P-induced DNA damage as witnessed by the
p53 activation leading to cell death (Huc et al., 2006). The choice
for these cells was supported by the fact that we previously
described it to be sensitive to low concentrations of B[a]P, due to
a high constitutive expression of CYP1B1; note that CYP1A1 pro-
tein was not detected even upon high concentrations of B[a]P
(Holme et al., 2007). The F258 cell line was cultured in Williams’
E medium supplemented with 10% fetal calf serum, 2 mM
L-glutamine, at 37 °C under a 5% CO, atmosphere and treated
24 h following seeding, as previously described (Huc et al., 2004;
Payen et al., 2001). B[a]P treatments were performed for 24, 48
and 72 h.

2.3. Analysis of NO production in F258 cells

2.3.1. Measurement of intracellular NO by flow cytometry

Intracellular NO was measured by flow cytometry using
DAF-FM diacetate. After B[a]P treatment, cells were trypsinized,
and stained for 40min at 37°C with DAF-FM (5uM) in
HEPES-buffered solution for further analysis using a FACSCalibur
flow cytometer (BD Bioscience). NONOate was used as a positive
control for NO production and detection (2.5 mM, 40 min incuba-
tion). Each measurement was conducted on 40,000 events in the
FL1 (530/30 nm) channel and analyzed with Cell Quest software
(BD Bioscience). Live cells were gated according to an FSC/SSC
dot plot, by excluding low FSC/SSC events.

2.3.2. iNOS immunostaining & imaging

F258 cells, grown on coverslips, were stained with 40 nM
Mitotracker Red during the last 30 min of B[a]P exposure. Cells
were next washed with PBS and fixed in 4% paraformaldehyde
(Sigma-Aldrich) for 20 min and then washed with PBS. Cells were
next pre-incubated with PBS containing 4% bovine serum albumin
and 0.4% saponin for 1h, prior to incubation overnight with
10 pg/mL anti-iNOS antibody or with isotype-control. After wash-
ing in PBS, cells were incubated for 2 h with secondary Alexa fluor
514 goat anti-rabbit antibody (Life technologies). Samples were
digitized with 63 x or 40x fluorescence objectives (Zeiss) on the
1X83 inverted microscope (Olympus; Rungis, France) equipped
with an ultra-high-speed wavelength switching system Lambda
DG4 (Sutter Instrument; Novato, USA) and an ORCA Flash 4.0
CMOS camera (Hamamatsu; Massy, France) using cellSense soft-
ware (Olympus).

2.3.3. Determination of NO levels by fluorescence microscopy

F258 cells grown on glass coverslip were loaded with 40 nM
Mitotracker Red and with 10 uM DAF-2/DA during the last
30 min of exposure. After treatment, cells were gently washed
twice with HEPES-buffered solution and kept at 37 °C before acqui-
sition. As a negative control, cells were incubated in media lacking
DAF-2/DA. Processed cells were digitized with 63 x or 40x fluores-
cence objectives (Zeiss) as for iNOS immunostaining (see above).

2.4. Cell toxicity estimation

2.4.1. Apoptotic cell quantification by fluorescence microscopy
Number of apoptotic cells was evaluated by fluorescence micro-
scopy through counting cells exhibiting chromatin condensation
and/or fragmentation following staining with the chromatin dye
Hoechst 33342. After treatments, cells were stained with 50 pg/ml
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Hoechst 33342 in the dark for 30 min at 37 °C. Cells were then
examined under fluorescence microscopy (Olympus BX60,
France). Total population was always more than 400 cells.

2.4.2. 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; Charbonnieres, France), according to the manufacturer’s
instructions. The amount of ATP was proportional to the lumines-
cent signal measured with a spectrophotometer (SpectraMax
Gemini; Molecular Devices, France).

2.4.3. Caspase activity assays

The caspase-3/7 activity assays were performed using
DEVD-AMC tetrapeptide substrate. Caspase activity was measured
through a two hours kinetic monitoring of free AMC release at
37°C on a Spectramax Gemini XS plate reader (Molecular
Devices). Free AMC detection was performed using 380 nm excita-
tion and 440 nm emission wavelength. Briefly, both adherent and
floating F258 cells were lysed in the caspase activity buffer
(50 mM HEPES pH 7.5, 150 mM NacCl, 1 mM EGTA pH 7.4, 0.1%
Tween, 10% glycerol, 1 mM DTT). Forty pg of crude lysate were then
incubated at 37 °C in a caspase assay buffer (20 mM PIPES pH 7.2,
100 mM NacCl, 10% sucrose, 1 mM EDTA, 0.1% CHAPS, 1 mM dithio-
threitol) containing 80 uM of DEVD-AMC. Three independent
experiments, performed in triplicate, were carried out for each
experimental condition. Enzyme activities were determined as ini-
tial velocities and expressed as relative intensity/hour.

2.5. RNA isolation and reverse transcription - real-time quantitative
polymerase chain reaction (RT-qPCR) analysis

Total RNA were isolated from F258 cells using the TRIzol
method (InVitrogen) and were then subjected to reverse
transcription-quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR)
analysis, as previously described (Podechard et al, 2008).
Gene-specific primers for CYP1B1, GADD45, p21 and 18S were pur-
chased from Sigma, and the sequences used for each gene were as
follows: CYP1B1: forward, CAGCTTTTTGCCTGTCACCC - reverse,
ATGAAGCCGTCCTTGTCCAG; GADD45: forward, AGATCGAAAG
GATGGACACGG - reverse: GGTCGTCATCTTCATCCGCA; p21: for-
ward, CTGGGGAGGGCTTTCTTTGT - reverse, GCCTGTTTC GTGT
CTACTGTTC; 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 nor-
malized relative to the expression of an 185 RNA endogenous ref-
erence and were given as fold change compared to control with
vehicle (DMSO).

2.6. 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 cock-
tail of protein inhibitors (Roche). Cells were then centrifuged at
13,000g for 15 min at 4 °C. Thirty pg 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 elec-
trophoresis (SDS-PAGE). Gels were electroblotted overnight onto
nitrocellulose membranes (Millipore). After membrane blocking
with a Tris-buffered saline (TBS) solution supplemented with 5%
bovine serum albumin, membranes were hybridized with primary

antibodies against p21 or CYP1B1 overnight at 4 °C, and next incu-
bated with appropriate horseradish peroxidase-conjugated sec-
ondary antibodies for 1 h. For protein loading evaluation, primary
antibodies against HSC70 or B-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).

2.7. Determination of the mitochondrial membrane potential (Ayym)

Mitochondrial membrane potential A¥Ym was measured by
flow cytometry using DiOCs(3). After treatment, cells were trypsi-
nized, stained for 20 min at 37°C with DiOCg(3) (50 nM) in
HEPES-buffered solution, and next analyzed using a FACSCalibur
flow cytometer (BD Bioscience). FCCP was used as an uncoupling
control (50 uM, 20 min incubation). Each measurement was con-
ducted on 40,000 events in the FL1 (530/30 nm) channel and ana-
lyzed with Cell Quest software (BD Bioscience). Live cells were
gated according to an FSC/SSC dot plot, by excluding low FSC/SSC
events.

2.8. Statistical analysis

Data were obtained from a minimum of three independent
experiments. All data are 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 analysis were performed using GraphPad
Prism 5.01 Software (GraphPad Software, San Diego, USA).

3. Results

3.1. An iNOS-dependent NO production is triggered by B[a]P exposure
of F258 rat hepatic epithelial cells, and depends on both AhR and p53

In order to test the effect of B[a]P on endogenous NO, we first
used the fluorescent probe DAF-FM and flow cytometry. As shown
in Fig. 1, B[a]P induced a rightward shift of the fluorescent peak,
like the positive control 1,1-Diethyl-2-hydroxy-2-nitroso-hydrazi
ne sodium, 2-(N,N-Diethylamino)-diazenolate 2-oxide sodium salt
hydrate (NONOate), from 24 h, still detected at 72 h, thus indicat-
ing an NO production. In order to confirm such a production,
another NO-sensitive fluoroprobe, namely DAF2-DA, was also used
with detection in fluorescence microscopy. Data in Supplementary
Fig. 2A confirm such a result, with the appearance of green fluores-
cence upon B[a]P, similar to what was observed upon NONOate
exposure. To firmly validate the B[a]P-induced NO production
and due to the fact that some interference can exist between ROS
and DAF-FM (Balcerczyk et al., 2005), exogenous application of
known antioxidant molecules, namely superoxide dismutase
(SOD)-PEG and catalase-PEG were tested; as shown in
Supplementary Fig. 2B, the rightward shift of the DAF-FM fluores-
cent peak remained unaffected by both compounds, thus validat-
ing the B[a]P-induced NO production. We next decided to test
the possible involvement of B[a]P metabolism via CYP1 and/or
AhR (known to be activated by B[a]P; Nebert et al., 2000), and
p53 in the NO production. It is noteworthy that in F258 cells,
AhR appeared to be not significantly involved in the regulation of
CYP1B1 protein level as previously described (Tekpli et al.,
2010a), and confirmed in the present work (Supplementary
Fig. 3A). As shown in Fig. 1, o-naphthoflavone as well as
pifithrin-o. fully prevented the B[a]P-induced rightward shift of
the DAF-FM fluorescent peak, related to NO production. With
respect to AhR, Supplementary Fig. 4A clearly showed that the
specific inhibitor of AhR, CH223191, prevented the B[a]P-induced
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Fig. 1. Effects of B[a]P exposure on endogenous nitric oxide (NO) production involves both CYP1-metabolism and/or AhR and p53 activation. In the absence of inhibitors, F258
cells were treated or not with B[a]P 50 nM during 24, 48 or 72 h (control). When testing inhibitors, F258 cells were pre-treated for 1 h with a-naphthoflavone (atNF; 10 uM),
an inhibitor of both B[a]P-metabolism via CYP1 and AhR, or pifithrin o (10 pM), an inhibitor of p53, prior to co-exposure to Bla]P (24, 48 and 72 h). Flow cytometry analysis
was then performed following cell staining with the fluoroprobe DAF-FM (as described in Section 2). NONOate (10 uM; open blue peak) was used as a positive control for NO
production. Histograms of NO production are representative of at least 3 independent experiments. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the
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NO production. Furthermore, as illustrated in Supplementary
Fig. 4B, TCDD, a potent activator of AhR, was also capable of induc-
ing an NO production, thus confirming the involvement of AhR.
Finally, as a few studies also suggested a role for Na*/H* exchanger
in the regulation of NO production (Ishizaki et al., 2008), and as
this exchanger has been shown to be activated by B[a]P in F258
cells (Huc et al., 2004), a possible role for NHE1 was also tested
using cariporide. Data in Supplementary Fig. 5 clearly showed that
inhibition of NHE1 by cariporide was ineffective toward preventing
the B[a|P-induced NO production.

The next set of experiments was performed in order to test the
possible involvement of the inducible NO synthase (iNOS) in the
B[a|P-induced NO production in F258 cells. To do so, the induction
of iNOS upon B[a]P was first studied by immunofluorescence using
a primary antibody specifically targeting the iNOS and a secondary
fluorescent antibody (see Section 2). As shown in Fig. 2A, a strong
induction of iNOS was observed upon B[a]P exposure as soon as
24 h, as visualized by the marked increase of the green

fluorescence in the cytoplasm compared to control cells. Such an
effect was also observed after a 48 h exposure.

Regarding the possible mechanisms involved in iNOS induction,
similarly to NO production, this induction observed at 48 h was
found to be prevented by o-naphthoflavone, CH223191 (CH;
Fig. 2B) and pifithrin-a (PIF; Fig. 2C), but remained unaffected by
cariporide (Car; Fig. 2C).

Altogether, these results indicated that B[a]P exposure resulted
in an NO production in F258 cells that relied upon an
AhR/p53-dependent induction of iNOS.

3.2. The B[a]P-induced NO production represents a survival signal
which slows down the development of the related cell death

As NO is a known regulator of the balance between cell death
and survival (Choudhari et al., 2013; Burke et al., 2013), we then
decided to test the role of NO in the toxic effects induced by
B[a]P in F258 cells. First, the effect of an exogenous application
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rabbit monoclonal anti-iNOS antibody followed by an Alexa fluor 514 goat anti-rabbit antibody (as described in Section 2). Cells were then viewed by fluorescence
microscopy (magnification 120x ). The experiments were repeated 3 times with similar results. Scale bar, 10 pM.

of NO, through the use of the NO-donor SNAP (50 uM), was tested
toward B[a]P-induced apoptosis, as evaluated by Hoechst 33342
staining of the chromatin and cell counting (Fig. 3A). As expected
from our previous results, cell exposure to B[a]P (50 nM, 72 h)
led to a significant increase of the number of cells with condensed
or fragmented chromatin (to ~22%). The presence of SNAP how-
ever significantly decreased by about 50% the apoptotic cell num-
ber induced by B[a]P exposure. Therefore, application of exogenous
NO appeared to be protective. This then led us to test if a similar
protection was afforded by the B[a]P-elicited endogenous NO pro-
duction. As iNOS was induced under our experimental conditions,

we decided to test L-NMMA (500 uM), a known inhibitor of NOS, as
well as carboxy-PTIO (25 uM), an NO scavenger. As shown in
Fig. 3B, both compounds significantly enhanced the number of
apoptotic cells under B[a]P exposure (by ~50%). This was associ-
ated with a further decrease in intracellular ATP level compared
to B[a]P alone (Fig. 3C). Finally, as NO has been described to alter
caspase activation (Liu and Stamler, 1999), the impact of
L-NNMA and carboxy-PTIO on B[a]P-induced caspase 3/7 activa-
tion was tested (Fig. 3D). Our data showed that inhibiting NO pro-
duction did not significantly affected the B[a|P-elicited caspase
activation.
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Taken together, these data suggested that the B[a]P-induced NO
production acted as a survival pathway, since its inhibition
increased apoptosis independently of caspase 3/7 activation.

3.3. The NO-related protective effect does not go through an effect on
ARR or p53 activations

In order to test the possible impact of NO on the activation of
AhR or p53, we analyzed how specific target genes of AhR and
p53 were affected by the presence of the NO donor SNAP or the
NO scavenger carboxy-PTIO. Regarding AhR, despite no change of
CYP1B1 protein level wupon B[a]P (50nM) exposure
(Supplementary Fig. 3A and Tekpli et al., 2010a), we previously
found an induction of its mRNA expression in F258 cells
(Dendelé et al., 2014). As expected, similar results were presently
obtained, and inhibiting AhR by CH223191 reduced CYP1B1 induc-
tion, both at 24 and 48 h, therefore indicating a role for AhR in
CYP1B1 mRNA induction upon B[a]P 50 nM. However, no marked
effect of NO on the B[a]P-related CYP1B1 mRNA induction was
observed since carboxy-PTIO and SNAP were ineffective (Fig. 4A).
In order to confirm these results, the protein levels of CYP1B1 were
evaluated by western blotting. As shown in Fig. 4B, manipulating
the intracellular NO did not affect CYP1B1 protein level. Note that
despite an effect of pifithrin-o on CYP1B1 mRNA expression
(Fig. 4A), no change was detected at the protein level (Fig. 4B). It
is also worth noting that in F258 cells, this compound did not pre-
vent early intracellular signals related to B[a]P metabolism such as
NHE1 activation (Huc et al., 2007); in this context, this discarded a

substantial inhibitory effect of pifithrin-o. on the CYP1B1 activity in
our cell model.

Regarding the p53 activation, the effect of NO on this activation
was tested by analyzing the target gene p21. A slight, but signifi-
cant, induction in the mRNA expression of p21 was thus observed
upon B[a]P 50nM at 24 h (Fig. 5A), with no change at 48 h
(Supplementary Fig. 7A), and a clear increase in the level of p21
protein was detected at 48 h (Fig. 5B). Such a difference in the
amplitude of effect might stem from the involvement of other
p21 regulating mechanisms in F258 cells, such as prevention of
the protein degradation (Warfel and El-Deiry, 2013).
Nevertheless, it is worth emphasizing that pifithrin-o was capable
of preventing the B[a]P-elicited increase in both mRNA and protein
levels thus pointing to a role for p53 in the regulation of p21
expression under our experimental conditions. With regard to a
potential effect of NO on p53 activation, no marked effect was
observed in the presence of CPTIO or SNAP (Fig. 5B). Note that no
marked change in GADD45 mRNA expression, another p53 gene
target, was also observed following exposure to B[a|P 50 nM when
CPTIO or SNAP was tested (Supplementary Fig. 7B).

Taken together, these results indicate that the B[a]P-induced
endogenous NO production would not interfere with AhR and
p53 activation.

3.4. Inhibition of Bla]P-induced NO production prevented the related
AhR and p53-dependent mitochondrial membrane hyperpolarization

As executive caspases did not seem to be the target of NO, we
then decided to focus on mitochondrial membrane potential
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CH223191 (CH, 10 uM), a specific inhibitor of AhR, or pifithrin o (PIF, 10 pM), an inhibitor of p53, or the NO scavenger carboxy-PTIO (CPTIO, 25 uM), or the NO-donor SNAP
(50 uM), prior to co-exposure to B[a]P 50 nM (BP50) for 24 h (A) or 48 h (A and B). After treatments, RT-qPCR analysis of CYP1B1 mRNA expression (A) or western-blotting
analysis of CYP1B1 protein level (B) were performed (as described in Section 2). mRNA expression was given relative to control cells with vehicle, Number of experiments =3
for all conditions. *p < 0.05 and *~*p < 0.001: test treatment versus untreated control cells.

(AWm). First, the time-course effects of a low concentration of
B[a]P (50nM) was evaluated on the AWm of F258 cells. As
expected from our previous studies (Huc et al., 2003; Holme
et al., 2007), an increase in A'PY'm was detected following a 48 h
exposure to B[a|P, as visualized by the rightward shift of the
DIiOC6 fluorescent peak measured by flow cytometry, in contrast
to the leftward shift induced by the uncoupler molecule FCCP
(50 M) used as positive control for mitochondrial depolarization
(Fig. GA). We further demonstrated here that such a hyperpolariz-
ing effect already occurred from 24 h, and was still observed at
72 h. Using o-naphthoflavone (10 uM), we also showed that
B[a]P metabolism and/or AhR activation were involved in this
effect on AW¥m, since this inhibitor prevented any shift of the flu-
orescent peak upon B[a]P (Fig. GA). As AhR has been previously
described to induce mitochondrial hyperpolarization (Tappenden
et al, 2011) and appeared to be involved in NO production

(Supplementary Fig. 4A), we next decided to further test the
involvement of this receptor under our experimental conditions.
As illustrated in Fig. 6A, the specific AhR inhibitor, CH223191
(10 uM), markedly inhibited the mitochondrial hyperpolarization,
at all exposure times. A role for AhR was also demonstrated using
TCDD (10 nM), a very well-known, strong inducer of AhR. Indeed,
Supplementary Fig. 6 clearly shows that TCDD led to marked mito-
chondrial hyperpolarization in F258 cells, starting at 24 h. As we
have previously shown that p53, but not NHE1, was involved in
mitochondrial hyperpolarization observed following a 48 h expo-
sure to B[a]P (Huc et al., 2003) and in iNOS-dependent NO produc-
tion (present data), we tested the effects of pifithrin-ot (10 pM) and
cariporide (10 pM), two known inhibitors of p53 and NHEI,
respectively (Fig. 6B). Whereas cariporide did not prevent the
rightward shift of DiOC6 fluorescent peak, pifithrin-a totally inhib-
ited it, whatever the exposure time. This therefore confirms and
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Fig. 5. Absence of NO effects on the mRNA expression and protein level of p21 in B[a]P-exposed F258 cells. In the absence of inhibitors or NO modulators, F258 cells were
treated or not with B[a]P 50 nM (BP50) or 1 pM (BP1000) during 24 h (A) or 48 h (B). When testing inhibitors or NO modulators on the p21 mRNA expression (A), cells were
pre-treated for 1 h with CH223191 (CH, 10 uM), a specific inhibitor of AhR, or pifithrin o (PIF, 10 uM), an inhibitor of p53, or the NO scavenger carboxy-PTIO (CPTIO, 25 puM),
or the NO-donor SNAP (50 uM), prior to co-exposure to Bla]P 50 nM (BP50) for 48 h. When looking at the p21 protein level (B), similar exposures were carried out. After
treatments, RT-qPCR analysis of CYP1B1 mRNA expression (A) or western-blotting analysis of CYP1B1 protein level (B) were performed (as described in Section 2). mRNA
expression was given relative to control cells with vehicle. Number of experiments >3 for all conditions, except for B[a]P 1 uM (n=2). "p < 0.05: test treatment versus

untreated control cells.

extends our previous data (Huc et al., 2003). Work by Nagy's group
has previously described a role for NO in the mitochondrial hyper-
polarization that occurred during T cell activation (Nagy et al.,
2003). As B|a]P was presently shown to induce an endogenous
NO production, we then decided to test the involvement of NO in
the related hyperpolarization. To do so, the NO scavenger
carboxy-PTIO (25 uM) was tested (Fig. 6C). Our results clearly
showed that such a manoeuver markedly prevented mitochondrial
hyperpolarization, whatever the exposure time. It is also worth
noting that the TCDD-induced NO production was correlated with
mitochondrial hyperpolarization (Supplementary Fig. 4B).

These results therefore pointed to mitochondrial membrane
hyperpolarization as a target for the B[a]P-elicited, iNOS-dependent
endogenous NO production.

4. Discussion

Benzo[a]pyrene, a widespread environmental carcinogen nota-
bly found in cigarette smoke, exhaust fumes and grilled meat,
induces cancer in multiple organs, including liver (Wester et al.,
2012), and has recently been classified as a human carcinogen from
group 1 by the International Agency for Research on Cancer (IARC,
2010). Although this xenobiotic has been shown to affect the dif-
ferent steps of tumor development (i.e. initiation, promotion, pro-
gression), the intracellular signaling pathways involved remain to
be precisely determined. Our previous work has evidenced a
p53-dependent increase in AWm in B[a]P-treated F258 rat hepatic
epithelial cells (Huc et al., 2003). As an increase in A¥m has been
related to tumor phenotype (Heerdt et al., 2006), and due to the
fact that NO is both a regulator of AWm (Beltrdn et al., 2002;
Nagy et al., 2003) and a pro-survival signal during carcinogenesis

(Choudhari et al., 2013), we then hypothesized that NO might con-
stitute a survival signal upon B[a|P exposure via targeting A¥m. In
the present study, we demonstrate that, in F258 cells, B[a]P expo-
sure induces an endogenous NO production dependent on AhR, and
possibly on p53. Furthermore, we show, for the first time to our
knowledge, that the B[a]P-elicited, iNOS-dependent NO production
may play an important role as a survival signal following PAH
exposure, likely by acting on AWm (Fig. 7).

An NO production upon B[a]P has already been described both
in vivo and in vitro. Thus, regarding the in vivo, it has been shown
from blood collected from rats treated for two weeks with B[a]P,
that this PAH was responsible for an increase in nitrite content
used as a marker of NO production (Kumar et al., 2006). With
respect to in vitro data, B[a]P was found to lead to a time
(3-24 h)- and dose-dependent release of NO from microglial cells,
with a significant effect detected from 20 nM B[a]P following a
24 h-treatment (Dutta et al., 2010). In the present study, a NO pro-
duction was also induced by a low concentration of B[a]P (50 nM)
in hepatic cells; in addition we further showed that such a produc-
tion was maintained following a longer exposure time, since still
detected following 72 h. Such a long-term in vitro effect might thus
corroborate what has been previously described in vivo (Kumar
et al., 2006). An upregulation of iNOS expression in polymorphonu-
clear leukocytes, which appeared to be dependent on cytochrome
P450 1A1 (CYP1A1) expression, has been put forward to explain
the B[a|P-induced NO production (Kumar et al., 2006). Such an
involvement of iNOS was also reported in microglial cells, with
an increase in enzyme protein level as soon as 3 h of exposure with
0.2 uM BJ[a]P (Dutta et al., 2010). Induction of iNOS, especially at
the protein level, was also detected in B[a]P-treated F258 cells.

As AhR and p53 are both involved in B[a]P effects in F258 cells,
we then wanted to know if they were involved in NO production
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Fig. 6. B[a]P-induced mitochondrial hyperpolarization (A*¥m) relies upon the activation of both AhR and p53, and on the endogenous NO production. In the absence of
inhibitors, F258 cells were treated or not with B[a]P 50 nM during 24, 48 or 72 h (control) (A-C). When testing inhibitors or NO modulator, (A) cells were pre-treated for 1 h
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(10 uM), a specific inhibitor of NHE1, or pifithrin o (10 pM), an inhibitor of p53, or (C) for 1 h with the NO scavenger carboxy-PTIO (CPTIO, 25 uM), prior to co-exposure to
B[a]P 50 nM (24, 48 and 72 h). After treatments, flow cytometry analysis was performed following cell staining with the fluoroprobe DiOCy(3) (as described in Section 2). FCCP
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independent experiments for all conditions. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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Fig. 7. A proposed model for the B[a]P-induced endogenous NO production and its
implication as a survival signal in F258 rat hepatic epithelial cells. B{a]P metabolism
via the constitutively expressed CYP1B1 leads to the activation of NHE1 transporter
and p53 pathway, both triggering apoptotic cell death. Note that AhR activation by
B[a]P, along with the reactive oxygen species (ROS) production related to CYP
metabolism, has been shown to be involved in NHE1 activation, by acting on
membrane remodeling (Tekpli et al, 2010a). In parallel, both AhR and p53
activations induce iNOS expression, thereby resulting in an endogenous NO
production. Such a production hampers the cell death development, likely by
hyperpolarizing mitochondrial membrane.

and iNOS induction upon B[a]P. We found that both CH223191
(AhR inhibitor) and pifithrin-o (p53 inhibitor) prevented both the
iNOS induction and NO production. With respect to AhR, a recent
study also indicated a role for this receptor in the iNOS induction
detected in lungs infected by influenza virus, likely through a para-
crine mechanism; indeed, whereas AhR was activated in endothe-
lial cells, iNOS induction was observed both in epithelial cells and
macrophages, therefore suggesting the involvement of an iNOS
regulator released by endothelial cells (Wheeler et al., 2013). In
our experiments, as only one cell type exists in F258 cell line, such
a paracrine mechanism would be unlikely to occur. A possible tran-
scriptional regulation of iNOS by AhR might be put forward, espe-
cially as two putative AhRE within the inos promoter might exist
(Wheeler et al., 2013). Although NO is well described as targeting
the tumor suppressor p53 notably by affecting its protein stability
(Muntané and De la Mata, 2010), our present data also suggested a
possible role for p53 in the regulation of iNOS; furthermore, no
change in the p53 activation upon NO modulation was observed
(Fig. 5 and Supplementary Fig. 7). A p53-dependent iNOS regula-
tion has been previously reported in primary normal human
fibroblasts, but in that case, p53 was shown to be a negative regu-
lator, through inhibition of the iNOS promoter (Forrester et al.,
1996). Further experiments will then be necessary to explain these
contradictory results, especially as an unspecific effect was
recently proposed for the inhibition by pifithrin-o0 of the
lipopolysaccharide (LPS)-induced nitric oxide (NO) production in
RAW 264.7 macrophage-like cells (Mendjargal et al., 2013).
Several studies have reported the ambivalent role of NO in the
regulation of cell functions. Indeed, depending on diverse parame-
ters (intracellular concentration, chemical redox environment,
duration of exposure), NO can exert either cytoprotection or cyto-
toxicity (Burke et al., 2013). Regarding the role for NO in the cell
response induced by B[a]P, our data clearly indicate a role for
endogenous NO production as a survival signal in hepatic cells.
Indeed, preventing NO production by carboxy-PTIO (NO scavenger)
or L-NMMA (iNOS inhibitor) was found to exacerbate the
B[a]P-induced death in F258 cells. It is also noteworthy that exoge-
nous application of a NO donor resulted in a decrease of

B[a]P-induced cell death; this thus corroborates previous results
showing a protective effect of gaseous NO toward B[a]P-induced
human lung fibroblast cell apoptosis (Chen et al., 2005a). Such a
cytoprotective role for endogenous NO in liver cells has been pre-
viously demonstrated, for example in the context of the
TGFB-induced apoptosis in mouse hepatocytes; indeed, this apop-
tosis was inhibited by the iNOS-related endogenous NO produced
upon interleukin 1pfinterferon y exposure (Pan et al., 2009).
Likewise, endogenous NO was shown to exhibit possible beneficial
effects in liver during TNF-induced shock in mice; indeed,
co-treating mice with both TNF and L-NAME (the NOS inhibitor
NS-nitro-L-arginine methyl ester) or using iNOS~/~ mice led to a
marked sensitization for TNF liver toxicity (Cauwels and
Brouckaert, 2007).

Regarding the role of NO as an inhibitor of cell death, various

intracellular mechanisms have been evidenced. Thus, Chen and
coworkers have previously shown that the repressive effect of
NO on B[a]P-induced cell apoptosis in human lung fibroblast
involves inhibition of JNK1 activation (Chen et al., 2005a). Based
upon the fact that inhibiting the B[a]P-induced JNK activation
was previously found to result in an inhibition of the related apop-
tosis in F258 cells (Huc et al., 2007), a role for JNK in the protective
effect of NO presently detected appears unlikely. Numerous works
have shown that NO can inhibit apoptosis by affecting the expres-
sion/activity of diverse pro- or anti-apoptotic proteins. Notably, it
has been reported that NO either increased the content of the
anti-apoptotic protein Bcl-2 in rat aortic endothelial cells exposed
to cytokines, or reduced the up-regulation of the pro-apoptotic
protein Bax upon UVA exposure (Liu and Stamler, 1999). Such a
regulation is unlikely to occur under our experimental conditions
since no change in Bcl-2 and Bax protein content was observed
upon B[a]P compared to untreated cells (unpublished data). An
effect of NO on the activity of caspase-3, a well-known effector
protease of apoptosis, might have also been a clue since the activity
of this enzyme has been shown to be inhibited by NO through an
S-nitrosation in endothelial cells; such an inhibition then ham-
pered the TNFx- or serum depletion-induced apoptosis
(Haendeler et al., 1997). However such a mechanism has to be
ruled out in the present study since no further increase in the
B[a]P-induced caspase activity was detected in the presence of
CPTIO or L-NMMA. As B[a]P has been previously shown to elicit
both caspase-dependent and -independent pathways in F258 cells
(Huc et al., 2006), it therefore seems that the protective effect of
NO in B[a]P-treated F258 cells might stem from the regulation of
caspase-independent pathways. NO is known to exhibit
anti-oxidant properties by itself or to favor the expression of
anti-oxidant molecules (Cauwels and Brouckaert, 2007). In this
context and as oxidative stress plays an important role in the acti-
vation of the caspase-independent apoptotic pathway in F258 cells
exposed to B[a]P through lysosome damage (Huc et al., 2006;
Gorria et al., 2008), the NO effect presently detected might have
involved a protection toward oxidative stress. Nevertheless, data
on the effects of CPTIO and L-NMMA on lipid peroxidation were
not conclusive, at least at 48 h (data not shown). Furthermore, if
NO anti-oxidant properties would have occurred, co-treating cells
with B[a]P and SOD- or catalase-PEG should have led to an
enhancement of NO level (Supplementary Fig. 2B). A mere explana-
tion for the effects of endogenous NO toward B[a]P-induced toxic-
ity might also have been through an impact on AhR or p53
activation. As shown in Figs. 4 and 5, such a hypothesis was ruled
out since no change in the B[a]P-induced p21 or CYP1B1 expres-
sion was detected upon CPTIO or SNAP co-exposure. Finally, one
might hypothesize that mitochondrial hyperpolarization would
play an important role in the cell protection signaling afforded
by the NO protection. Regarding that point, the present study

Page 132 sur 328



K. Hardonniére et al./ Toxicology in Vitro 29 (2015) 1597-1608 1607

clearly showed that the B[a]P-induced mitochondrial membrane
hyperpolarization, which was found to rely upon both AhR and
p53, but not NHE1, was prevented when using CPTIO. This there-
fore clearly indicated that AWm was a target of endogenous NO
in our cell model. It is worth noting that mitochondrial hyperpolar-
ization has been related to alterations of the oxidative phosphory-
lation, evidenced by a decrease in cell respiration (Forkink et al.,
2014), with concomitant stimulation of glycolysis in order to main-
tain ATP production (Sanchez-Cenizo et al.,, 2010). A similar link
between reduced mitochondrial activity and shift toward glycoly-
sis due to NO has been previously reported, for example in ovarian
cancer cells (Caneba et al., 2014; Chang et al., 2015). The involve-
ment of such a metabolic reprogramming upon B[a]P is currently
under investigation and should allow unraveling the mechanisms
underlying the NO brake effect toward B[a]P-induced apoptosis.

In conclusion, our study points to an important role for the
endogenous NO production as a survival signal in B[a]P-exposed
hepatic cells, likely through mitochondrial hyperpolarization. The
evidence of a protective role for NO production toward
B[a]P-elicited cell death, along with the known effects of NO on
DNA damage and DNA repair (Mikhailenko and Muzalov, 2013;
Tang et al., 2013), might contribute to the carcinogenesis induced
by B[a]P in liver.
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Supplementary Figure 1. Evaluation of the F258 cell karyotype. Determination of the chromosomal
content was performed on cells arrested in metaphase by colcemid, according to a method
previously described (Cassio, D., 2006. A general and reliable method for obtaining high yield
metaphasic preparations from adherent cell lines: rapid verification of cell chromosomal content. In:
Cell Biology, A Laboratory Handbook (third ed.)-J. Celis (Ed.), 39Academic Press , pp. 387-391).
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Supplementary Figure 2. (A) Effects of B[a]P exposure on endogenous NO production. F258 cells
were treated or not with B[a]P 50 nM during 48 h. DAF2-DA, an NO-sensitive fluoroprobe, was used
to detect NO by fluorescence microscopy. Mitochondria were visualized using the fluoroprobe
Mitotracker. NONOate (10 uM; open blue peak) was used as a positive control for NO production.
Representative of 2 independent experiments. (B) No clear change in the B[a]P-induced shift of the
DAF-FM fluorescent peak occurred upon co-treatment with two known antioxidants (SOD-PEG:
superoxide dismutase-PEG [500U/mL] and catalase-PEG [200U/mL]). Detection of fluorescence was
performed by flow cytometry following cell staining with DAF-FM. F258 cells were treated or not
with B[a]P 50 nM during 24 h. Histograms are representative of 2 independent experiments.
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Supplementary Figure 3. Absence of AhR silencing effects on the protein level of CYP1B1 (A) or of p21
(B) in B[a]P-exposed F258 cells. F258 cells, transfected either by a control SiIRNA (Si Neg) or an SiRNA
targeting AhR (Si AhR) (for details, see Tekpli et al., 2010a), were treated or not with B[a]P 50 nM during
48h. After treatments, western-blotting analysis of CYP1B1 (A) or of p21 protein (B) level was

performed (as described in Experimental procedures). In (C), the efficacy of SiAhR towards AhR protein
level was tested. Number of experiments = 2.
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Supplementary Figure 4. (A) Involvement of AhR in the B[a]P-induced NO production. F258 cells were
treated with B[a]P 50 nM for 24h in the presence or not of CH223191, an inhibitor of AhR. Flow
cytometry analysis was then performed following cell staining with the fluoroprobe DAF-FM. NONOate
(10 puM; open blue peak) was used as a positive control for NO production. Histograms are
representative of 3 independent experiments. (B) Effects of TCDD on both NO production and
mitochondrial membrane potential (AWm). Cells were treated or not with TCDD 10 nM for 24, 48 or
72h, prior staining with either DAF-FM (to detect NO production), or DiOC6(3) (to measure AWm).
Histograms are representative of 3 independent experiments.
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Supplementary Figure 5. Effects of B[a]P exposure on endogenous nitric oxide (NO) production does
not involve NHE1 activation. In the absence cariporide (a specific inhibitor of NHE1), F258 cells were
treated or not with B[a]P 50 nM during 24, 48 or 72 h (control). When testing the inhibitor, F258 cells
were pre-treated for 1 h with cariporide (10 uM) prior to co-exposure to B[a]P (24, 48 and 72h). Flow
cytometry analysis was then performed following cell staining with the fluoroprobe DAF-FM.
Histograms of NO production are representative of at least 3 independent experiments.

Page 139 sur 328



DiOCé

TCDD 10 nM

Counts
160 240 320 400

80

Py B
100 A% 10

Counts
160 240 320 400

80

o
104 1

Bouiso —Teop —Farp

st 2 T3
o 10! g2, 10

104

Counts
160 240 320 400

80

Supplementary Figure 6. Effect of TCDD on mitochondrial membrane hyperpolarization. F258 cells
were treated with TCDD 10 nM for 24, 48 and 72h. Flow cytometry analysis was then performed
following cell staining with the fluoroprobe DiOC6(3). FCCP (50 uM; open blue peak) was used as a
positive control for mitochondrial membrane depolarization. Histograms of AWm are representative of
3 independent experiments.
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Supplementary Figure 7. Absence of NO effects on the mRNA expression and protein level of p21
and GADDA45 in B[a]P-exposed F258 cells. In the absence of inhibitors/modulators, F258 cells were
treated or not with B[a]P 50 nM (BP50) or 1 uM (BP1000) during 24h (B) or 48h (A, B). When testing
inhibitors/NO modulators, cells were pre-treated for 1 h with CH223191 (CH, 10 uM), a specific
inhibitor of AhR, or pifithrin o (PIF, 10 uM), an inhibitor of p53, or the NO scavenger carboxy-PTIO
(CPTIO, 25 puM), or the NO-donor SNAP (50 puM), prior to co-exposure to B[a]P 50 nM (BP50) for 24h (B)
or 48h (A, B). After treatments, RT-gPCR analysis of p21 (A) or GADD45 (B) mRNA expression was
performed (as described in Experimental procedures). mRNA expression was given relative to control
cells with vehicle. Number of experiments = 4 for all conditions. *: p<0.05 and ***:. p<0.001: test
treatment versus untreated control cells.
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Article 2

AhR- and NHE1-related metabolic reprogramming detemines the cell

survival induced by the environmental carcinogen bezo[a]pyrene

(Article en préparation)
Contexte scientifique de I'étude

Nous avons pu confirmer dans l'article 1 que le]B[est a I'origine d’'une hyerpolarisation de
la membranemitochondriale dans les cellules épidtles hépatiques F258 (Hardonniare
al., 2015). Par ailleurs, nous avons pu montrer dansavail que cette hyperpolarisation se
manisfestait précocément, dés 24 heures, maisusuyte celle-ci perdurait tout au long de la
cinétique d’exposition, aprés 72 heures d’expasitior, une telle augmentation de potentiel a
été mise en évidence au cours des processsus clrisation (Houstoet al, 2011), et serait
associée a la reprogrammation métabolique ideatdens les tumeurs (Hockenbery, 2010).

D’ou l'intérét de mieux préciser I'impact du B[a$Rr la fonction énergétique mitochondriale.

Objectifs
Evaluer I'impact du B[a]P sur le métabolisme éngquee, et déterminer Iincidence d'un tel

remaniement sur le phénotype et la survie desleslk258.

Résumé des principaux résultats

Nous avons démontré que le B[a]P, via un proceddt®IT, modifie non seulement le
phénotype cellulaire, mais accroit de surcroitdeeptiel migratoire des cellules épithéliales
hépatiques F258. Parallelement a ces modificatioogs avons également mis en évidence
gue le B[a]Pyia I'activation de NHE1 et du RAh, reprogramme le abétisme énergétique,
avec un ralentissement de la phosphorylation oxyelat une augmentation de la glyolyse.
Une stimulation du cycle de Krebs, caractériséeauggnentation des niveaux de succinate, a
également été mis en évidence ; celle-ci reposemifparticulier sur la dissociation du
complexe I, et résulterait d'une acidification dampartiment matriciel. Enfin, nous avons
pu montrer que cette reprogrammation métaboliqusttae un signal de survie, susceptible

de favoriser le changement de phénotype soust'éffé[a]P.
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ABSTRACT

Cancer cells display alterations in many celluleocpsses when compared to healthy cells.
Among them, metabolic reprogramming towards glysislyknown as the Warburg effect,
has emerged as a core hallmark of cancer, allowmugt cancer cells to survive and
proliferate. Although contributions of environmentantaminants to cancer development are
widely accepted, the involved mechanisms havetstilie clarified. Benzo[a]pyrene (B[a]P),
the prototype molecule of polycyclic aromatic hychdbons, exhibits genotoxic as well as
carcinogenic effects; this has led the InternalioAgency for Research on Cancer to
recognize it as a human carcinogen. Besides thekwelvn apoptotic signals triggered by
B[a]P, survival signals have also been suggestedctur, both signals likely involved in
cancer promotion. Our previous work suggested that B[a]P-induced mitochondrial
dysfunctions, especially characterized by a mitochial membrane hyperpolarization, might
trigger cell survival signaling in rat hepatic é¢mlial F258 cells. The present study therefore
aimed at further characterizing these mitochonddgsfunctions induced by B[a]P, by
focusing on the energetic metabolism in B[a]P-gdahepatic cells. Our data clearly
established that this carcinogen promotes bothpathetial-to-mesenchymal transition and
cell migration in F258 cells; in parallel, a metabaeprogramming was detected, with a
decreased oxidative phosphorylation and an incdeaggcolysis. A stimulation of the
tricarboxylic acid cycle leading to an increasesirccinate level was also detected, likely
involving a dissociation of mitochondrial complek The glycolytic shift relied on both
NHE1 and AhR activation, and appeared to be a kajufe in B[a]P-induced cell survival

and invasion.
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INTRODUCTION

Metabolic reprogramming upon malignant transfororatinas been extensively
studied, and the reversible metabolic shift fromdakve phosphorylation (OXPHOS) to
aerobic glycolysis (the so-called Warburg effe&)now a core hallmark of cancer cells
(Hanahan and Weindberg, 2011). This reprogrammliogva cancer cells to survive from the
carcinogenesis onset, notably because it mostteibc supports the neoplastic proliferation

(Kroemer and Pouyssegur, 2008).

More recently, close interconnections between gnergtabolism and cell fate have
been reported in which mitochondria play a cruowdd, notably through a number of death
effectors and the control of organic acid balan®en et al., 2014; Bénit et al., 2014). In
line with this, a high mitochondrial membrane pai@En(Aym) appears to be a relevant
marker for mitochondrial dysfunction in cancer. Bu highAym depends on the proton
pumping (matrix to intermembrane space) associat#ti the electron flow through
mitochondrial inner membrane, and the proton baeksportation to the matrix via the
FOF1ATPase with concomitant ATP synthesis. It trepesents a snapshot of mitochondrial
functional status. Indeed, many carcinomas displgi Aym (Fantin et al., 2002), and cells
with high Aym appear to be more prone to form tumors (Heerdl.eP006; Schieke et al.,
2008). Interestingly, a higl\ym has been measured concomitantly to cell metabolic
reprogramming towards glycolysis in hepatocarcindte@pG2 cells (Sanchez-Cenizo et al.,

2010).

Environmental carcinogens are among the variousr®evhich might favor a highym
and hence metabolic reprogramming. Thwvgm increased upon the activation of the aryl
hydrocarbon receptor (AhR) by 2,3,7,8 tetrachldredzo-p-dioxin (TCDD) in the mouse

hepatoma Hepalclc7 cells (Tappenden et al., 2BldWyever, a glycolytic reprogramming
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upon AhR activation remains to be determined. ABRactivated by several polycyclic
aromatic hydrocarbons (PAHs) which are major emritental contaminants, notably found
in exhaust fume, cigarette smoke and diet. The R#btotype benzo[a]pyrene (B[a]P)
exhibits a strong carcinogenic potential, and &ssified as carcinogenic to humans by the
International Agency for Research on Cancer (IAR@)wever the carcinogenicity of B[a]P
implies various mechanisms that remain to be oatifB[a]P, following its bioactivatiomia
cytochromes P450, is genotoxic, and hence could kagene mutations, eg. ip53
(Hernandez-Boussard and Hainaut, 1998). It cousb d&hvor cancer promotion step by
conferring a selective advantage to the initiatetlsc notably through the expression of
growth factors and/or anti-apoptotic mechanismsatbef normal cells upon B[a]P exposure
might in addition contribute to favor the pre-neagit cells (Bock and Koéhle, 2005). B[a]P
can also favor metastasig the promotion of cell migration (Ba et al., 2015)by acting on
the expression of extracellular matrix componemgldgass et al., 2006). Regarding the
impact of B[a]P on cell metabolism, we have preslgishown in rat epithelial hepatic F258
cells, that B[a]P can affect lipid metabolism (Tkkgt al., 2010), and the expression of
hexokinase Il, c-myc and GSK3 proteins (Huc et20lQ7; Dendelé et al., 2012), all known as
controlling energy metabolism (Kotliarova et alQ03; Soga, 2013). However, the effect of
B[a]P, and more generally PAHs, on cell energy mgtam is so far very poorly described.
As B[a]P exposure led to mitochondria hyperpoldararain F258 cells (Huc et al., 2003),
possibly in relation with activation of a survivphthway (Hardonniére et al., 2015), we

hypothesized that a glycolytic shift might occuoonB[a]P exposure.

Due to hyperpolarization of these cells in the pneg of B[a]P, the present study aims at
testing the effects of B[a]P on the energy metabolof F258 cells. Moreover, this cell line is
sensitive to low concentrations of B[a]P, and thusre relevant to environmental exposure

(Holme et al., 2007). Our study revealed a B[aJted metabolic reprogramming, that
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involved AhR and the previously identified actiatiof the N&H" exchanger 1 (NHE1)

(Huc et al., 2004, 2007), this reprogramming beglgted to an EMT-like phenotype.
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Material and Methods

Chemicals

Benzo[a]pyrene (B[a]P), a-naphthoflavone o-NF), 1-Methyl-N-[2-methyl-4-[2-(2-
methylphenyl)diazenyl]phen yl-1H-pyrazole-5-carbowde (CH223191), cytochalasin B,
insulin, 2-deoxyglucose and 2,3,7,8-Tetrachloroddmep-dioxin (TCDD) were purchased
from Sigma-Aldrich (Saint Quentin Fallavier, Frahdd-(Diaminomethylene)-4-isopropyl-3-
(methylsulfonyl)benzamide (Cariporide) was purclkagseom Santa Cruz Biotechnology
(Heidelberg, Germany). Hoechst 33342 was purchased Life Technologies. All these
products were used as a stock solution in DMS@y fioncentration of this vehicle in culture
medium was <0.00005% (v/v), and control cultureserneed the same concentration of
vehicle as treated cultures®HJ-2-deoxyglucose was from PerkinElmer (Boston and
Waltham, USA. Monoclonal mouse anti-HSC70 antibody (sc-7298) mrwhoclonal mouse
anti-actin antibody (sc-8432) were purchased fraant& Cruz Biotechnology (Heidelberg,
USA). Monoclonal mouse anti-E-Cadherin antibody 0#14) was purchased from BD
Biosciences (Le Pont de Claix, France). Polyclddabbit anti-AhR antibody (BML-SA550)
was purchased from Enzo Life Sciences (Lyon, Frandenoclonal mouse anti-vimentin
antibody (M0725) was purchased from DAKO (Les Uksance). Secondary antibodies

conjugated with horseradish peroxidase were puechitiem DAKO (Les Ulis, France).

Cell culture

The F258 rat liver epithelial cell line (cf. Hardoere et al., 2015, for further details) was
cultured in Williams' E medium supplemented with%d0etal calf serum and 2 mM L-
glutamine. When necessary, F258 cells were alsavrgrnm galactose media made from

Williams'E medium deprived of glucose, and suppletae with 11 mM galactose, 10% fetal

Page 150 sur 328



calf serum and 2 mM glutamine. For this conditiéi258 cells were grown in galactose
medium for at least three passages before the iexg@s were conducted. The mouse
hepatoma Hepalclc7 cells were grown in alpha MEMiune supplemented with 10% fetal
calf serum and 2 mM L-glutamine. The human hepatitama HepG2 cells were cultured
in EMEM medium supplemented with 10% fetal calfuserand 2 mM L-glutamine. Each cell
line was grown at 37 °C under a 5% £&mosphere, and treated 24 h following seediny wit

B[a]P for 24, 48 and 72 h, as previously descri@ptat et al., 2004).

Transfection and RNA interference (siRNA) protocol

ON-TARGETplus Rat AhR siRNA SMARTpool (si AhR) am@N-TARGETplus Non-
Targeting Pool siRNA negative control (si NT) wegnerchased from GE Dharmacon. Basic
Small interfering RNA (SiRNA) resuspension was il according to manufacturer's
recommendations. Transfections of siRNA were perémt in 60 mm dishes on 60%
confluent F258 cells, in the presence of Transkdapid Reagent (BioRad). Per dish, SIRNA
(100 nM) and 12.5 ul TransFectin lipid reagent wagsplied in a final volume of 2.5 ml Opti-
MEM. Six hours later, the medium was renewed whih ¢urrent medium as described above.

Cells were then passaged in order to be treatedglarponential phase.

Real time cell immpedance measurement

The XCelligence system was used according to theufaaturer’s instructions (Roche
Applied Science). Briefly, 2 500 cells/well wereeded in the 96-well E-plates in Williams' E
medium supplemented with 10% fetal calf serum, 2 iiglutamine. Twenty-four hours
later, cells were treated with 50 nM B[a]P in tlaen® medium. Cell impedance was measured
in each well every 5 minutes for 80 hours. Impeéasignals were analyzed by an integrated

software (RTCA Analyzer), and expressed as a @dix value that reflects cell number, cell
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adhesion and/or cell morphology. The changes ¢firopledance between control and treated

cells were determined by calculating the slopéiefline between two given time points.

Flow cytometry analysis of cell cycle

After a 48h-B[a]P treatment, cells were harvested washed with phosphate-buffer saline
(PBS). Cell nuclei were stained with propidium ieliusing the Cycle Test™ PLUS DNA
Reagent Kit (Becton Dickinson, San Jose, CA). DNoatent of 20000 cells/analysis was
then monitored with a FACSCalibur flow cytometere(Bon Dickinson). Analysis of the cell

cycle parameters was performed using the Modfiinsok (Becton Dickinson).

Analysis of cell migration

Cell migration was monitored using the XCelligersystem. Cells were serum starved 5
hours before seeding in a CIM-plate. Cells werpgnyized and treated with 500 nM B[a]P in
Williams' E medium without FCS, before seeding .28 10 cells/well in the upper chamber
of a CIM-plate. Williams' E medium supplementedhwit0% fetal calf serum was added in
the lower chamber of the CIM-plate. The impedaralee of each well was measured every 5

minutes for 40 hours and expressed as a Cl value.

Western blotting

After treatment, cells were harvested and lysed 20r min on ice in RIPA buffer
supplemented with 1 mM phenylmethylsulfonyl flu@jd0.5 mM dithiothreitol, 1 mM
orthovanadate, and a cocktail of protein inhibit@Roche). Cells were then centrifuged at
13,000g for 15 min at 4 °C. Thirfyg of whole-cell lysates were heated for 5 min & 10,
loaded in a 4% stacking gel, and then separatetDBy sodium dodecyl sulfate—polymerase
gel electrophoresis (SDS—-PAGE). Gels were eleatttddd overnight onto nitrocellulose

membranes (Millipore). After membrane blocking wéhrris-buffered saline (TBS) solution
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supplemented with 5% bovine serum albumin, memisramere hybridized with primary
antibodies against E-cadherin or vimentin overnight4 °C, and next incubated with
appropriate horseradish peroxidase-conjugated dacpnantibodies for 1 h. For protein
loading evaluation, primary antibodies against H®©7 -actin were used. Immunolabeled
proteins were then visualized by chemiluminescersteg the LAS-3000 analyzer (Fujifilm).

Image processing was performed using Multi Gaudtsvace (Fujifilm).

Analysis of oxygen consumption and extracellularidification rates

F258 cells were seeded in Seahorse XF 24-well pliates (Proteigene, St Marcel, France) at
6 000 cells/well. Twenty four hours later, cellsrev¢reated with B[a]P 50 nM or DMSO for
48h. On the day prior to the experiment, XF extitatze flux cartridge was hydrated with XF
calibrant overnight. After a 48h-treatment, the med was changed to assay medium
(unbuffered DMEM with Glucose 10mM, Glutamine 2midapyruvate 2mM) and kept one
hour in a non-C@incubator at 37°C. The mitochondrial function tests performed with
consecutive injections of inhibitors of the eleatrivansport chain (ETC): oligomycin 1uM
(inhibition ATP synthase), FCCP (Carbonyl cyanidérfluoromethoxy)phenylhydrazone)
0.5 uM (uncoupler of the mitochondrial inner memmarato get the maximum electron flux
through ETC) and a mix with rotenone 1uM and antgimyA 1uM (inhibition of complex |
and Il of ETC). OCR (oxygen consumption rate) &#CAR (extracellular acidification rate)
were measured and normalized after experiment ditgprto protein content. Five

independent experiments were performed.
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Extracellular Lactate Measurement

Cell Supernatants were collected and directly fincaiéer culture experiments. Quantification
of L-lactate levels was based on two enzymatic trel@s. Lactate dehydrogenase (LDH;
Roche, Meylan, France) catalyzed the NAD+-mediabeidation of lactate in pyruvate. A
second reaction, using glutamate-pyruvate transaseifGPT; Roche, Meylan, France) was
used to shift first reaction equilibrium by trangfong the entire pyruvate into alanine and
ketoglutarate. The amount of NADH formed was relate the quantity of lactate processed
by these two coupled reactions. Briefly, 20 pL atle sample were added to 200 pL of
reaction buffer (620 mM sodium carbonate, 78.7 miglitamate, 0.92 mM NAD, 2 ug GPT
and 2 pug LDH). The standard range was performetgughium lactate (Sigma Aldrich). 96
multiwell plates were then incubated at 37°C forn3idutes before quantifying extracellular
lactate production by monitoring the increase iscabance of NADH at 355 nm on a
spectrophotometer (SpectraMax Gemini; Molecular iPes; France). At least three
independent experiments, performed in triplicatel aormalized to their related protein

contents, were carried out for each experimentadlicion.

Substrate oxidation assays

After a 48 hour treatment with B[a]P 50 nM, °lolated F258 cells were incubated for 90
min at 37°C in 1 mL of Krebs-Ringer phosphate hutfentaining 5 mM U'C-glucose (11
GBg/mmol, isotopic dilution 1/1000, Perkin Elmedr 5 mM [U-‘C] pyruvate (0.351
GBg/mmol, isotopic dilution 1/250, Perkin Elmer).O¢ was recovered for 1h in
benzethonium hydroxide after stopping the reactuith sulphuric acid 6N. The radioactive

CO, was counted by liquid scintillation (Ultima Golerkin Elmer).
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Mitochondria isolation and Complex Il activity measement

Mitochondria were isolated from F258 cells treatath or without B[a]P 50 nM for 48h as
previously described (Lemarie et al, 2011), resndpd in lysis buffer and kept at —80 °C.
The activities of complex Il were measured by spgidtotometric tests (Lemarie et al, 2011).
Succinate dehydrogenase activity (SDH; subunits) AvBs analyzed by the reduction of
DCPIP (dichlorophenolindophenol) in the presencéb®IS (phenazine methosulfate) while
succinate ubiquinone-reductase (SQR; subunits Adgjivity was assayed by the
CoenzymeQ-dependent reduction of DCPIP. Brieflyy footh activities, 1@g of
mitochondria were resuspended in 2@0 of phosphate buffer (35 mM, pH 7.3)
supplemented with 2 mM KCN andug/mL Antimycin A (Sigma). For SDH activity, 10 mM
succinate, 1.6 mM PMS and 4™ DCPIP were added. For SQR activity, the mitochaid
suspension was combined with 40 mM succinate,\ M@0Q2 (Sigma C8081) and 33/
DCPIP. Following a 5 min incubation at 37 °C, ts@bance at 610 nm was recorded every
30 s during 10 min (FLUOstar Optima, BMG Labteampnitoring the extinction of DCPIP
at 37 °C £ =21 mM-1 cm-1). Results were expressed as relastivities compared to

control cells. All the reagents and chemicals ewenfAcros Organics (Fisher), unless stated.

Visualization of chromatin condensation and fragm&tion by nuclear staining

Chromatin condensation and morphological changeshén nucleus were observed after
staining with the chromatin dye Hoechst 33342.dwilhg treatments, cells were stained with
50 ug/ml Hoechst 33342 in the dark for 30 min at 37 @\d then examined under

fluorescence microscopy (Olympus BX60, France)allpbpulation was alwaysA00 cells.
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ATP quantification

ATP content was evaluated using a luminescencey ddsabased upon the reaction of
luciferin with ATP in the presence of luciferasee(Titer-Glo luminescence cell viability

assay, Promega), according to the manufacturessuictions. The amount of ATP was
proportional to the luminescent signal measurech veit spectrophotometer (SpectraMax

Gemini; Molecular Devices, France).

Statistical analysis

All data were obtained from a minimum of three ipeledent experiments. They were quoted
as mearx SD. Analysis of variance followed by Newman—-Keuwdsttwas used to test the
effects of B[a]P. Differences were considered digant at the level ofP<0.05. All

statistical analyses were performed using GraphPadm 5.01 Software (GraphPad

Software, San Diego, USA).
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RESULTS

B[a]P affects F258 cell phenotypgia an EMT-like process

We first tested the effects of 50 nM B[a]P (48h-esxyre) on F258 cells in the
presence of 25 uM antimycin A (AA) and 8 uM oligazny A (OA), inhibitors of respiratory
chain complexes Il and V, respectively. In the alze of B[a]P, OXPHOS inhibition by
antimycin/oligomycin led to a massive cell deathg(FLA). Interestingly, co-exposure of
inhibitors with B[a]P favored cell survival, poskibdue to a metabolic reprogramming
rendering the cells less dependent on oxidativealbodéism. Such a reprogramming being
generally associated with changes in cell phenotyaethen performed measurements using
XCELLigence technology (see Material and Methods)faster increase in the impedance
shown by the cell index time course, was elicitgd Bja]P (50 nM) after 40h, with a
significant increase in the slope (by about 75 %g. 1B). This could be due to either an
increased cell proliferation or changes in cell egibn properties (i.e. spreading). The
different cell cycle phases at 48h were thereftudied using IP staining and flow cytometry.
The number of cells in the GOG1 phase significaimtyeased with a concomitant decrease of
these in S phase (Fig. 1C), pointing to a decreatiee proliferating cell number. Altogether,
the cell index increase and the concomitant deetkgsoliferation upon B[a]P exposure

pointed to cell spreading.

As the above results might indicate the occurreaten epithelia-mesenchymal
transition (EMT)-like process upon B[a]P exposuhe, protein level of known epithelial and
mesenchymal markers was then studied (Fig. 2A)slA@vn by the downregulation of the
epithelial marker E-cadherin (48h) and an upreguiadf the mesenchymal marker vimentin
(as early as 24h of treatment), B[a]P induced & $&tum an epithelial to a mesenchymal

phenotype. To further support this shift, the intpat B[a]P on the F258 cell migration
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potential was tested with the XCELLigence techngloging CIM plates (see Material and
Methods). As shown in Fig. 2B, a marked rise ofithpedance curve upon B[a]P exposure
was detected, with a significant increase of theicdex (Fig. 2B, inset), thus indicating that

B[a]P augmented cell migration capacities.

Altogether, these results indicated the appearaha@ 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 mexight since a glycolytic shift
favors both cancer cell survival (Boroughs and DeB#énis, 2015) and EMT (Li et al.,
2015). A bioinformatics analysis was first carriedt, based upon the impact of a 72h
exposure to B[a]P 2 uM on the transcriptome oftthman hepatocarcinoma HepG2 cell line
(GSE40117, Doktorova et al., 2013). More preciselyprder to identify pathways that are
differentially correlated with B[a]P response, wsed single-sample gene set enrichment
analysis (ssGSEA) projection as a hypothesis-géngragene set identification tooAs
shown in Supplementary Fig. 1, the ssGSEA analysiealed that the expression of
OXPHOS-related gene set was globally down-regujatedcontrast to glycolysis and
xenobiotic metabolism-related genes which were agpdated. This therefore pointed to a

B[a]P-induced metabolic reprogramming of hepatitsce

Thorough characterization of energy metabolism 258 cells was therefore
conducted in order to determine the impact of alBja]P concentration. Analysis of oxygen
consumption rate (OCR) was thus performed usingh@sa XF24 technology. OCR
experiments (Fig. 3A) showed a strong inhibitionbakal respiration after 48h of B[a]P (50

nM) exposure. Furthermore, the ATP-linked OCR feiltg FOF1ATPase inhibition by
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oligomycin A (oligo) was lower in B[a]P-treated Isetompared to untreated cells. However,
injection of the uncoupler molecule FCCP to evaudie maximal respiration capacity did
not show any modification between control and BfaHated cells, suggesting no effect on
complex IV activity. However, the reserve capaeppeared higher in B[a]P-treated cells. In
this context, B[a]P-treated cells would exhibitettbr capacity to consume @hen increased

ATP demand or during a stress. These data therstmgested that B[a]P-treated cells might
be more adapted to deal with other stress; thisimvase with the results of Fig. 1A showing

better survival of B[a]P-treated cells when OXPH@&s inhibited. Altogether, these data
indicated that B[a]P led to a cell phenotype asged with a change in energy metabolism

and cell survival.

We next measured extracellular acidification raECAR). This parameter was
increased by B[a]P (Fig. 3B), indicating an extttar acidification and hence a glycolytic
reprogramming upon carcinogen exposure. As suchlhamge in extracellular pH could
involve an accumulation of glycolytic by-productse finally evaluated the lactate release, a
well-known indicator of glycolysis. As shown in Fi@C, this parameter was enhanced
following a 48h-exposure to B[a]P 50 nM, with a m@ronounced increase with 1 uM. Such
a dose-dependent effect was already significaetr &4 hours, and was enhanced after 72
hours (Supplementary Fig. 2A). Note that 50 nM dhmgkebenzanthracene (DMBA), another
known carcinogenic PAH, had similar effects as B[aj F258 cells (Supplementary Fig. 2B).
It is also noteworthy that B[a]P increased extriadai lactate in two other hepatic cell lines,
HepG2 (Supplementary Fig. 2C) and Hepalclc7 (Fy, @ith a more pronounced effect in

the latter one.

In total, we clearly evidenced a glycolytic repragnming in B[a]P-treated F258 cells,

related to a major deregulation of mitochondriadtion.
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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 effectsRa]P on the glycolytic metabolism,
glucose oxidation was next analyzed by measuried®®O, production using“C-glucose.
Glucose oxidation significantly increased after8n-4€xposure to B[a]P 50 nM (Figure 4A).
To test if the stimulation of both glucose oxidatiand lactate production were linked to an
increased glucose consumption, this uptake wasiateal using 2-deoxy-[IH]-glucose. As
expected, cytochalasin B, to inhibit actin filamé&wmimation, blocked glucose uptake in F258
cells (Supplementary Fig. 3A). However, B[a]P 50 (8h) remained ineffective. We then
evaluated whether a stimulated pentose phosph#tevga might participate to the glucose-
related CQ production presently detected. A simple way t¢ tieis hypothesis was to inhibit
OXPHOS and to evaluate glucose oxidation. As itated in Fig. 4B, OXPHOS blockade by
rotenone (ROT, 1 uM) or antimycin (AA, 1 uM) markegrevented the B[a]P-increased
glucose oxidation, suggesting a link with OXPHOSowever, a slight, but significant,
increase in glucose oxidation was still detecte®[@]|P-treated cells under these conditions.
Altogether, these results suggested that B[a]Peasmd glucose oxidation through the
activation of the tricarboxylic acid (TCA) cycle,hieh produces COfrom glucose. To
support this hypothesis, pyruvate oxidation wadyaea (Fig. 4C), and found to be enhanced
already at 24h with a marked rise at 48 hours, fraisting to a TCA cycle stimulation by

B[a]P.

Identification of the mitochondrial complex Il as responsible for the TCA cycle

stimulation in B[a]P-treated F258 cells

Based upon the above results indicating a B[a]Rgad decrease in oxygen consumption

along with an increase in both glucose and pyrueidation, we then hypothesized that
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B[a]P exposure might result in an uncoupling effeetween TCA cycle and OXPHOS. The
respiratory chain complex Il has been previouslpwah to be responsible for such an
uncoupling, thereby leading to superoxide aniog’\@roduction (Hwang et al., 2014). As
O, production was detected upon B[a]P exposure irBK23ls (Huc et al., 2006), we thus
decided to evaluate the two complex lI-related vaats: the SQR (succinate:ubiquinone
oxidoreductase) and SDH (succinate dehydrogenat®jtias. Fig. 4D shows that a 48h-
treatment to B[a]P 50 nM significantly decreased 80QR activity (by'25% compared to

control), without any effect on SDH activity. Undauir experimental conditions, no change in
complex | activity was detected (Supplementary R3@). As a mitochondrial matrix

acidification can be responsible for such effeectscomplex Il (Lemarié et al., 2011), matrix
pH was analyzed and found to decrease upon B[&]P5 48h) exposure (by about 1.5 pH
unit); as expected, the uncoupling agent FCCP iedem even more pronounced matrix
acidification (Supplementary Fig. 3C). An incre@gsuccinate concentration can result from
complex Il inhibition (Albayrak et al., 2003; Hwarg al., 2014Wojtovich et al., 2013). Fig.

4E clearly shows that B[a]P (50 nM, 48h) signifitgrenhanced this concentration while

decreasing the fumarate one, further confirmingg8faP effects on complex II.

Role for AhR and NHEL1 in B[a]P-induced metabolic rerogramming in F258 cells

We next tested if CYP-related B[a]P metabolism waslved. As illustrated in Fig.
5A, a-naphthoflavone (NF), a known CYP metabolism infoihifully prevented the B[a]P
(50 nM, 48h)-induced lactate release. Based uperfdbt thata-naphthoflavone is known
also to inhibit AhR which is activated by sever@dH, including B[a]P, and as AhR is not
involved in the regulation of B[a]P metabolism i298 cells (due to a constitutively high

CYP1B1 expression; Tekpli et al., 2010; Hardonngral., 2015), a possible role for AhR in
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the glycolytic shift was tested. First, using TCIHDD nM, 48h), a strong AhR ligand and
activator, we evidenced an increase in lactateaseléen F258 cells, even though this increase
was less, compared to B[a]P (Fig. 5B). By silencAtiR through a siRNA approach, we
found that this receptor was involved in the B[a]Rited effects on lactate release in F258
cells. Indeed, besides markedly inhibiting AhR egsion (Hardonniére et al., 2015), siAhR
treatment significantly prevented the B[a]P (50 m8h)-induced increase in lactate release
(Fig. 5C). Taken together, these observations siggerole for AhR in the metabolic

deregulation induced by B[a]P.

We previously found that B[a]P metabolism activaa@d\NHE1 pathway in F258 cells
(Huc et al., 2004, 2007). As NHEL1 is known to redel both cell energy metabolism
(Fidelman et al., 1982; Peak et al., 1992) and dexnip activities (Lemarie et al., 2011), we
therefore tested its possible involvement in tha]Bfinduced glycolytic shift. By using
cariporide (10 puM) to inhibit NHE1 activity, we demstrated that NHE1 was involved in this
metabolic shift since no significant change in d&et release was observed upon
B[a]P/cariporide co-exposure, as compared to cb(fig. 5A). Similar results were obtained
in Hepalclc7 cells (Fig. 5D), in which B[a]P alstivated NHE1 (Holme et al., 2007). In
order to test whether NHE1 might also be involvedhie TCA cycle stimulation, glucose
oxidation was measured in presence of cariporidé,the increase upon B[a]P (50 nM, 48h)
was fully prevented by this inhibitor (Fig. 5E).t8djether these results point to a role for the

B[a]P-activated NHE1 pathway in metabolic reprognany.

Page 162 sur 328



Role for the B[a]P-induced glycolytic shift as a swival signal in F258 cells

The role for the glycolytic shift in the phenotypiesponses to B[a]P was finally
tested. We thus evaluated the impact of B[a]P dindeath when glycolysis was prevented.
To do so, cells were forced to rely on OXPHOS bissituting glucose by galactose in
culture medium (Marroquin et al., 2007; Weber et2002). In order for the cells to adapt to
this change of metabolic substrate, they were rdtin presence of galactose for at least 3
passages before B[a]P (50 nM or 1 uM, 72h) exposimder these conditions, no significant
change was recorded in the intracellular ATP lesa@hpared to glucose conditions, in the
absence of any treatment; furthermore, the effeicB{a]P on ATP level appeared not to rely
on the medium substrate (Fig. 6A). As expected,faumd that the replacement of glucose
with galactose fully blocked the B[a]P (50 nM omuM, 48h)-induced lactate release (Fig.
6B). Inhibiting glycolysis significantly increasede B[a]P-induced cell death, especially for

B[a]P 50 nM (Fig. 6C).

Altogether, these results therefore point to glytiolreprogramming as responsible

for a survival signal in B[a]P-treated cells.
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DISCUSSION

High intrinsicAym appears to be a shared feature of many cances,tgpd is linked
to their degrees of aggressiveness (Heerdt et@8;J0antin et al., 2002). But little is known
about its pathophysiological origin. We thus hymsiaed that such a mitochondrial alteration
might result from exposure to environmental cargars. In support to such a hypothesis,
suffice it to say that an ever increasing numbeerofironmental toxicants has been reported
to target mitochondria (Meyer et al., 2013). Regaydnore specifically AhR activators, it is
noteworthy that TCDD, a well-recognized strong Aaftivator, was shown to regulate eight
nuclear encoded mitochondrial genes involved ircteda transport chain and oxidative
phosphorylation (Forgacs et al., 2010), and tog#ig mitochondrial hyperpolarization
(Tappenden et al., 2011). In this context, chr@xposure to toxicants targeting AhR could
thus participate to cell transformation by susthipancreasingAym. In line with this, we
previously demonstrated that B[a]P increastgdm in F258 cells (Huc et al., 2003,
Hardonniére et al., 2015). Similarly, a mitochoatlhiyperpolarization was observed in low
dose bisphenol A-treated HepG2 hepatocarcinoma @élic et al., 2012). As a link between
high Aym and metabolic reprogramming was previously predo&Sanchez-Cenizo et al.,
2010), the present study was thus dedicated to/zinglthe energy metabolism upon a low
dose B[a]P exposure of F258 cells. Despite sonegatiire indicating a possible effect of
B[a]P on glycolysis (Rady et al., 1980; Hooven &aird, 2008) or OXPHOS (Salazar et al.,
2004), the metabolic reprogramming and its role tie cell response induced by
environmental carcinogens remain to be exploreBfaiP as for many other environmental
contaminants (Robey et al., 2015). Here we showtHerfirst time that exposure to a low
concentration of B[a]P can lead to a Warburg effied¢tepatic cells (three different cell lines).
It is worth emphasizing that DMBA, another PAH d¢aogen, and TCDD were also presently

shown to enhance lactate release. Therefore, snobtabolic reprogramming might provide
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new insights into the carcinogenic process elicibgd aromatic hydrocarbons, since the

Warburg effect is a core hallmark of cancer céflar(ahan and Weindberg, 2011).

Besides the glycolytic shift, a stimulation of th€A cycle also occurred, with an
increase in both glucose and pyruvate oxidatiore Tdct that oxygen consumption was
markedly decreased under our experimental condit&uggested an uncoupling between
TCA cycle and respiratory chain at the level ofaoitondrial complex Il. Such an uncoupling
was supported by our data showing a decrease icothelex Il SQR activity with no change
in the SDH activity. Also note that a highym has previously been related to OXPHOS
uncoupling, leading to a reduced oxygen consumgt@aenbach, 2003). Recent proteomics
analysis in Hepalclc7 cells reported effects of]B[an both glycolysis and TCA cycle,
especially at early time points (Kalkhof et al. 18). However, these findings were obtained
with a higher concentration of B[a]P (5 uM), andrev@nly based on protein expression,
unlike our study which dealt with metabolite levelsd enzyme activities. Moreover, in
contrast to our data, these authors described eeatex in glycolysis and an increase in
OXPHOS level following a 24h-treatment. These dédfeces might stem either from different
cell phenotypes since Hepalclc7 cell are hepatoells avhereas F258 cells are
spontaneously transformed cells, from differenceB[a]P metabolism (Holme et al., 2007),
or from the tested concentrations. With respethi®latter hypothesis, it is worth noting that
an enhanced lactate production in Hepalclc7 celtspresently found upon a 48h-exposure
to 50 nM or 1 uM BJa]P; besides, our ssGSEA analysiing data obtained from B[a]P (2
UM)-treated HepG2 cells for 72h were in line witlr present data (i.e. decreased OXPHOS
and increased glycolysis). Regarding the origin tbé complex Il dysfunction, the
mitochondrial matrix acidification evidenced in opresent work might be involved, as

previously shown following anticancer drug exposiuemarié et al., 2011).
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We previously demonstrated that NHE1 was activ&aéddwing B[a]P metabolism in
F258 cells, thus leading to an intracellular alkaition (Huc et al., 2004, 2007). As NHE1
activation has been involved in cell malignant sfanmation, notably by regulating the
glycolytic shift through an intracellular alkalimtion (Reshkin et al., 2000), NHE1 inhibition
by cariporide was tested toward the B[a]P-incredaetate release. NHE1 activation was thus
found to be required for the glycolytic shift in 38 and Hepalclc7 cells, in which B[a]P
induced an alkalinization (Holme et al., 2007; Hu@l., 2004, 2007). This is in line with the
fact that cytosolic alkalinization has been alreatipwn to stimulate glucose utilization in
cultured hepatocytes (Peak M et al., 1992). This od NHE1 in B[a]P-induced glycolytic
shift might stem from the known pH-dependent retjoitaof glycolytic enzyme activities like
phosphofructokinase (Alfarouk et al., 2014; Resh&iral., 2014). It is worth emphasizing
here that an increased activity of hexokinase, phofsuctokinase, pyruvate kinase and
lactate dehydrogenase was found in lung of B[adBtéd mice (Rady et al., 1980). In the
present study, NHE1 was also found to control tfegMBincreased glucose oxidation. A role
for active NHE1 in upregulating glucose oxidationdathe TCA cycle rate has been
previously reported in heart from NHEL1 transgenigccan thereby participating in the
prevention of the ischemia-reperfusion injury (Mfre et al., 2011). Under our conditions
one might then propose an effect of pH on enzynigitses involved in TCA cycle. Besides
NHEZ1, our results also pointed out a role for AnRhe glycolytic shift. As this receptor was
previously found to be responsible for membraneodgiing and hence NHE1 activation
(Tekpli et al., 2010, 2012), one might then propaseAhR action on the glycolytic shita
an effect on NHE1 activity. Other possibilities mmidpe through the previously described role
of AhR onAWm (Tappenden et al., 2011), or on glucose metaha@iszyme expression (Sato

et al., 2008).
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A strong toxicity of OXPHOS inhibitors was obsealvéen the absence of B[a]P,
suggesting that under normal conditions, F258 odtochondria were fully functional.
Treatment with B[a]P (50 nM) interestingly allowedll to survive under these conditions of
OXPHOS inhibition; this thus suggested that thiscicebgen was favoring a cell adaptation
and a metabolic plasticity that confer a betterrgetc phenotype in order to survive under
deleterious conditions. As demonstrated in our\stig]a]P did induce both an increased
glycolysis and a stimulation of the TCA cycle. TB@]P-induced Warburg effect was found
to favor cell survival since F258 cells forced ébyron OXPHOS (replacement of glucose by
galactose) became more sensitive to the B[a]P @aation, despite similar intracellular ATP
concentrations. Protection afforded by glycolysés been interestingly seen only with the
low dose of B[a]P; this thus suggested that foh&rgconcentrations, pro-survival signals
might be overwhelmed by death signals, despitednitgctate levels. It is noteworthy that a
faster induction of cell death was observed in F2BBs with higher B[a]P concentration
(Huc et al., 2004). How glycolysis initiates a sual pathway under our conditions remains
to be investigated. One clue might come from thetqme phosphate pathway. Indeed, even
though this pathway seems rather weakly induce@muadr conditions, it might be sufficient
to increase intracellular levels of glutathione afrreducing equivalents such as NADPH
(Bolafios et al., 2010), thereby limiting the oxidatstress reported upon B[a]P exposure
(Gorria et al., 2006). Another possibility mightyen the stimulation of the TCA cycle due
to mitochondrial complex Il dysfunction. Indeedhiipition of the complex Il SQR activity
has been previously shown to increase the succleae#t this can then favor cell survival
notably by activating the hypoxia-inducible factar{HIF-1a) transcription factor (Selak et
al., 2005). Based upon the fact that succinatel levaeased upon B[a]P, one might then
suppose an activation of HIFelwith resulting glycolysis stimulation (Parks et,&013).

Complex Il dysfunction has also been related taahmiondrial ROS production, with either
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“deleterious ROS” or “signaling ROS”, supportingheir cell death or survival, respectively
(Drose, 2013). As mitochondrial,Oproduction was previously found in exposed F239& ce
(Huc et al.,, 2006), one might have then supposeadla for G~ in triggering survival
pathways; however, it is noteworthy that the usardf-oxidant molecules prevented B[a]P-
induced cell death, thus pointing to “deleteriouather than “signaling” ROS (Huc et al.,
2004, 2006, 2007). In this context, complex Il dysftion might play an ambivalent role, in
both survival and cell death, upon B[a]P exposRegarding cell phenotype, it is noteworthy
that a recent work has shown that chronic exposutew concentrations of B[a]P did not
alter hepatocarcinoma cell growth but promoted iwegjration and invasion boih vitro and

in vivo (Ba et al., 2015). The fact that we observed laotitycolytic shift-supported survival
and an EMT under our experimental conditions mtghs indicate a link between these two
phenomena, as already reported (Jiang et al., 20hi link will have to be further explored.
Nevertheless, NHEL1 inhibition was presently foumd pgrevent both the B[a]P-induced
glycolytic shift and cell migration (Supplementdfigure 4A), even though no effect on cell
spreading-related cell index, nor on EMT markers whserved (Supplementary Figure 4B,

C).

In conclusion, we have evidenced here that B[a]posire can trigger the cancer
related metabolic hallmark, to support hepatic cellirvival, ultimately leading to
modifications of cell phenotype and migration. Viierefore assume that such effects might

also participate to the already well describedinagenic potential of B[a]P.
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FIGURE LEGENDS

Fig.1. Effects of B[a]P on cell phenotype and cetlycle in F258 cellsCells were treated or
not with B[a]P 50 nM. (A) Overall cell integrity w8aevaluated by optical microscopy (x74
magnification) following 48 hours of co-treatmentittw antimycin A (AA, 25 uM)
/Oligomycin A (OA, 8 uM) to inhibit OXPHQOS, in presce or not of B[a]P (50 nM). (B)
Cell attachment and spreading was analyzed by wramit impedance of the cell monolayer
with XCELLigence technology. The inset histograratplthe slope of cell index measured in
presence or not of B[a]P. N = 5 independent expamnish (C) Impact of B[a]P on cell cycle
progression was evaluated by flow cytometry follogviP staining. Number of independent
experiments>3 for all conditions. *p<0.05, **p<0.01,**p<0.001IDMSO vs B[a]P-treated

cells.

Fig.2. B[a]P triggers an EMT-like process and increases rgratory potential in F258

cells. (A) E-cadherin and vimentin protein levels weralsmed by western blotting after 24
and 48 of B[a]P treatment (50 nM or 1 uM). (B) Cielasion and migration assays were
monitored using XCELLigence technology from B[a]®0Q nM)-treated cells. The inset
histogram plots the slope of cell index measuregresence or not of B[a]P. Number of

independent experimert8 for all conditions. *p<0.05: DMS@®s B[a]P-treated cells.

Fig.3. B[a]P induces a metabolic reprogramming towals glycolysis in F258 cellsimpact

of B[a]P (50 nM, 48h) on oxygen consumption rat€f) A) and extracellular acidification
rate (ECAR; B) was analyzed in F258 cells, usingCé&l Mito Stress Test Kit on Seahorse
XF24 technology. (A) Oligo: oligomycin A; AA: antiyein A. (B) OCR values were plotted
as a function of ECAR values in order to identtig imetabolic profile of F258 cells exposed

to B[a]P as compared to control (DMSO). (C) Extilatar lactate release was measured
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following a 48h-exposure to B[a]P (50 nM or 1 uNMumber of independent experimen

for all conditions. ***p<0.001: DMSQrs B[a]P-treated cells, unless otherwise plotted.

Fig.4. B[a]P is responsible for TCA cycle enhancemeé by targeting mitochondrial
complex Il in F258 cells.(A-C) Effects of B[a]P (50 nM, 48h) on substratadation (A,B:
glucose; C: pyruvate) were evaluated by quantifyimgsfer of*“C from substrates to GO
(B) Impact of OXPHOS inhibitors (ROT: rotenone, MuAA: Antimycin A, 1 uM) on the
B[a]P (50 nM, 48h)-induced increase of glucose atiah level. (D) Effects of B[a]P on the
enzymatic activities of complex Il. F258 cells wdreated with B[a]P (50 nM, 48h) and
mitochondria were isolated. The SQR (succinate zgee Q oxidoreductase) and SDH
(succinate dehydrogenase activity) activities ahptex Il were assessed by specific assays,
as desribed in Material & Methods. Results, exmésss mean + SEM of five independent
experiments, represent Complex Il relative acegitcompared to the related control cells.
*p<0.05 compared with the related control. (E) Eféeof B[a]P on fumarate and succinate
levels were determined. Number of independent éxwgerts >3 for all conditions.
*p<0.05,***p<0.001: DMSO vs Bla]P-treated cells, except for (B) inhibitors

B[a]P+inhibitor-treated cells

Fig.5. Metabolic reprogramming upon B[a]P exposure involvd both AhR and NHE1
pathways. (A) To test the role of B[a]P metabolism and NHEXlycolytic shift, F258 cells
were pre-treated for 1h with chemical inhibitaxspaphtoflavone (NF) (10uM) or cariporide
(Cari) (10 uM), respectively, prior to co-exposuie B[a]P (50 nM, 48h). Following
treatments, extracellular lactate release was @it (B) Effects of AhR activation by
TCDD (10 nM, 48h) on the extracellular lactate aske in F258 cells; the effects of B[a]P
were plotted for comparison. (C) Effects of AhR ibition using siRNA strategy on the
extracellular lactate release in B[a]P (50 nM, 48bated F258 cells. SINT: non targeting
SIRNA; SIAhR: AhR targeting siRNA. (D) Effects offNE1 inhibition by cariporide (10 uM)
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on the B[a]P (50 nM or 1 puM, 48h)-induced extradell lactate release in Hepalclc7 cells.
(E) Effects of NHEL inhibition by cariporide (10 ghdn the B[a]P (50 nM, 48h)-elicited
increase in glucose oxidation quantified by theeask of radiolabelled Gn F258 cells.
Number of independent experiment3 for all conditions. *p<0.05, **p<0.01,***p<0.001:

DMSO vsBJ[a]P-treated cells, unless otherwise quoted.

Fig.6. The glycolytic reprogramming occurring upon B[a]P eposure acts a survival
signal in F258 cellsCells were forced to rely on OXPHOS pathways Hyssituting glucose
by galactose in culture medium. Cells were cultusader these conditions for at least 3
passages before starting the experiments. (A) AVel$ following B[a]P (50 nM or 1 uM;
72h) treatments were compared between glucosgaadtose conditions. (B) Extracellular
lactate release was evaluated under galactosaicosg conditions in the presence or not of
B[a]P (50 nM or 1 uM, 48h). (C) B[a]P (50 nM or MMy 72h)-induced cell death was
analyzed by counting cells with fragmented or corsgel chromatin following Hoechst 33342
staining, in galactose or glucose media. Numbetindependent experiments3 for all

conditions. *p<0.05,***p<0.001: DMSQ@s B[a]P-treated cells, unless otherwise quoted.
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SUPPLEMENTARY FIGURE LEGENDS

Figure S1: ssGSEA analysis of the metabolic shifts induced Bjg]P in the human
hepatocarcinoma HepG2 «cell line. Heatmap of ssGSEgkore of the
published microarray dataset GSE40117 (Doktorow.eP013) showing the metabolic shift

signatures affected by B[a]P (2 uM, 72h) exposure.

Figure S2.(A) Kinetic effect of B[a]P (50 nM or 1 uM) on thextracellular lactate release
analyzed in F258 cells. (B) Effect of another wealbwn carcinogenic PAH,
dimethylbenzanthracene (DMBA; 50 nM, 48h), on thacellular lactate release analyzed in
F258 cells. (C) Extracellular lactate release spomse to B[a]P (50 nM or 1 uM, 48h) was
measured in HepG2 cells. Number of independentrarpats>3 for all conditions. *p<0.05,

**p<0.01,***p<0.001: DMSOvs B[a]P-treated cells, unless otherwise quoted.

Figure S3. (A) Impact of B[a]P (50 nM, 48h) on glucose uptakeF258 cells. Glucose
uptake was measured as described in Supplementaigrigl and Methods. Cytochalasin B
(CB) was used to inhibit glucose uptake. (B) Eleof B[a]P (50 nM, 48h) exposure on
complex | activity in F258 cells. (C) Impact of Bfa(50 nM, 48h) on mitochondrial matrix
pH. This pH was ratiometrically monitored by flowtometry using two mitochondrial
plasmids coding for fluorescent subunit 8A of tlygochrome ¢ oxidase. FCCP was used as a
positive control of mitochondrial matrix acidifiean. Number of independent experimeng

for all conditions. ***p<0.001: DMSQrsB[a]P-treated cells, unless otherwise quoted.

Figure S4.Effects of NHE1 inhibition on the B[a]P-induced digas in cell phenotype. (A)
To test the role of NHE1, F258 cells were pre-wddbr 1h with the specific NHEL inhibitor
cariporide (Cari) (10 uM), and then co-treated wigfa]P 500nM. Cell migration was
analyzed using XCelligence methodology, as desdrineMaterial and Methods. The cell

index corresponding to the slope of the curve wateqa for B[a]P-treated cells in presence
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or not of cariporide, as compared to respectivarotsprior to co-exposure to B[a]P (50 nM,
48h). Number of independent experimeat3 for all conditions. (B) Effects of NHELl
inhibition by cariporide (10 uM) on the B[a]P (50nor 1 uM, 48h)-increased vimentin
protein level, analyzed either by western blottomgpy immunocytochemistry. (C) Effects of
NHEL1 inhibition by cariporide (10 uM) on the B[a[BO nM, 48h)-elicited increase in cell

spreading analyzed by XCelligence methodology. *PSODMSOvsB[a]P-treated cells.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL AND METHODS

In silico Tests for B[a]P-affected metabolic signaes

The single sample Gene Set Enrichment Analysis &%} method was applied on the
published microarray dataset of B[a]P-exposed HeSE40117 (Doktorova et al., 2013), to
determine the B[a]P-affected metabolic signatuBeta were downloaded from the InSilico
DB Genomic Datasets Hub (https://insilicodb.comgleta et al., 2012), and analyzed by
applying the ssGSEA method available in the Genefat software.
(http://genepattern.broadinstitute.org/). The ss&$Skethod provides a representation of the
gene expression data by assigning to each indivearaple an Enrichment Score (ES) with
respect to each gene set. SSGSEA. Heatmap visumiz# the sSGSEA was then performed

using GENE-E ffttp://www.broadinstitute.org/).

Glucose uptake assay

Glucose uptake was measured according to Kim efKah et al.,, 2010) with some
modifications. Briefly, after 48 hours of B[a]P atenent, cells were washed twice with
serum-free, glucose-free William’s medium suppletedrwith 0.1% BSA and pre-incubated
with this medium for 3 hours at 37°C. After a stron period, cells were washed twice with
Krebs-Ringer-Bicarbonate buffer (KRB), and inculbaterther for 30 minutes at 37°C with
100 nM insulin (or not, for the negative contrdlp initiate glucose uptake, 2-deoxy-{@-
glucose (1Ci/mL), diluted in 0.1mM 2-deoxyglucose solutionasvadded to each well and
further incubated for 10 minutes at 37°C. Afterubation, cells were washed twice with ice-
cold KRB and solubilized with 0.1N NaOH. Half ofetlitontent of each well was transferred
into scintillation vials, and 10 mL of scintillaticcocktail, Ultima Gold LLT, were added. The

radioactivity incorporated into cells was measwethg a liquid scintillation counter (Hewlett
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Packard, USA). The protein content was assayeddohn point on the remaining half with the
Pierce, bicinchoninic acid enzymatic kit (Piercearice) after cell lysis in 0.1N NaOH. The

results were expressed as the radioactivity ingatpd related to the protein content.

Evaluation of mitochondrial pH

The pH, was monitored using two mitochondrial targetedspials (Aequotech, Ferrara,
Italy), both coding for cytochrome ¢ oxydase subBA mRNA: the mt-HA-eGFP pH-
sensitive Green fluorescent proteikeX.=488m, Aem.=509 nm), and the mt-dsRed pH-
insensitive red fluorescent proteifek.=530nm, Aem.=583) used as a transfection rate
control. Production of these two plasmids was perém using the PureLink HiPure Plasmid
Filter Maxiprep Kit (Life Technologies). F258 ceNgere co-transfected for 24h with both
plasmids using X-tremeGene HP DNA Transfection RaagRoche, Meylan, France). After
24h, cells were treated with B[a]P for 24 or 48h.|€&ere then collected, re-suspended in
Cell Suspension Buffer (see Huc et al., 2004, f&BCGomposition), and analysed by flow
cytometry. Mean Fluorescence Intensity (MFI) wasedained on 4@00 cells using a
FACSCalibur (BD Bioscience). Fluorescence intengigs analyzed using the standard laser
488 nm laser filter configuration with FL1-H and 3H channels for monitoring mt-HA-
eGFP and for DsRed respectively. A standard curae generateth situ on control cells
exposed to calibration buffers containing ionopkongericin and monensin, allowing the
conversion of the MFI ratio 530/640 into pH val&€CP, a mitochondrial protonophore, was

used as control for pHm acidification.

Evaluation of complex | activity

Complex | activity was measured on frozen cellslescribed (Bénit et al., 2008). In brief,

cells were mixed with 1 ml extraction buffer comiag 0.25 M sucrose 20 mM Tris—HCI, 40
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mM KCI, 2 mM EGTA, 1 mg/ml BSA, pH 7.2 (medium ARigitonin (0.01% final) and
Percoll (10%) were added for 5 min on ice. Cellsensubsequently spun down at 2,500 g for
5 min and washed two times with 1 ml of medium AerrReabilized cell pellet was

subsequently used for enzyme measurement.
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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Figure 6
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Supplementaty figures
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Supplementary Figure 2
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Supplementary Figure 3
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Supplementary Figure 4
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Résultats complementaires article 2
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Article 3
Role for the ATPase inhibitory factor 1

in the environmental carcinogen-induced Warburg pheotype

(Article en préparation)

Contexte scientifique de I'étude

En lien avec I'hyerpolarisation (Hardonniege al, 2015), la reprogrammation métabolique
ainsi que les modifications phénotypiques préaftablg caractérisées (Article 2), nous avons
cherché a approdondir dans ce projet les meécanisn®éculaires impliqués dans ces
modifications. Dans ce contexte, IF1, I'inhibitqaitysiologique de la FOF1ATPase, nous est
apparu comme un candidat potentiel. En effet, fegpion d’'IF1 est connue pour étre
augmentée dans le cancer. Une telle augmentatadjaaété décrite comme jouant un role
dans I'hyperpolarisation, ainsi que dans I'efferlbwag (Formentinet al, 2012). Des lors, un
effet du B[a]P sur ce régulateur physiologiquepmérrait avoir des incidences majeures dans

les effets cancérogenes de contaminant.

Objectifs
Identifier une cible mitochondriale du B[a]P, pouotvatre a l'origine de ses effets sur le

meétabolisme énergétique.

Résumé des principaux résultats

Nous avons démontré que le B[a]P, mais aussi @autydrocarbures sont a I'origine d’'une
forte augmentation de I'expression d’IF1 dans lée.foCette augmentation reposerait
notamment sur 'activation du récept2r adrénergique par le B[a]P, et ce, indépendamment
du RAh. Celle-ci participe a la reprogrammation abélique, identifiée dans l'article 2,

capable de promouvoir la survie sous l'effet du]B[a
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ABSTRACT

Most tumors undergo metabolic reprogramming towaylgsolysis, known as the Warburg
effect, to support anabolic growth and escape famth death. This reprogramming has
emerged as a core hallmark of cancers cells. Opegsgion of IF1, the physiological
inhibitor of the FOF1ATPase, has been related écattquisition of the Warburg phenotype, as
well as to the epithelial to mesenchymal transifiocancer. In line with this, IF1 appears to
be a relevant marker in cancer. Despite environater@ntributions to cancer development
are now widely accepted, little is known about thederlying intracellular mechanisms,
especially in link with energy metabolism. Amongesk environmental pollutants,
benzo[a]pyrene (B[a]P), the prototype molecule afypyclic aromatic hydrocarbons (PAH),
is a well-known human carcinogen. Besides apoptaigoals, B[a]P is also suspected to
induce survival signals in liver cells, both likalwolved in cancer promotion. Our previous
works showed that B[a]P altered mitochondrial fumts, leading to a membrane
hyperpolarization and a Warburg effect, wherebypsuting cell survival. The present study
therefore aimed at further elucidating the molecuteechanisms involved in the B[a]P-
induced metabolic reprogramming, by testing thesjds involvement of IF1. We presently
demonstrate, botim vitro andin vivo, that several PAHs to which humans are commonly
exposed, including B[a]P, strongly increase IFlregpion. Such an increase, which might
rely on32-adrenergic receptor activation, notably parti@pao the B[a]P-induced Warburg
phenotype and cell survival in liver cells. By idiéning IF1 as a target of PAHSs, this study
provides new insights about how environmental fiactoay contribute to the establishment of

the core hallmarks of cancer.
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INTRODUCTION

The mitochondrial HATP synthase, also called FOF1ATPase or complexs\a
master regulator of energy production and cell {8&nchez-Arago et al., 2013a; Long et al.,
2015). Indeed, besides its well-recognized phygiokd role in oxidative phosphorylation
(OXPHOS) as the major cell producer of ATP, thizyene has been implicated in the
morphogenesis of mitochondrial cristae (Paumardlet2002), in the formation of the
mitochondrial permeability transition pore (mPTRiridg cell death (Bernardi et al., 2015;
Rasola and Bernardi, 2015), and the metabolic ggproming of tumor cells (Martinez-
Reyes and Cuezva, 2014). Regarding this lattertpaiecreased OXPHOS capacity and
subsequent drop in ATP synthesis due to complerhibition, appears to be responsible for
metabolic shift toward aerobic glycolysis, bettearown as the Warburg effect (Sanchez-
Arago et al.,, 2013a). In this context, OXPHOS iitioin is often linked to an apoptotic-
resistant phenotype, and complex V regulation thppears to be essential for tumor

progression (Martinez-Reyes and Cuezva, 2014; $anshago et al., 2013a).

Among the known regulators of the™tATP synthase, the physiological inhibitor ATP
Inhibitory Factor 1 (IF1) has been implicated ire tishort-term regulation of energy
metabolism by directly interacting with tfgF1 subunit of the HATP synthase, whereby
inhibiting its ATP hydrolysis activity (Zanotti etl., 2004). IF1 protein, in its native form, is
present as a tetramer in mitochondrial matrix ghgsiological matrix pH of B.0. When
matrix acidifies, a release of the active dimeoari of IF1 then occurs, triggering the IF1
binding to thep-F1 subunit, thus preventing complex V reversevégti(Cabezon, et al.,
2000). Indeed, complex V activity is able to swittbhm ATP synthase activity to ATP
hydrolase activity under certain circumstances neep to sustain mitochondrial membrane

potential Aym) and hence mitochondria integrity; however, tosild inexorably sentence
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cell to death due to ATP hydrolysis if no complexr¥ibition occurs (Hassinen et al., 1998;
Campanella et al.,, 2009a). Interestingly, an ireedalF1 level has been involved in the
establishment of a highym and the conservation of ATP (Formentini et 812, Green and
Grover, 2000). Besides, Sanchez-Aragé and coworkave evidenced high IF1 levels in
diverse human cancers, thus highlighting its releeaas a predictive marker for clinical
outcome (Sanchez-Arag6 et al., 2013b). In line vihis, a recent paper described an
increased expression of IF1 in human hepatoceltdacinoma (HCC), such a high increase
being predictive of poor survival (Song et al., 2ZDIRegarding IF1 roles in tumorigenesis, its
overexpression has been involved in the acquisitiprcells of several cancer phenotype
hallmarks, including metabolic reprogramming (S&mkenizo et al., 2010; Formentini et
al., 2012; Song et al., 2014), increased proliferaaind invasion (Song et al., 2014), and the
cell evasion from death (Faccenda et al., 20133. &bgiogenesis would be also targeted by
IF1 (Song et al., 2014). Altogether these obseonatemphasize the key role IF1 might play
in tumor development. However, the precise mechanignderlying the IF1 increase during

tumorigenesis remain poorly described.

One clue might come from exposure to environmegtakcinogens such as polycyclic
aromatic hydrocarbons (PAHSs). These contaminargsnatably found in cigarette smoke,
exhaust fumes, grilled meat, among others, and haen related to tumor development,
notably in lung and liver (Motorykin et al., 2013Vester et al., 2012). We recently
demonstrated that a low concentration of benzofejpy (B[a]P), the propotype molecule of
PAHs which is classified as human carcinogen ofigrtd by IARC (IARC 2010), not only

hyperpolarized mitochondria (Hardonniere et al.,130 but also induced both a
mitochondrial matrix acidification, a glycolytic ¥ty and an EMT/migration phenotype of
liver cells (Hardonniere et al., in preparationjrthermore, a reverse activity of complex V

upon B[a]P exposure, was also previously sugge@tedt et al., 2006). As all these cell
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responses have been linked to IF1, the preseny siedefore aimed at testing the impact of
B[a]P on IF1 level, and at evaluating its role imetsurvival process elicited by this
contaminant in the F258 rat liver epithelial céflel. Here we show that PAHs can increase
IF1 content in liver, bothn vitro andin vivo. We further demonstrate that this IF1 up-
regulation would rely on the activation by B[a]Ptb& 32 adrenergic receptor pathway, and
that it would be determinant in both the glycolyshift and cell survival elicited by this

compound.
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Experimental procedures

Chemicals

Benzo[a]pyrene (B[a]P)go-naphthoflavone o-NF), 1-Methyl-N-[2-methyl-4-[2-(2-
methylphenyl)diazenyl]phen yl-1H-pyrazole-5-carbowde (CH223191), pifithrino, (PFT-

a), N-Acetyl-3-(nitrosothio)-DL-valine, 2,3,7,8-Teirhlorodibenzo-p-dioxin  solution
(TCDD) were all purchased from Sigma Chemical Cdbt. (Louis, MO). N-
(Diaminomethylene)-4-isopropyl-3-(methylsulfonyljimamide (Cariporide) was purchased
from Santa Cruz (Heidelberg, Germany). Hoechst 3384d MitoTracker Red CMXROS
were purchased from Life Technologies (Saint-Aulbirgnce). All these products were used
as a stock solution in DMSO; final concentrationtbis vehicle in culture medium was
<0.00005% (v/v), and control cultures received shene concentration of vehicle as treated
cultures.

Monoclonal mouse anti-ATP synthase subunit bet21851) antibody was purchased
from Life Technologies (Saint-Aubin, France). Pddy@al rabbit anti-ATPIF1 antibody
(#8528; Cell Signalling) and monoclonal rabbit a@®X 1V antibody (#4850; Cell
Signalling) were purchased from Ozyme (Montign\Bletonneux, France). Monoclonal
mouse anti-HSC70 antibody (sc-7298) was purchasedh fSanta Cruz Biotechnology
(Heidelberg, Germany). Polyclonal rabbit anti-AhRtilbody (BML-SA550) was purchased
from Enzo Life Sciences (Lyon, France). Secondaybadies conjugated with horseradish
peroxidase were purchased from DAKO (Les Ulis, Eean

The sixteen PAHs (nNaphthalene, fluorene, acenapkthacenaphtylene, anthracene,
phenanthrene, fluoranthene, pyrene, benz[a]antheacehrysene, benzo[b]fluoranthene,

benzo[k]fluoranthene, benzo[a]pyrene, benzo [gbryjlene, indeno[l1,2,3-c,d]perylene and
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dibenzola,h]anthracene) used for the animal expmarirmodel were purchased from Sigma

Aldrich (Bornem, Belgium).

Gene expression microarray and Gene Set EnrichmAnalyses (GSEA)

We used GSEA (Subramanian et al., 2005) to ideptityrways and gene sets associated with
variation in ATPIF1 mRNA expression levels acrost& $@epatocellular carcinomas
(GSE20238, Minguez, et al.,, 2011). Genes were &Gadnte their concordance (Pearson
correlation) with ATPIF1 mRNA expression levels @3 tumors, and GSEA was used to
evaluate gene sets enriched for either negativelpositively correlated genes. Published
GSE20238 was downloaded from the InSilico DB Gemombatasets Hub
(https://insilicodb.com/; Coletta et al., 2012)damalyzed by using the GSEA v2.07 software
(http://www.broad.mit.edu/gsea, Subramanian et a005). To account for gene-gene
correlations in the enrichment analysis, GSEA meslwere computed with respect to a null
distribution obtained from 1,000 randomizationstioé patient-phenotype labels. Enriched
gene sets were selected on the basis of statistigaificance (false discovery rate FDR
value < 0.25, and normalized p value < 0.05). Heatmisualization was performed using

GENE-E (http://www.broadinstitute.org/).

Animal Experimentation

Animal housingFifteen Long Evans rats (female of 180-200g, Ejevaanvier, St Berthevin,

France) were housed in plastic cages under coadrethvironment (12h light/dark cycle, light
on at 7 am, temperature of 22 + 2 °C and relativmildity of 40 £ 5%). Food and water were
availablead libitum The water, food and oil were tested accordindNio ISO 15302 to

confirm that all these matrices were PAH-free ddwm detection limit of 10 ng/L of water
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and 1 ng/g of fat. Rats were acclimatized to themah facility for 2 weeks prior to

experiment start.

Animal treatmentThe mix of PAHs was composed of the 16 compourmiisted out by the

US-Environmental Protection Agency (US-EPA) forittexicity, and prepared in vegetable
oil weekly (IS104, Lesieur, Neuilly-sur-Seine, Fca). Five rats were randomly allocated to
each of the experimental groups receiving 0.04G8dng/kg body weight of each compound
included in the mix, by oral administration, 3 tenper week over a 90-day period. The
exposure levels were far below the LD50 for all thelecules tested and determined on the
basis of a previous study (Grova et al., 2013).tf@bmats received the vehicle only. At the
end of the 90 days-experiment, the rats were eigbadrB hours after the last gavage by using
carbon dioxide. A cardiac puncture was performeerdhe 3 minutes of unconsciousness and
just before the heart stopped beating. All procesluvere conducted in compliance with
European Communities Council Directive of 22 Septem 2010 (2010/63/EU) and

authorized by the Ministry of Agriculture, Grand-Ehy of Luxembourg.

Tissue collectionsLivers were dissected and weighed. The baseeofett lateral liver lobe

was divided into 5 equivalent pieces of 100 mg eahith were placed in cryogenic tubes,

frozen in liquid nitrogen and stored at — 80°C befanalysis.

Liver sample preparatianThese 100 mg of tissue were lysed on ice, usingtt@m in 600 ul

of RIPA buffer supplemented with 1 mM phenylmetijisnyl fluoride, 0.5 mM

dithiothreitol, 1 mM orthovanadate, and a cocktdilprotein inhibitors (Roche), and were
sonicated for 10 seconds. Lysates were then cegédf at 14,000g for 15 min at 4 °C. The
resulting supernatants were collected and frozen8at °C or used immediately. Samples

were finally diluted fiftieth before protein qualntation for western blotting.
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Cell culture

The F258 rat liver epithelial cell line was cultdrie Williams' E medium supplemented with
10% fetal calf serum, 2 mM L-glutamine, at 37°C end 5% CQ@ atmosphere and treated 24
h following seeding as previously described (Hardere et al., 2015; Huc et al., 2004). F258
cells were treated with B[a]P for 24, 48 and 7Z7he mouse hepatoma cell line Hepalclc7
(purchased from the European Collection of Cellt@el) was maintained in ME&Mmedium
with I-glutamine without ribonucleosides and deadlgnucleosides (Gibco, Cergy Pontoise,
France), and supplemented with 10% fetal calf semmd 0.1 mg/ml gentamycin, as
previously described (Holme et al.,, 2007; Podectedrdl., 2011). Cells were seeded near
confluence (90 x 103 cells/é&na day before treatment and the medium changedréef
exposures. When using inhibitors, these were adoied h before B[a]P treatment, for the

indicated time points.

RNA isolation and reverse transcription — real-tingpiantitative polymerase chain reaction

(RT-gPCR) analysis

Total RNAs were isolated from F258 cells using TH#izol method (InVitrogen) and were
then subjected to RT-gPCR analysis, as previoustgribed (Podechard et al., 2008). Gene-
specific primers for ATPIF1 and 18S were purchaseunh fSigma, and the sequences used for
each gene were as follows: ATPIF1: forward, ACGCQ&RNTAATGGCAGG - reverse,
ATCCATGCTCTCCGACGAGT,; 18S: forward, CCGGTACAGTGAAAGCGA —reverse,
GATAAATGCACGCGTTCCCC. The amplification curves ofethPCR products were
analyzed with the ABI Prism SDS software usingc¢bmparative cycle threshold method. To
assess the successful amplification of each tamyst,ca standard curve was performed for

each primer set. The expression levels of targeegevere normalized relative to the
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expression of an 18S RNA endogenous reference ane mlotted as fold change compared

to control with vehicle (DMSO).

Mitochondrial purification

Briefly, after treatments cells were washed twiaéhveold PBS. Then, cells of each P150
were directly scratched in 1.5 ml of cold hypotohidfer (20 mM HEPES pH 7.5, 10 mM
KCI, 1.5 mM MgC}, 1 mM EDTA, 250 mM Sucrose) supplemented with 100 PMSF and
complete protease inhibitor cocktails (Roche). tgsavere transferred in 1.5 ml tubes before
starting lysis with a 26G needle syringe. Samplesvkept under stirring at 4°C for 1 hour to
improve lysis efficiency. A first 10 min, 750g cefigation was performed at 4°C.
Supernatants were collected and a second 25 miAPQAQ centrifugation was performed at
4°C. Mitochondria pellets were then lysed in RIPAffer supplemented with 1 mM
phenylmethylsulfonyl fluoride, 0.5 mM dithiothreifd mM orthovanadate, and a cocktail of
protein inhibitors (Roche). Mitochondrial fractiomgere finally centrifuged at 13,090for

15 min at 4 °C. The resulting supernatants werdecteld and frozen at —80 °C or used

immediately.

Western Blot immunoassays

For whole-cell lysates, cells were harvested arskdyfor 20 min on ice in RIPA buffer
supplemented with 1 mM phenylmethylsulfonyl flu@jd0.5 mM dithiothreitol, 1 mM
orthovanadate, and a cocktail of protein inhibit@Roche). Cells were then centrifuged at
13,00@ for 15 min at 4 °C. The resulting supernatantsevesrlected and frozen at —80 °C or
used immediately. Ten to 30 pg of whole-cell lysatere heated for 5 min at 100 °C, loaded

in a 4% stacking gel, and then separated by 10%usododecyl sulfate—polymerase gel
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electrophoresis (SDS—-PAGE). Gels were electroldottevernight onto nitrocellulose

membranes (Millipore).

For mitochondrial lysates, 30 pg were heated at@G0r 5 min and then loaded on Any kD
mini format precast gels (Biorad). After migratiprocess, gels were then electroblotted on
PVDF membrane (Biorad) using the Trans-Blot Tran§gstem (Biorad). After membrane
blocking with a Tris-buffered saline (TBS) solutisupplemented with 5% bovine serum
albumin, membranes were then hybridized with prnatibodies overnight at 4 °C and next
incubated with appropriate horseradish peroxidasgugated secondary antibodies for 1
hour. Immunolabeled proteins were visualized bynuheninescence using the LAS-3000

analyzer (Fujifilm). Image processing was performmeshg Multi Gauge software (Fujifilm).

Complex V activity analysis

After treatment, F258 cells were trypsinized andtigciiged 5 min at 950 rpm. The cell pellet
pellet was re-suspended in 1 mL of extraction mmdoonsisting of 0.25 M sucrose, 20 mM
Tris, 2 mM EGTA, 40 mM KCIl and 1 mg/mL BSA, 0.004%gitonin, and 10% Percoll. After

7 min incubation on ice, cells were centrifugedr(f® x 2300 g). The pellet was washed with
1 mL of extraction medium without digitonin and &a@t. The final pellet was re-suspended
in 30 puL of this medium. After Complex | activityeasurement as previously described
(Bénit et al., 2006), complex V activity was speptiotometrically measured using a Cary 50
UV-visible spectrophotometer (Varian Inc, Frand®y, following NADH oxidation in the
presence of 10 uM oligomycin, 0.5 mM ATP, 2 mM PERMM MgCh, 20 pL PK/LDH mix

(Sigma). Protein concentration was measured aaoptdi Bradford method.
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Intracellular Calcium Measurements

F258 cells were cultured on glass coverslips acdhbated with 2.54M Fura-2-AM for 20
min at 37°C in Hepes-buffered medium (10 mM Hepes, 134.8 N&CI, 4.7 mM KCI, 1
mM MgCl,, 1.2 mM KHPQOy, 1 mM CaC}, 10 mM glucose, pH 7.4, at 3C) supplemented
with 0.006% pluronic acid. Fura-2-loaded cells welaced in a continuously perfused
recording chamber mounted on the stage of an ep#fcence microscope (Nikon Diaphot).
Cells were irradiated alternately with 340 and 88dlight, and fluorescence from the trapped
dye was measured at 510 nm. The F340/F380 ratioused to estimate the intracellular
calcium [C&]; (F340 and F380 are the fluorescence intensitie84& and 380 nm,
respectively). The monochromator and photometerkjctw produces and detect the
fluorescence from~10 cells in the field of view, were part of a Photdechnology
International (PTI) DeltaRAM system, and the sofevasystems to control the

monochromator and to both acquire and processatseveere also supplied by PTI.

Extracellular lactate measurement

Cell supernatants were collected and directly finozfter culture experiments. Quantification
of L-lactate levels was based on two enzymatic trel@s. Lactate dehydrogenase (LDH;
Roche, Meylan, France) catalyzed the NAD+-mediabeidation of lactate in pyruvate. A
second reaction, using glutamate-pyruvate transaseifGPT; Roche, Meylan, France) was
used to shift first reaction equilibrium by trangfong the entire pyruvate into alanine and
ketoglutarate. The amount of NADH formed was relate the quantity of lactate processed
by these two coupled reactions. Briefly, 20 pL atle sample were added to 200 pL of
reaction buffer (620 mM sodium carbonate, 78.7 migliitamate, 0.92 mM NAD, 2 ug GPT
and 2 pug LDH). The standard range was performatgughium lactate (Sigma Aldrich). 96

multiwell plates were then incubated at 37°C forn3@utes before quantifying extracellular

Page 208 sur 328



lactate production by monitoring the increase iscabance of NADH at 355 nm on a
spectrophotometer (SpectraMax Gemini; Molecular iDes; France). At least three
independent experiments, performed in triplicatel aormalized to their related protein

contents, were carried out for each experimentadition.
Transfection and RNA interference (SIRNA)

ON-TARGETplus Rat IF1 siRNA SMARTpool (si IF1), an@N-TARGETplus Non-
Targeting Pool siRNA negative control (si NT) wegnerchased from GE Dharmacon. Basic
Small interfering RNA (SiRNA) resuspension was parfed according to manufacturer's
recommendations. Transfections of siRNA were perémt in 60 mm dishes on 60%
confluent F258 cells, in the presence of Transkdadpid Reagent (BioRad). Per dish, SIRNA
(100 nM) and 12.5 ul TransFectin lipid reagent wagplied in a final volume of 2.5 ml Opti-
MEM. Six hours later, the medium was renewed whin hormal medium as described above.

Cells were then passaged in order to be treatedglexponential phase, as described above.
Glucose oxidation

After a 48 hour treatment with B[a]P 50 nM,%li6olated F258 cells were incubated for 90
min at 37°C in 1 mL of Krebs-Ringer phosphate hutfentaining 5 mM U'C-glucose (11
GBg/mmol, isotopic dilution 1/1000, Perkin ElmerCO, was recovered for 1h in
benzethonium hydroxide after stopping the reactuith sulphuric acid 6N. The radioactive

CO, was counted by liquid scintillation (Ultima Golerkin Elmer).
Apoptotic cell quantification by fluorescence misoopy

Chromatin condensation and morphological changeshén nucleus were observed after

staining with the chromatin dye Hoechst 33342.dwilhg treatments, cells were stained with
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50 ug/ml Hoechst 33342 in the dark for 30 min at 37 @\d then examined under

fluorescence microscopy (Olympus BX60, France)alfpbpulation was always400 cells.

ATP quantification

ATP content was evaluated using a luminescencey ddsabased upon the reaction of
luciferin with ATP in the presence of luciferasee(Titer-Glo luminescence cell viability

assay, Promega), according to the manufacturessuictions. The amount of ATP was
proportional to the luminescent signal measurecdh vat spectrophotometer (SpectraMax

Gemini; Molecular Devices, France).

Statistical analysis

All data were obtained from a minimum of three ipeledent experiments. They were quoted
as mearr SD. Analysis of variance followed by Newman—-Keuwsttwas used to test the
effects of B[a]P. Differences were considered digant at the level ofP<0.05. All

statistical analyses were performed using GraphPadm 5.01 Software (GraphPad

Software, San Diego, USA).
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RESULTS

High IF1 expression is correlated with liver cancerprogression and with glycolytic

metabolism gene expression in human hepatocarcinoma

We first explored by GSEA the potential contribuatiof ATPIF1 expression in human liver
cancer progression (91 human HCV related-hepatoeana, GSE20238, Minguez et al.,
2011). As shown in Figure 1A, data mining revealegositive correlation between high IF1
MRNA expression and the progression of non-tumd) ¢b well differentiated liver tumor
(G1) (with a normalized enrichment score of 1.6&8] a p value of 0.025). Consistent with
the reported role of ATPIF1 in HCC metabolismvitro (Song et al., 2014), further GSEA
analysis of GSE20238 pointed to a positive con@fabetween high IF1 expression and high
glycolytic metabolism in human HCC (p: 0.02 and malized enrichment score =1.61;
Figure 1B and Supplementary Figure 1). The falsealiery rate (FDR) g-value of 0.175 is
considered significant (Subramanian et al., 20@8%#pgether, these studies indicate that a
high expression of IF1 was associated with botérlzsancer progression and high glycolysis

in human.

In vivo effect of the 16 US-EPA PAH mixture andn vitro effect of B[a]P on hepatic IF1

expression

Based upon the relevance of IF1 in liver tumor pesgion, we decided to test timevivo

effect of a mixture of the 16 PAHs listed as “pitigt compounds by the US-EPA, due to
their occurrence in the environment and their pmdétoxicity. Thus, the hepatic IF1 protein
level was evaluated on liver tissue samples obdairaam 5 rats exposed through diet for 90
days at two doses (0.04 mg/kg and 0.8 mg/kg), amchpared to untreated animals.

Interestingly, an increase in IF1 level was dedeteh a dose-dependent effect (Figure 2A).
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As B[a]P is the prototype of these PAHs and as i& iwell-known carcinogen for human
(IARC, 2010), the effect of this molecule was tdstan IF1 mMRNA expression in rat liver
epithelial F258 cells. Indeed, B[a]P was recentiyrid to induce a metabolic reprogramming
related to survival signal in these cells (Hardémmiet al., in preparation). After a treatment
of 24 and 48h with two concentrations of B[a]P, igngicant induction of IF1 mRNA
expression was observed as soon as 24 h; an aemgest effect was detected at 48h with
B[a]P 1 uM (Figure 2B). Regarding protein, IF1 wadstected only in the mitochondrial
fraction and not in the cytosolic fraction in F268lls (Supplementary Figure 3B). Cell
exposure to both concentrations of B[a]P for 4&ulted in a dose-dependent increase in the
mitochondrial IF1 protein level, as confirmed bye tdensitometric analysis of the ratio
between IF1 and its targptF1l subunit (Figure 2C). Interestingly, a band esponding to
IF1 dimers was also detected, with a stronger sitgrat 1 puM, suggesting an increased
proportion of the active form of IF1 upon B[a]P espre. A dose-dependent effect of B[a]P
(48h) on the IF1 protein level was also detectedoital lysates from Hepalclc7 cells
(Supplementary Figure 2A), a mouse liver epithad&ll line in which B[a]P was also found
to increase glycolysis (Hardonniére et al., in pragon). It is also noteworthy that two other
PAHSs, 7,12-Dimethylbenz(a)anthracene (DMBA) andepg, also elicited an increase of IF1
level in F258 cells (Supplementary Figure 2B). gkther, these results clearly point to IF1

as a new target of PAHSs, in particular of B[a]Pljwer.

The fact that IF1 is the physiological inhibitor miitochondrial complex V prompted us to
evaluate the activity of this complex. We first mme@ed the decrease in intracellular ATP
levels in B[a]P (48h)-exposed cells following adutit of 1 uM oligomycin A (a specific

inhibitor of complex V) during the last hour of atenent with the carcinogen. As shown in

Figure 3A, theA[ATP]; calculated between oligomycin A-untreated andatge control cells

was [2 fold less compared to B[a]P-exposed cells, whatdlre carcinogen concentration.
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Furthermore, no significant difference was detedietiveen oligomycin A-untreated and -
treated cells in the presence of B[a]P. Based ypewous results on the role of IF1 in cancer
cells (Formentini et al., 2012), this thus suggésia inhibition of complex V activity by

B[a]P. Note the marked decrease in ATP level upfajMBtreatment alone, especially at 1
KM, a concentration known to be related to higticity (Hardonniere et al., in preparation).
In order to validate such results, the complex Yivdg was then evaluated from lysates of
B[a]P (50 nM, 48h)-treated cells. Data in Figure 8ibwed that, although not significant,
B[a]P exposure appeared to decrease complex V Amthase activity, by112% compared

to control conditions. These results therefore seesupport a role for IF1 in regulating the

FOF1 ATPase in B[a]P-treated cells.

B[a]P metabolism and its downstream targets, p53 ahNHEL, are not responsible for

IF1 up-regulation

Having demonstrated that IF1 was a new moleculayetafor B[a]P, we next sought to
identify the origin of IF1 up-regulation. We preugly demonstrated that mitochondrial
hyperpolarization as well as glycolytic shift inédcby B[a]P in F258 cells were dependent
upon B[a]P metabolism. Furthermore, AhR, NHE1 aB& gvere found to be involved in
these effects (Hardonniere et al., in preparatitung et al., 2004, 2006, 2007; Tekpli et al.,
2010). We thus tested the effect of the AhR inbibitnaphthoflavoneo-NF; 10 uM) on the
mitochondrial IF1 protein levet-NF did not prevent IF1 up-regulation but rathelnamced it
(Figure 4A). Likewise, pifithrine. (PFT; 10 uM) used to inhibit p53, had similar effeaso-

NF (Figure 4A), and it was so upon treatment wahporide (10 puM), which inhibits NHE1
(Figure 4B). Neither carboxy-PTIO (25 uM; to pretveitric oxide increase), nor CH223191

(10 uM; to inhibit AhR) prevented the B[a]P-incredsmitochondrial IF1 protein level

Page 213 sur 328



(Supplementary Figure 3A & B). However, this latit@nibitor prevented the B[a]P-triggered
induction of IF1 mRNA expression (Supplementaryufgg3C). Moreover, TCDD which is a
strong activator of AhR, was ineffective towardsl Ifprotein level when used alone
(Supplementary Figure 3A). In total, these resudtgygested that B[a]P enhanced the
mitochondrial IF1 protein level by a pathway invioly neither B[a]P metabolism, nor AhR

activation.

The P2-adrenergic pathway would be involved in IF1 up-rgulation upon B[a]P

exposure

The next set of experiments was performed in otddest the possible involvement of the
[32-adrenergic pathway in the regulation of the prokevel of IF1 by B[a]P. Indeed, previous
data from our group have demonstrated that B[a]i dieectly bind the2-adrenoreceptor
(B2ADR), thus leading to an increase in intracelldalcium in HMEC cells (Mayati et al.,
2012a). Interestingly, such an increase in calonas shown to occur independently of AhR
activation (Mayati et al., 2012b). In order to tds possible involvement GRADR in the
B[a]P effects on IF1, propranolol, a non-selectfyblocker, was used to inhibit this pathway.
We first showed that a pre-treatment (1h) with paoplol (10uM) followed by co-treatment
with B[a]P (48h), prevented not only the releasdaatate, especially at the lowest B[a]P
concentration (Figure 5A), but also the increasd-inprotein level (Figure 5B). The use of a
selectivep2-blocker, ICI-118,551, gave similar results on lIEtel (n=2; data not shown).
Finally, the effect of B[a]P was assayed in HEK2983ls overexpressinf2ADR. Indeed,
these cells are known to express a very low basal bf f2ADR (von Zastrow et al., 1992);
they were then transfected either with control mligis(HEKwt) or with af2ADR plasmid

(HEKp2), as previously described (Mayati et al., 2012s)shown in Figure 5C, B[a]P was
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responsible for an increased dose-dependent |laetiatese in HER2 cells, with no effect in
HEKwt. When looking at the IF1 protein level in segetwo cell lines, the effect of B[a]P on
IF1 was more marked in HER compared to HEKwt cells (Figure 5D). Altogethdrese

results strongly point to a role fB2ADR in the regulation of IF1 protein level by Bpa]

As an increase in intracellular calcium concentrathas been previously observed upon
B[a]P-inducedB2ADR activation (Mayati et al., 2012a), the effexdt B[a]P (50 nM) on
calcium concentration was assayed under our expatahconditions, by using Fura-2-AM
as calcium sensitive fluoroprobe, and microspektooimetry. As shown in Figure 6A, a
transient increase in calcium was triggered by B[&] F258 cells, with a maximum reached
after 10 min of exposure. This result then ledausuvaluate the possible role of calcium in the
regulation of IF1. Cells were pre-treated for 1nthwBAPTA-AM (10 uM) to chelate
intracellular calcium, and then co-treated with |B[dor 48h. As for the previously tested
inhibitors (Figure 4 and Supplementary Figure 3)¢hsa maneuver rather increased the
mitochondrial IF1 protein level, especially at tiighest B[a]P concentration (Figure 6B). As
activation off2ADR is known to lead to an elevation of cCAMP (Dia$, 1990), the IF1 level
was finally analyzed by western blotting followigll treatment with 100 uM of 8-bromo
cAMP, a membrane permeant analog of CAMP. FiguresBBwed that a 24h-treatment
resulted in an increase in IF1 protein level, white increase was detected at 6h (data not
shown). Interestingly, a marked increase in lactatease was observed at 24h, with no
significant change at 6h (Figure 6D). These obsema might suggest that tHE2ADR-

dependent IF1 regulation by B[a]P might go througMP signalling in F258 cells.
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IF1 exhibits a pivotal role in B[a]P propensity toinduce cell survival

An increase in IF1 protein has been previouslyteelao Warburg effect and cell survival
(Sanchez-Cenizo et al., 2010). In order to testthdrehe B[a]P-increased mitochondrial IF1
protein level was involved in both the glycolytiifs and cell survival signaling we recently
reported (Hardonniere et al.,, 2015, and in prepargtwe decided to test the role of IF1
towards both glycolytic shift and cell death byngsia siRNA approach. First, western
blotting experiments were carried out in order &didate the siRNA targeting IF1 (silF1)
used. As shown in Figure 7A, transfecting cellshvétlF1 markedly reduced the expression
level of this protein, compared to conditions watintrol SIRNA (siCTL). Glucose oxidation,
previously shown to be enhanced by B[a]P (Hardaen&t al., in preparation), was first
evaluated in silF1-or siCTL-transfected cells. Ditan Figure 7B indicated that the B[a]P
(50 nM, 48h)-increased glucose oxidation did nbt am IF1. In contrast, silencing IF1 fully
prevented the increase in lactate release indugdg[d]P (48h), whatever the concentration
used. Finally, analysis of cell death by cell nusletaining with Hoechst 33342 showed a
significant increase in B[a]P-induced cell deathewhcells were transfected with silF1
(Figure 7D). Altogether, these results pointed tearacial 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 ineroos human cancers, such as
gastric cancer (Yin et al., 2015), colon, lung,dsteand ovarian carcinomas (Sanchez-Aragoé
et al., 2013b), as well as hepatocarcinoma (Soiady,e2014), which makes it as an important
cancer marker. Regarding its role in carcinogenasish a high expression has been clearly
evidenced as notably inducing metabolic reprogramgnowards glycolysis and cell survival
(Formentini et al., 2012; Sanchez-Cenizo et all020radav and Chandra, 2014). However,
as stressed by Sanchez-Arago et al. (2013b), thstign that still remains to be solved is how
IF1 is upregulated in cancer. This is in this cahtbat our study was performed in order to
evaluate the possible impact of known environmecdatinogens, namely PAHs. The present
data clearly evidenced that rat exposure (90 days) low dose of the 16 US-EPA PAH
mixture, which is known to have deleterious effewtas capable of increasimyvivo the IF1
protein level in liver, as shown by the marked @ase in the monomeric 12 kDa form.
Furthermore, we found that the PAH prototype B[a(®jch is a well-recognized human
carcinogen (IARC, 2010), up-regulated IF1 lewelitro in both F258 and Hepalclc7 cells,
two liver epithelial cell lines. Note that DMBA, ather known carcinogenic PAH, also
upregulated IF1 in F258 cells. In this context, @iudy is the first one to identify

environmental carcinogens as exogenous regulatdFd devel.

Whereas some intracellular regulators of IF1 mRé&kpression have been reported,
such as the transcription factor R notably in hepatocarcinoma (Song et al., 2014}he
nuclear receptor pregnane X receptor (PXR) in iher lfrom rats treated by the synthetic
steroid pregnenolone d&arbonitrile (Jiménez et al., 2000), little infaation is available
regarding the involvement of other endogenous tr@ptsonal regulators. HIFd would

control IF1 protein level in Clone 9 cells, a noarAsformed rat hepatic epithelial cell line,
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upon hypoxia; however, whereas a decrease in IFNAZBxpression was paralleled by a
decrease in HIFd4 mRNA expression in rat liver during sepsis, direvidence for the
transcriptional regulation of ATPIF1 gene by th@niscription factor was not sought (Huang
et al., 2011). Our present study adds new infolmnatsince it points to AhR as possibly
involved in the transcriptional regulation ATPIF1 gene. Indeed, by using the specific AhR
inhibitor CH223191, induction of IF1 mRNA expressiby B[a]P was found to be fully
inhibited. Nonetheless, following B[a]P exposurecls a regulation would not play any role
in the increase of mitochondrial IF1 protein les&lce inhibiting Ah receptor did not affect
IF1 increase by B[a]P. In line with this result, Rkactivation by TCDD was found to be
ineffective under control conditions, whereas ipegred to potentiate the effects of B[a]P
(especially at 1 puM effects). Our previous workioaded that p53 and NHE1 activations as
well as NO production could play a role either infaP-triggered mitochondrial
hyperpolarization or in metabolism reprogrammingar@bnniére et al.,, 2015 and in
preparation). In order to test their possible imeohent in IF1 up-regulationgo-
naphthoflavone, pifithrine, cariporide or CPTIO, that inhibited B[a]P metabol, p53,
NHE1 and NO production, respectively, were testddwever, none of these compounds
prevented the increase in IF1 protein level by Blalhus ruling out a role for B[a]P

metabolism via cytochrome P450 1B1.

Direct activation o32ADR by PAHs has been previously described, thaditg to a
rapid increase in intracellular calcium concentmat(Mayati et al., 2012a); moreover, this
increase in intracellular calcium was found to beRAndependent (Mayati et al., 2012b).
Besides,2ADR is known to control mitochondria biogenesigl danction (Fajardo et al.,
2011; Wills et al., 2012). Regarding this latteped, it is worth emphasizing thA2ADR
was reported to afford cardioprotection by intarfgrwith mitochondrial dysfunction upon

oxidative stress induced by doxorubicin (Fajard@let2011). In this context, regulation by
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B2ADR of the B[a]P-elicited increase in IF1 protdavel was tested by using chemical
inhibitors in F258 cells or by using?ADR-expressing HEK293 cells. From our results, it
appeared that early activation of tf2ADR pathway by B[a]P might be involved in the
control of mitochondrial IF1 protein level. The fabat pyrene, which is a poor ligand of
AhR but a strong activator @2ADR (Mayati et al., 2012a), also increased IFligirolevel
(Supplementary Figure 2B), supported such an ireraknt. Th32ADR activation by PAHs
increased intracellular calcium concentration in EHMcells (Mayati et al., 2012a). In line
with this, an early increase in calcium was prdgeahétected in B[a]P (50 nM)-treated F258
cells. As calcium is a known regulator of mitochoalfunction, notably of complex V
activity (Glancy and Balaban, 2012; Williams et, &015), and as an IF1-€acalmodulin
(CaM) complex has been proposed to regulate tleF@E1ATP synhase in hepatocarcinoma
HepG2 cells (Contessi et al., 2007), a role focicah was then tested. Rather than inhibiting
the B[a]P-induced increase in IF1, the known calcthelator, BAPTA-AM, potentiated this
effect. Similarly to what has been proposed by €ssitet al. (2007) regarding the regulation
of the ecto-FOF1ATP synhase by an IFZ@almodulin complex, one might then propose a
competition for the mitochondrial FOF1ATPase betw#el and C&/CaM, with an increase
in IF1 binding when calcium decreases ark versaln support to such a hypothesis, note
that a calmodulin was previously detected in thérisnaf mitochondria isolated from rat liver
(Hatase et al., 1985), and that & Gependent activation of FOF1ATPase had been sieghest
to be indirect via the release of an inhibitor (faand Das, 1991). This will clearly need
future investigation. Based upon the fact tRaADR activation by PAHs also increased
intracellular cAMP (Mayati et al., 2012a), and thaks between this second messenger and
FOF1ATPase activity have been proposed (Valerai.e2010), a possible role for cAMP in
IF1 up-regulation was finally looked for by usingg@rmeant cAMP analog. We evidenced an

increase in mitochondrial IF1 protein level undeege conditions. In total, from the present
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work, it therefore appears that calcium and cAMRBhhibe important negative and positive
regulators, respectively, of the mitochondrial Iptbtein level. Such antagonistic roles for
calcium and cAMP in controlling cell respirationvieabeen previously reported, notably
through regulation of protein phosphatase or pnok&nase, respectively (Lee et al., 2002).
With respect to CAMP, an interesting result to streelates to its effect as an inhibitor of the
mitochondrial Lon proteas@ vitro activity (Osbourne et al., 2014). Indeed, IF1 emothas
been suggested to be the target of a still unkowochmondrial protease (Shen et al., 2009). In
this context, the cAMP effect presently detectedhharise from IF1 protein stabilization due
to Lon protease inhibition, although this mightrhere complex than that (Sanchez-Arago et
al., 2013c). Regarding that point, it is noteworthgt a very recent study has revealed a role
for the 3-adrenergic receptor/cAMP/PKA pathway in contralithe phosphorylation state of

IF1, thereby preventing its binding to the FOF1-A$P (Garcia-Bermudez et al., 2015).

IF1 protein, in its native form, is present as t@at@er in mitochondrial matrix when
pH is above neutrality. Its activation has beernviogsly related to a drop in mitochondrial
matrix pH, thus allowing the appearance of a dimfarm; this then binds to tH&1 subunit
of the F1IFOATPase thereby inhibiting its hydrolasévity (Cabezon, et al., 2000). As B[a]P
was reported to trigger a mitochondrial matrix #adtion, from approximately 8 to 6.5, in
F258 cells (Hardonniere et al., in preparation)s tould explain the appearance of a 24 kDa
band presently detected after electrophoresis,réuesaling the presence of active IF1 dimers.
Despite the IF1 up-regulation and dimer appearataaplex V activity was found to be only
slightly inhibited (by about 12%). However, the rmme@ed activity only detected ATP
synthase. In this context, one might then suppaaeinhibition of the ATP hydrolase activity
of FOF1 ATPase would be more pronounced comparedytbhase activity upon B[a]P
exposure; this would thus afford some cell protectiowards cell death by limiting ATP
consumption, as previously described (Banerjeel.et1898). Previous studies have also
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revealed that IF1 overexpression leads to Warbtfagte a well-known hallmark of cancer
(Sanchez-Cenizo et al., 2010; Formentini et alL2X0Besides, our recent work shows that
B[a]P triggers a Warburg effect involved in celhgual in F258 cells (Hardonniére et al. in
preparation). Here we further show that silendiify blocks the Ba]P-induced enhanced
extracellular lactate release, and would thus beeolved in the B[a]P-induced glycolytic
shift. However, the boost in glucose oxidation it by Ba]P (Hardonniere et al., in
preparation) does not seem to rely on IF1. As wes lmxeviously shown that NHE1 controls
both lactate release and glucose oxidation, artddhR might also be involved (Hardonniére
et al., in preparation), it then appears that teral metabolic remodeling induced by B[a]P
might be more complex than first believed, and wotilus deserve further investigation.
Besides being involved in the B[a]P-induced metab@programming, IF1 might also exert
its pro-survival effects through regulating thetoohondrial permeability transition pore
PTP. Indeed, Antoniel et al. (2014) recently pawt some striking similarities between
inhibition of the permeability transition pore (PTépening and IF1 regulation, both known
for example to rely on mitochondrial matrix pH. &®tl, matrix acidification has been shown
to prevent the PTP opening (Mio et al., 2014). pport to such a possible effect of IF1 on
PTP, it is worth stressing that the B[a]P-inducedmosis was found to occur without any
cytochrome c release in F258 cells (Huc et al.,6200levertheless, IF1 effects are still
controversial and seem to be highly dependent enhilblogical context. In particular,
Fujikawa et al. (2012), and more recently Barbatale(2015) rather demonstrate a role for
IF1 overexpression in mitochondrial membrane depaton related to an enhancement of
OXPHOS rate. Finally, overexpression of IF1 is alkmown to greatly impact on
mitochondria network dynamics (Campanella et alQ9 & b; Fujikawa et al., 2012;
Faccenda et al.,, 2013a & b). Hyperfused mitochandwhose formation depends on

maintenance oAym, can transiently buffer the effects of respimatanain dysfunction; such
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mitochondria would not be processed by mitophaggreby promoting a selective rescue
mechanism (Twig and Shirihai, 2011) and (Gomes lgt2011). Regarding that point,
mitotracker red staining (Supplementary Figure 4AYl TEM (Supplementary Figure 4B),
evidenced elongated mitochondria; this was pagalldly an increased expression of genes
characteristic of mitochondria biogenesis upon B[@0 nM, 48h) exposure (Supplementary
Figure 5). In this context, one might then suggastole for IF1 in this enhanced
mitochondrial fusion process, modeled by a mark@&dahondrial elongation, as previously

reported (Faccenda et al., 2013b).

In conclusion, although B[a]P is known to be imavin the different phases of tumor
development, contribution of B[a]P-induced mitoctioal dysfunction to cell transformation,
and in the following onset of oncogenesis was stilknown. Here we show that the
physiological inhibitor of the FOF1ATPase is a ndarget for PAHs, even at low
concentrations, and that PAH-regulated IF1 is lthke glycolytic shift and survival.
Interestingly, our datamining analysis from traf@omics data issued from human
hepatocarcinoma clearly reveals positive correfatibetween high IF1 expression on one
hand, and glycolysis and tumor progression on theerohand. In this context, IF1
upregulation might then be a new means for PAHsIrtee carcinogenesis. We therefore

propose that IF1 should become a very suitable endick PAH-induced carcinogenesis.
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FIGURE LEGENDS

Fig.1. GSEA profiles showing a significant enrichmet of gene sets associated with liver
cancer progression (A), and glycolysis (KEGG, B) irhuman HCC with high levels

of ATPIF1 mRNA (GSE20238).See heat-map in supplementary Figure 1.

Fig.2. PAHs were involved in IF1 overexpression bhtin vitro and in vivo. (A) The levels
of IF1 protein and of th@-F1 subunit of the FOF1ATPase were analyzed irr ligsues by
western blotting from rats exposed to 0.04 or Ogkai* of a 16 PAH mixture. HSC70 was
used as loading control. (B) IF1 mRNA expressiors wenitored in F258 cells treated with
B[a]P (50 nM or 1 uM) for 24 or 48 hours. (C) THellprotein content of mitochondrial
fractions of B[a]P-exposed F258 cells was evaludbgdwestern blotting. Number of
independent experiments3 for all conditions. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.0Q1IDMSO vs

B[a]P-treated cells.

Fig.3. B[a]P triggered partial inhibition of FOF1AT Pase activity. (A) F258 cells were
treated with complex V inhibitor oligomycin A (1 WNbr 1 hour following 48 hours of B[a]P
exposure. ATP concentration was then evaluatedE{tgcts of B[a]P on complex V activity
measured as described in Material and Methods. Mumbindependent experimer#8 for

all conditions. ***p<0.001. DMSQrs B[a]P-treated cells. ns: not significant.

Fig.4. B[a]P metabolism and its downstream target$953 and NHE1, were not involved

in IF1 up-regulation in response to B[a]P F258 cells were pre-treated for 1 hour withiF
(10 uM), PFTe (10 uM), or cariporide (10 uM), prior to co-exposuo B[a]P for 48 hours.
(A) The B[a]P metabolism and p53 involvements il l&p-regulation were assessed by
analyzing IF1 protein level on mitochondrial fracts by western blotting. (B) A role for

NHE1 activation in B[a]P-induced IF1 overexpressiwas evaluated by measuring IF1
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protein level on mitochondrial fractions by westdniotting. COXIV was used as loading

control. Results were representative of 3 indepeneeperiments.

Fig.5. B[a]P-induced IF1 induction could occur thraugh p2-adrenergic pathway
stimulation. (A,B) F258 cells were pre-treated or not with tReeceptor inhibitor
propranolol (10 uM) for 1 hour prior to co-expostweB[a]P for 48 hours. The B[a]P-induced
glycolytic shift (A) was investigated by monitorirextracellular lactate, and the IF1 protein
level (B) was analyzed on total lysates by weshtotting. A role forp2-adrenergic receptor
in the B[a]P (50 nM or 1 uM, 48h)-induced extragklt lactate (C) or total IF1 protein level
(D), was evaluated in both HRk cells not expressing2-adrenergic receptor, and HKn
which the receptor is overexpressed. HSC70 was w@asedoading control. Number of
independent experiments3 for all conditions. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001DMSO vs

B[a]P-treated cells.

Fig.6. The B[a]P-dependent IF1 regulation throughp2-adrenergic pathway might
involve intracellular calcium and cAMP. (A) Effects of B[a]P (50 nM) on calcium was
assessed by microspectrofluorimetry after staiiag8 cells with the Fura-2-AM probe. The
ratio F340/F380 reflects intracellular €aconcentration. *p<0.05, DMSO vs B[a]P-treated
cells. (B) Effects of calcium chelation with BAPTAM (10 uM) on B[a]P-induced IF1
induction and or3-F1 subunit, were monitored by western blottinglgsia of mitochondrial
and cytosolic fractions following 48 hours of B[agRposure in F258 cells. (C) Effects of
exogenous application of 8-Br-cAMP (100 uM, 24h)thae IF1 protein level of control cell
lysates were evaluated by western blotting. Denstoc analysis was also performed.
HSC70 was used as loading control. (D) Kinetic &feof exogenous application of 8-Br-
CAMP on extracellular lactate. Number of independexperiments>3 for all conditions.

*p<0.05. DMSOvs 8-Br-cAMP-treated cells.
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Fig.7. IF1 upregulation following B[a]P exposure ats to promote F258 cell survival(A)
Western blotting analysis was performed to corgit1 inhibitory efficacy on IF1 protein
level expression compared to the Non Targeting SiRNNT). AhR expression was analyzed
to ensure the specificity of Si targeting. HSC7Gwaed as loading control. (B) Impact of
IF1 silencing on glucose oxidation was quantifigdnbeasuring transfer dfC radioactivity
from glucose to C@ Cells were treated with B[a]P (50 nM) for 48h.) (Role for IF1 in
B[a]P-induced glycolytic shift was evaluated by m@ang extracellular lactate upon IF1
silencing by siRNA. (D) B[a]P toxicity was evaludten IF1 silenced cells by counting cells
with fragmented or condensed chromatin followingeklwst 33342 staining. Number of
independent experiments3 for all conditions. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.0Q1IDMSO vs

B[a]P-treated cells.
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Fig.S1. Heat-map highlights changes in the constémt genes of the
glycolysis/gluconeogenesis pathway in human HCC wiithigh and low levels ofATPIF1

MRNA (GSE20238).

Fig.S2. PAHs might play a generalized role in livetF1 regulation. (A) IF1 expression in

Hepalclc7 cell line following 48 hours of B[a]P espre was analyzed by western blotting
on total cell lysates. (B) Effects of other PAH3VIBA and pyrene, on IF1 protein expression
assessed by western blotting on total cell lysat#8C70 was used as loading control.

Number of independent experimer&for all conditions.

Fig.S3. Other possible IF1 regulation modalities(A) F258 cells were pre-treated for 1 hour
with CPTIO (25 pM; a NO scavenger), CH223191 (10; |aM AhR inhibitor) or TCDD (10
nM; a strong AhR ligand), prior to co-exposure @B for 48 hours. (A) Role for B[a]P-
elicited NO production and AhR activation on IFl-nggulation was tested by measuring IF1
expression on mitochondrial fractions by westerattlslg analysis. (B) Role for AhR in
B[a]P-induced IF1 overexpression was also invewaby testing the effects of AhR
inhibition by CH223191. (C) Effects of CH223191 dhe B[a]P-induced IF1 mRNA
expression were assessed by RT-qgPCR. Number opeéendent experiments3 for all

conditions, except for (B) (n = 2).

Fig.S4. Effect of B[a]P on the mitochondrial netwok structure. F258 cells were treated
with B[a]P (50 nM or 1 uM) for 48 hours before nascopy experiments. (A) Overall
structure of mitochondrial networks were digitized the 1X83 inverted microscope (63X
magnification) after MitoTracker Red staining (10 (B) Ultra-thin sections (90 nm) of
each culture were observed under transmissionrefeaticroscopy (TEM). Arrows indicate

mitochondria. Number of independent experimei$or all conditions.
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Fig.S5. B[a]P might favor mitochondria biogenesisF258 cells were treated with B[a]P (50
nM) for 8, 24 or 48 hours. Expression of the mitmutirial gene ND1 and of the nuclear gene
COX4 was investigated by RT-gPCR. Expression legkthese two genes were expressed as
ratio to evaluate the mitochondrial biogenesis. Hanof independent experiment3 for all

conditions. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, DMS@s B[a]P-treated cells.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL AND METHODS

Analysis of the mitochondria network ultrastructureusing Transmission electron

microscopy

After drug exposure, cells were rinsed with 0.15\lél cacodylate buffer and fixed by drop-
wise addition of glutaraldehyde (2.5%) for 1 h. ekftfixation, the specimens were rinsed
several times with 0.15 M Na cacodylate buffer podtfixed with 1.5% osmium tetroxide for

1 h. After further rinsing with cacodylate bufféne samples were dehydrated through a series
of graded ethanol from 70 to 100%. The specimene wHiltrated in a mixture of acetone—
Eponate (50/50) for 3 h and then in pure Eponatelfbh. Finally, the specimens were
embedded in DMP30-Eponate for 24 h at 60 °C. Sext{0.5um) were cut on a Leica UC7
microtome and stained with toluidine blue. Ultrathsections (90 nm) were obtained,
collected onto copper grids, and counterstaineth W8 uranyl acetate and then with lead
citrate. Examination was performed with a JEOL 14ffhsmission electron microscope

operated at 120 kV.
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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Figure 6
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Supplementary Figure 1

KEGG_GLYCOLYSIS_GLUCONEOGENESIS
Low ATPIF1 High ATPIF1

ATPIF1 ATPase inhibitory factor 1

ADH1A alcohol dehydrogenase 1A (class 1), alpha .
ADH1C alcohol dehydrogenase 1C (class I), gam...
ADH5 alcohol dehydrogenase 5 (class lll), chi pol...
AKRIAL 2o o ey
ALDH1B1 aldehyde dehydrogenase 2 ?amily‘(mitoch i
ﬁ::gn;Al aldehyde dehydrogenase 7 family, membe..
aldehyde dehydrogenase 9 family, membe. .
ALDH9A1 aldolase B, fructose-bisphosphate
ALDOB 2,3-bisphosphoglycerate mutase

BPGM glucose-6-phosphatase, catalytic, 2

G 6 PCZ galactose mutarotase (aldose 1-epimerase)

GALM glucokinase (hexokinase 4) regulator

GCKR lactate dehydrogenase C

LDHC phosphoenolpyruvate carboxykinase 1 (sol...

PCK1 phosphoenolpyruvate carboxykinase 2 (mi...

PCK2 phosphoglucomutase 1
phosphoglucomutase 2

:g m% pyruvate kinase, liver and RBC

PKLR

HEPATOCELLULAR CARCINOMA (91 patients)

Page 243 sur 328



Supplementary Figure 2
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Supplementary Figure 3
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Supplementary Figure 5
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Discussion générale et perspectives

Les résultats obtenus au cours de cette théseietoqti regroupés dans la figure 38, ont
clairement mis en évidence des effets du B[a]Resorétabolisme mitochondrial. Nous avons
pu démontrer que ces perturbations constituaientdtables mécanismes de survie, limitant
ainsi les effets toxiques du B[a]P. Ceci est diatufdus marquant que ces altérations se
produisent méme en présence de faibles concemisatie B[a]P, relativement proches des
niveaux auxquels I'Homme pourrait théoriquemerd ékposé dans son environnement. Nous
avons ainsi pu établir que le B[a]P est a l'origthene production de NO qui résulte de
I'activation de la INOS; cette production induiteumyperpolarisation de la membrane
mitochondriale, et est a l'origine d'une survieraecdes cellules de la lignée épithéliale
hépatique F258. Nous avons ensuite démontré dansetkeiles que le B[a]P induisait un

remodelage métabolique profond, se caractérisanirgareprogrammation métabolique vers
la glycolyse, amplifiant également leur survie.iBnhous avons identifié que I'une des cibles
mitochondriales des hydrocarbures impliquées dati® ceprogrammation métabolique et
cette survie, est l'inhibiteur physiologique deHaF1ATPase, a savoir le peptide IF1. Par
ailleurs, nous avons pu constater qu'un tel efét Hdydrocarbures sur l'expression d'IF1
s'opére égalemeim vivo sur le plus long terme chez le rat, et pourraisiaconstituer une

nouvelle modalité par laquelle ces composés pantainduire des processus de

cancerogénese.

Néanmoins, de nombreux points restent a approfaafdir de préciser le réle du NO a la
mitochondrie, et de définir plus précisément lanaigation impliguée dans ses effets. De
plus, méme si nous avons pu démontrer que le BgsjPa l'origine de remaniements
meétaboliques profonds, les mécanismes intervenardneont de ces perturbations restent
cependant a clarifier. Enfin, il semble primordid¢ terminer la caractérisation de la
signalisation impliquée dans la régulation de Ifegpion d'IF1 en présence de B[a]P, et de
préciser si ce peptide constitue ou non un marqdiabte des effets cancérogenes des

hydrocarbures.
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Figure 38. Schéma bilan modélisant la reprogrammatin métabolique induite par le
B[a]P et impliquée dans la survie dans les cellulé®258.

I. Rble de la production de NO

Nous avons mis en évidence dans cette these unell®uoie de survie induite par le B[a]P
au niveau hépatique, cette voie faisant intervame production de NO, qui régule
notamment |IA¥,. Ceci est d'autant plus remarquable que de nomsésemodifications, qui
se produisent au sein de la mitochondrie lors dérdasformation maligne des cellules
néoplasiques, sont liees a une augmentation A¥,. Ainsi une hyperpolarisation
mitochondriale a été associée a une perturbation'édgilibre entre la prolifération et
l'apoptose, une diminution de I'expression de oeytgénes et/ou la survenue de délétions
dans le génome mitochondrial, et des altératiossagévités enzymatiques mitochondriales
(Heerdt et al, 2006). De plus, de nombreux modeles de lignéesortales présentent

constitutivement des valeurs d¥&,, élevées (Fantiet al, 2002). Au-dela du stress oxydant
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et nitrosant, I'exposition chronique a des pollsaenvironnementaux tels que les HAP,
pourrait favoriser I'émergence de certains cancetrsse, en maintenant le compartiment
mitochondrial en état de stresta une production de NO, qui régulerait négativement
'OXPHOS. Dans notre modéle cellulaire d'étudeteceroduction de NO fait intervenir

l'induction de la INOS en réponse au B[a]P. Néamsioi'étude des mécanismes impliqués
dans les dysfonctionnements mitochondriaux résuliume exposition aux hydrocarbures
s'avere complexe, impliquant, comme nous l'avons del nombreux partenaires. En
conséquence, des travaux complémentaires seroessadies afin de caractériser pleinement

les processus mis en jeu.

I-1. Réles respectifs du RAh et de p53 dans la pdaction de NO

Comme l'ont démontré nos résultats dans la ligpéinediale hépatique F258 exposée au
B[a]P, I'activation simultanée du RAh et celle ding suppresseur de tumeur p53, jouent un
réle primordial dans la production de NO ainsi @glams I'hyperpolarisation mitochondriale
résultante. Cependant, des doutes subsistent guadte de p53 dans les effets observés. En
effet, il a déja été montré que la pifithrimgl'inhibiteur pharmacologique utilisé ici, bloquai
la production du NO sous l'effet d’'une stimulatian LPS dans la lignée de macrophages
RAW 264.7. Cette inhibition était alors indépendade I'effet inhibiteur de cette molécule
sur p53, et passait plutdt par une régulation mégde I'expression de I'lFI§-(Mendjargalet

al., 2013). En conséquence, pour confirmer l'implaratie p53, il sera intéressant de tester
sur la production de NO induite par le B[a]P, l&fld’'une extinction de p53 par des ARN
interférents. Un tel résultat nous renseignera miagge sur la voie de signalisation
majoritairement impliquée, RAh ou p53, dans la pan de NO observée sous I'effet du
B[a]P.

Méme si p53 et RAh semblent impliqués, la part eeipe de ces deux cibles dans la
production de NO n’a pas été clairement identifides données montrent que l'inhibition de
ces deux cibles par des inhibiteurs chimiques ehgénduction de la INOS, ce qui suggere
un réle a la fois de p53 et du RAh. Outre la vdlata de l'implication de p53, les roles

respectifs du RAh et de p53 dans cette inductisteré donc a déterminer. Des travaux du
laboratoire ont déja mis en évidence une coopératatre le RAh et p53 dans la
différenciation des cellules BeWo induite par lea] (Le Veeet al, 2013). Dans ces

travaux, le RAh est impliqué dans la régulation @&4¥. Ainsi, son activation par le B[a]P
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pourrait favoriser l'activation de p53 en augmentarproduction de métabolites réactifs, et

donc les dommages a I'ADN.

Par ailleurs, il a été montré que l'activation ddhRbloque I'activation de p53 par un jeu de
phosphorylation et d'acétylation dans la lignée Gi&p contribuant par ce biais au
développement tumoral. Cet effet des ligands du BuxHa régulation de p53 résulte alors de
la fixation du RAh sur AGR2Anterior GRadient protein 2 homolgg(Ambolet-Camoitet
al., 2010). Ce marqueur tumoral a été deécrit pour riago la survie et la transformation
néoplasique en contrecarrant la fonction de supptesde tumeur de p53 (Brychtosaal,
2011).

Cependant, les précédents travaux du laboratbakp(i et al, 2010), ainsi que les analyses
réalisées au cours de ma thése dans la lignée @68e 1) impliquent un mécanisme
différent de ceux décrits ci-dessus puisque la pihaylation de p53 en réponse au B[a]P est

détectée méme en l'absence de RAh.

Il a été montré que le statut de p53, WT ou muruénce le niveau d'expression du RAh
dans des tissus cancéreux mammaires humairet @li 2014). L'activation de p53 dans des
cellules humaines soumises a un stress génotoxigueluit de plus a une augmentation de
I'expression du RAlia un mécanisme post-transcriptionnel (Panchanathah, 2015). Par
ailleurs, il a été montré que le statut de p53uiice l'activité en tant que facteur de
transcription du RAh; en effet, p53 est capabldfatter I'expression de génes sous le
contr6le du RAh (Amit Kochhaet al, 2014). Dans cette étude le fait de restaurepiéssion
de p53 au moyen du CP-31398, une molécule chimign@ue pour restaurer l'activité de
p53 dans les cellules cancéreuses, abolissaitittrmh des CYP1ALl et 1B1 par le B[a]P. Cet
effet sur le RAh passerait notamment par l'inductie la protéine Ahalativator of Heat
shock 90kDa protein ATPase homolggAmit Kochharet al, 2014).

Quoi qu'il en soit, ces doutes quant a limplicatidirecte de p53 dans ce mécanisme
pourraient étre facilement levés en testant lest®effi'une inhibition plus spécifiqgue de ces
deux cibles; une invalidation de p53 pourrait aigtse réalisée afin d'analyser le réle de p53
dans l'activation du RAh, et dans linduction de NBDS et de [I'hyperpolarisation

mitochondriale.
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I-2. L'isoforme mitochondriale de la NO Synthase parrait-elle jouer un rdéle dans ce
mécanisme?

Nous avons déterminé par des expériences d'immecadation de la INOS que cette
production de NO sous l'impulsion du B[a]P semhbittot localisée dans le cytosol qu'au
niveau des mitochondries. Cependant, I'utilisaianDAF2-DA en microscopie pour suivre
la localisation du NO, indique également une prtidncau niveau des mitochondries
(Hardonniére et al., 2015, supplementary figure. 24)si, d'autres modalités de production
du NO pourraient étre impliquées. Il a été démoatréiveau hépatique chez le rat que la NO
synthase mitochondriale (MtNOS) était fonctionmetat intégrée au complexe |. Dans ce
modele, plus l'activité du complexe | est soutepu@lus la mtNOS produit une quantité
importante de NO. Ce mécanisme pourrait avoir peftet d’harmoniser les activités des
complexes suivants sur l'activité du complexe erelant, il pourrait aussi jouer un role dans
l'autorégulation du complexe | puisqu'un effet biteiur du NO sur le complexe | est
également connu. Par ailleurs, la mtNOS est caldépendante : plus la [€3n est élevée,

et plus son activité est intense (Parigaal, 2008). De plus, méme si dans notre modéle, le
NO semble contrOler |AY, et donc intervenir en amont de celui-ci, une refainverse est
également possible. En effet, l'activité de la m8\® été décrite comme reposant sur ['état
meétaboligue des mitochondries modélisé par la fonoetomotrice, et semble
préférentiellement liée a la composant®¥, plutdt qu'au pH matriciel. Ainsi,
I'hyperpolarisation résultant de l'inhibition dungplexe V par I'oligomycine A dans des
mitochondries issues du cceur, du foie et des damats Sprague-Dawley, avait pour effet de
maximiser la production de NO par cette enzymeagaltdépendante associée a la membrane
interne. A l'inverse, la diminution progressive A, diminuait graduellement la production
de NO. Les auteurs en avaient notamment déduitefte production de NO pourrait étre un
moyen de signaler au compartiment cytosolique umarge énergétique mitochondriale
élevée (Valde=zt al, 2006). Ainsi, il serait intéressant d'approfermé point dans la lignée
F258, afin de vérifier si cette isoforme mitochaallr des NOS participe ou non a la
production de NO que nous avons caracterisée &ffest Idu B[a]P. Pour ce faire, il sera
intéressant d'analyser le contenu en NOS dansrdesions mitochondriales par western
blotting ; cependant les différentes isoformes d@SNsont particulierement difficiles a
détecter dans notre modele par cette techniqgueouls faudra donc tenter d'affiner la
résolution de nos expériences d'immunolocalisadifim de voir si la mtNOS est impliquée

dans la production de NO a la mitochondrie dansenobdéle cellulaire.
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I-3. R6le du NO dans la reprogrammation métaboliquenduite par le B[a]P

En lien avec la régulation d\W,, et la capacité du NO a inhiber les complexekdt IV de

la chaine respiratoire (Antico Arciuadt al, 2012), nous avons donc voulu déterminer en
perspective a ce projet si l'action protectricd\d vis-a-vis de la mort cellulaire induite par
le B[a]P pouvait impliquer une reprogrammation rbétmue des cellules F258. En effet,
guelques études ont clairement établi un lien gmoduction de NO et effet Warburg. Ainsi,
un apport de NO exogene induit un effet Warburgsddes cellules de cancers ovariens, avec
une glycolyse accrue, une réduction notable d'OX8H®algré une augmentation du flux du
TCA et de la glutaminolyse (Canela al, 2014). Concernant nos travaux, l'utilisation du
CPTIO, molécule piégeuse du monoxyde d’'azote, ésgorce de B[a]P ne semble toutefois
pas inhiber la reprogrammation métabolique (Fig@e Il apparait méme que la réduction du
contenu cellulaire en NO dans les conditions basat@t a l'origine d'une augmentation
significative de l'accumulation de lactate dangnlidieu extracellulaire. Différentes études
semblent majoritairement établir que le NO favoagela glycolyse mais des données
suggéerent également que celui-ci pourrait inhibstecvoie métabolique (Benavides et al.,
2013). En raison de la variété d'effets biologiques NO, il serait donc intéressant de
déterminer précisément les concentrations en NG a@s différentes conditions afin de

pouvoir discriminer le type de signalisation inéypiar le NO en fonction du contexte.

W
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[ ]
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Figure 39. Effet du CPTIO (25 pM), un piégeur de NQsur I'accumulation de lactate
extracellulaire aprés 48 heures d’exposition au B[&. n=3.

Ainsi, en lien avec la capacité du NO a inhibemplosphorylation oxydative (Cooper et
Giulivi, 2007), il serait également intéressant detitifier précisément les cibles
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mitochondriales de cette molécule dans les celleBs8 exposées au B[a]P, en réalisant par
exemple des expériences de biotin switch qui peemete détecter la S-nitrosylation des

protéines, et ensuite d'évaluer plus spécifiquertenteffets de cette production de NO sur

'OXPHOS et le TCA.

Enfin, il sera intéressant de tester si la GTPa®AN(Nitric Oxide-Associated protein 1) est
egalement impliquée. En effet, cette enzyme a ddétifie¢e comme un régulateur majeur
capable d'ajuster l'activité des enzymes de la gitwyglation oxydative en fonction des
concentrations en oxygene disponibles. Pour cee,facette enzyme est régulée
transcriptionnellement en fonction de la concemmaten Q disponible ; elle pourrait

notamment réguler l'activité des complexes en jbsan lI'expression et la stabilité de ces
derniers, mais également par l'intermédiaire deifications translationnelles. De plus, cette
GTPase est aussi connue pour interagir avec lewibosomes, contrdlant par ce biais les

synthéses protéiques mitochondriales (Kolanazydd, 2011; Heidleet al, 2011).

I-4. Une action régulatrice du NO sur la survivineserait-elle a entrevoir ?

Un lien entre le NO et la survie pourrait égalemestoser sur la survivine (BIRC5), une
protéine inhibitrice de l'apoptose (IAP), d'autantune corrélation entre l'expression de la
INOS et 'ARNmM de cette protéine a été identifiér.supprimant l'apoptose et en acceélérant
la prolifération, ce mécanisme pourrait jouer ule icnportant dans la progression tumorale
des carcinomes hépatocellulaires (lkeguati al, 2002). Tandis qu'une tres forte
concentration en NO exogene inhibait la survivihesensibilisait les hépatocytes de rat a
TRAIL in vitro, des concentrations plus modérées, retrouvéegpamse a l'activation de la
INOS, augmentaient I'expression de la survivingpfisant ainsi la survievia les voies
Akt/NFxB (Wanget al, 2011). De plus, il a été identifié que la coofiéraentre la survivine

et I'oncogene MYCN favorisait la survie et la pféfation, ainsi que I'acquisition d’'un
phénotype de type Warburg au cours de la transtoomanaligne (Hippet al, 2014). Au vu

de limpact du B[a]P sur le métabolisme énergétidaes notre modéle, cette modalité n'est
pas non plus a exclure. A ce propos, il est intEnaisde signaler que le RAh a été récemment
montré comme responsable d’'une induction de la\dne/(Svobodovét al, 2015).
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II. Effet du B[a]P sur le métabolisme énergétique

Contrairement a d'autres études, il est appardagueariations d\¥,, sous I'effet du B[a]P
n'étaient pas transitoires dans notre modéle @détidinpact du B[a]P sur ce paramétre est
apparu comme dose-dépendant; de plus, lintenstécatte hyperpolarisation semblait
augmenter a mesure que la cinétique d'expositiotuéi (jusqu'a 72 heures). Ainsi, cet effet
est fondamentalement distinct de I'nyperpolarisatransitoire précoce précédant la rupture
de la membrane externe et la relargage des faqtensapoptotiques (Popg@e al, 2001; Kim

et al, 2003); il s'inscrit au contraire dans un contadgesurvie en lien avec la transformation
des cellules. De plus, I'impact du B[a]P sur la photogie des cellules F258, méme a faible
dose, nous a encouragés a poursuivre les investigaguant a la capacité du B[a]P a
promouvoir la survie. Dés lors, nous avons voulalder les effets de notre composé sur le
métabolisme énergétique. Nous avons pu montren quisence de B[a]P, le phénotype des
cellules F258 devenait plus mésenchymateux, ave@atantiel de migration accru. Le
meétabolisme énergétique, quant a lui, subissaitrappgrammation de type Warburg, avec
un ralentissement significatif de la phosphorylatiaxydative et de la respiration, et une
accélération du flux glycolytique.

lI-1. Le RAh serait-il également un régulateur clédu métabolisme mitochondrial?

Nos résultats ont démontré que le récepteur Aht étgliqué dans la reprogrammation
meétaboligue médiée par le métabolisme du B[a]P.siAitinhibition de sa translocation
nucléaire par le CH223191, un antagoniste du RAbn(@es non présentées), ainsi que
I'extinction de son expression par siRNA bloquémtdumulation de lactate extracellulaire
induite par une faible concentration de B[a]P. Beudonnées sont disponibles quant a un
éventuel réle du RAh dans la reprogrammation mdigm Cependant, l'activation
transcriptionelle du RAh par la TCDD avait permisiehtifier que ce récepteur était impliqué
dans la régulation de genes du meétabolisme mitabfaintels que des sous-unités des
complexes |, lll, IV et V (Forgacst al, 2010). Une étude fait également état de la ctpaci
du RAh a réguler I'expression de la GAPDH sougetef'une stimulation par la TCDD ou par
la B-naphtoflavone (Reyes-Hernandetizal, 2009). Or, cette enzyme de la glycolyse est un
senseur du stress lié au NO et est par ailleursl@égpar nitrosylation. Cette enzyme est
également connue pour agir comme un facteur deesuen effet, 'augmentation de son

expression, en plus de maintenir un niveau d'Adfsant pour la survie en amplifiant la

Page 258 sur 328



glycolyse, semble promouvoir le recyclage des rhibocries endommagées par I'autophagie
dans les cellules HelLa (Coladt al, 2007; Colellet al, 2009). Cependant, I'expression de
cette derniére ne semble pas véritablement modifiés notre modéle d'étude (données non

publiées).

Les études sur le RAh ont longtemps été confinéas éadre strictement toxicologique, en
lien avec ses ligands exogenes: la TCDD ou lesdrgabures, dont le B[a]P (Baroui al,
2007). Pour autant, son activité transcriptionnedigule de nombreuses fonctions cellulaires
comme le systéme immunitaire et l'inflammation,diiérenciation, le cycle cellulaire, la
mort cellulaire ou encore la migration (LindseyPeajpoutsakis, 2012). Au-dela de ses activités
transcriptionnelles, de nouvelles fonctions du Rl été identifiées comme son activité E3
ubiquitine ligase (Ohtaket al, 2007). Quant a un éventuel réle du RAh a la rhiboclrie,
tres peu de données sont disponibles. Or, nosuxasaggerent que ce récepteur pourrait
également avoir un important réle en tant que @gul du métabolisme mitochondrial. En
effet, la TCDD induisait non seulement une hypepsétion transitoire de la membrane
mitochondriale détectable depuis 24h jusqu'a 4@wpdsition (Hardonniere et al., 2015,
supplementary figure 6), mais aussi une augmentat@la production de lactate. De plus,
l'inhibition spécifigue du RAh par le CH223191 hlaif totalement I'hyperpolarisation
induite par le B[a]P (hardonnieet al, Figure 6A), de méme que la production de lactate
(Données non présentées). Dans ce contexte, mémens peut exclure a I'heure actuelle un
réle transcriptionnel du RAh dans la régulation ohétabolisme énergétique, le pool

mitochondrial de ce récepteur pourrait jouer ue @€, qui reste a définir.

A cet égard, Tappenden et ses collaborateurs avad@montré, dans la lignée Hepalclc7,
grace a l'utilisation de la méthode tap (tandenmigffpurification) couplée a la spectrométrie
de masse, qu'en I'absence de ligand, le RAh inssagfortement avec la sous-unité ABR5
de la FOF1ATPase (Tappenden et al., 2011). Noussag@galement pu détecter le RAh dans
les fractions mitochondriales de la lignée F258Bl[&]P ou la TCDD provoquaient la sortie
du RAh du compartiment mitochondrial dans notre e®dFigure 40A). De plus, dans la
recherche des voies de signalisation impliquées darrégulation d'IF1, nous avons pu
constater qued-NF, un inhibiteur du métabolisme du B[a]P, dimiitusgnificativement le
pool mitochondrial du RAh, contrairement au CH22B1&nnu pour bloquer la translocation
nucléaire du récepteur Ah.ctNF a également éte testé vis-a-vis de la respiratellulaire.
Les expériences ont révélé qu'en présenaeNH, la respiration des cellules F258 était
fortement stimulée, aussi bien dans les conditién®ins qu'en présence de B[a]P (Figure
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40B). De plus, alors que le B[a]P diminuait la iesjon dans les conditions témoins, il
potentialisait celle-ci en présence-#lF. En lien avec les travaux de Tappenden, nesira
suggerent donc également une localisation mitoaf@leddu RAh, qui pourrait permettre de
réguler OXPHOS indépendamment de son activité ¢rgnionnelle. En effet, cette équipe
avait identifié que, dans les cellules Hepalcla7,CDD induisait une hyperpolarisation de
la membrane mitochondriale, et celle-ci avait aktés corrélée a une diminution du contenu
mitochondrial de la protéine RAh (Tappendsnal, 2011). Il est intéressant de signaler ici
gue l'utilisation de siRAh induit une forte dimirmart du RAh a la mitochondrie (Figure 40C).
En revanche, I'utilisation des sip53 et silF1 restas effet sur le contenu mitochondrial en
RAh (Figure 40C).
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Figure 40. L'effet du B[a]P sur le contenu mitochodrial en RAh dans la lignée F258
pourrait avoir un réle prépondérant dans l'activité métabolique de l'organite. (A)
Analyse du pool mitochondrial d'AhR par westernttihg. (B) La consommation d'oxygéne
(OCR) ainsi que l'acidification extracellulaire (BR) ont été analysées avec le kit Mito
Stress sur un Seahorse XF24. Les valeurs d'OCRgatement été exprimées en fonction des
valeurs d'ECAR afin de mettre en exergue le profétabolique des cellules dans les
différentes conditions. (C) Extinctinction du RAleamitochondrie par siRNA.
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Ainsi, cette modulation de la quantit¢é de RAh l@#&la la mitochondrie pourrait étre
directement liée a I'élévation significative declansommation d'oxygéne que nous avons
observée. Cette présence du RAh a la mitochondvigrgit dés lors agir comme un
régulateur physiologique de la machinerie oxydatiweais pourrait aussi de par sa
translocation, signaler des situations de strezsaatres compartiments cellulaires. Dans ce
contexte, ces résultats trés préliminaires, ménited'étre confirmés et approfondis. Il sera
notamment intéressant de réaliser des expériefiogmuhoprécipitations afin de vérifier si le
RAh interagit directement avec I'ATPase dans notoeléle. Une lignée stable déficiente en
RAh pourra également étre générée afin d'évaluévetituel impact du RAh sur le
métabolisme mitochondrial dans les conditions lessaén comparant par exemple les

niveaux de respiration de ces deux lignées.

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

L'une des découvertes majeures de I'équipe aidantifier que le métabolisme du B[a]P par
les CYPs était responsable de l'activation de Ni&fhs la lignée F258, cette activation
conduisant a une alcalinisation intracellulaire ¢ldtial, 2004; Hucet al, 2007; Tekpliet al,
2012). Or, une telle alcalinisation médiée par NH&ldéja été identifiée comme un
évenement précoce dans la transformation maligee,facteur favorisant notamment
l'acquisition d'un phénotype de type Warburg (Raskkal, 2000). Ce parametre est en effet
connu pour augmenter l'activité des enzymes ddyl@olyse (Alfarouket al, 2014). Dans
notre modéle d'étude, I'activation de NHE1 en répoau B[a]P, avait été reliée a la mort
cellulaire (Hucet al, 2004). Cependant, dans un autre modele, leseliepalclc?, dans
lesquelles NHE1 est également activé par le B[afe activation ne semble pas étre
impliqguée dans I'apoptose associée (Holme al, 2007). Malgré ces divergences
fonctionnelles dans I'établissement de la mortutahe, nos résultats mettent clairement en
évidence que cette cible du B[a]P est impliguéesdameprogrammation métabolique induite
dans ces deux lignées. Ces différences concerimapti¢ation de NHE1 dans les voies de
mort et de survie induites par le B[a]P pourraigravenir du phénotype différent entre les
cellules F258 et Hepalclc7: spontanément transf@méancéreux, respectivement. Une
autre explication pourrait étre que différentescfons de NHE1 (transport des’ Hu
plateforme de signalisation) interviennent dansvigies de mort et de survie sous l'effet du
B[a]P.
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Nous avons également testé la capacité d'autres &AfPomouvoir la reprogrammation
métabolique. Nous avons ainsi constaté que le DMBA2-Dimethylbenz[a]thracene) était
également a l'origine d'une production de lactatzerbée. Or, I'équipe avait déja pu mettre
en évidence que cet hydrocarbure était égalemegpomsable d'une alcalinisation
intracellulaire (Hucet al, 2004). Ce résultat confirme ainsi l'importancel’detivation de
NHEL1 dans la détermination du phénotype glycolwidbans ce contexte, il sera judicieux de
tester I'effet du cariporide sur l'activité des gmes de la glycolyse afin d’approfondir le réle

du pH dans cette reprogrammation.

Une stimulation de l'activité de certaines enzyrdesla glycolyse avait été identifiée de
longue date dans les tissus pulmonaires de soaiiéds au B[a]P (Radst al, 1980). Dans
notre étude, il est apparu que l'activation dehBégeur NHE1 était impliquée dans
laugmentation de l'oxydation du glucose promue IpaB[a]P. Un rdle de l'activation de
NHE1 dans la stimulation de l'oxydation du gluceséu cycle des acides tricarboxyliques a
déja été rapporté. Ce mécanisme permettait;activation du transporteur NHE1, de limiter
les lésions cardiaques en cas d'ischémie-repenfudiez la souris (Mraichet al, 2011).
C'est pourquoi, dans nos conditions, un effet tidecpH sur l'activité des enzymes du cycle
de Krebs est envisagé. Les effets du B[a]P sur @A Tpourraient impliqués la forme
mitochondriale de NHE1 (mNHE1). En effet, cette fasme, également sensible au
cariporide, a été décrite récemment dans le tiastiaque, et pourrait jouer un rdle dans la
régulation du pH mitochondrial (Garciareeaal, 2008; Alvarez et Villa-Abrille, 2013); en
effet, son activation conduirait a un afflux detpres dans la matrice mitochondriale (Alvarez
et Villa-Abrille, 2013). De plus, un réle de ceiseforme dans la survie a déja été suggéré; en
effet, l'activité de celle-ci pourrait permettre geevenir I'ouverture du PTP lors d'une
stimulation calcique, et jouerait donc égalementala dans le maintien dh¥r, (Alvarez et
Villa-Abrille, 2013). Or, dans les cellules F258, B[a]P induit dés 24 heures, et au moins
jusqu'a 48 heures, une acidification de la matnéchondriale. Ce résultat pourrait donc
impliquer un effet du B[a]P sur cette isoforme roitondriale de NHE1, mais nous devrons
poursuivre les investigations pour tester cetteolhygse. || semble ainsi possible d'inhiber
spécifiguement cette isoforme (Villa-Abrillet al, 2011), afin de déterminer si elle est a
l'origine de I'acidification matricielle que nougoas observée sous I'effet du B[a]P.

L'acidification matricielle induite par le B[a]P poait étre a l'origine de la dissociation du
complexe Il (Lemariéet al, 2011), d'ou une stimulation du TCA (Grimm, 20Hyang et

al., 2014), et ce, malgré les effets déléteres duB)r la machinerie oxydative. Afin
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d'affiner nos résultats, il sera intéressant ddicoar notre hypothése du point de vue de la
dissociation du complexe Il par Blue native gel HAGDe méme, un diagnostic
mitochondrial par oxygraphie, permettra de déteempius spécifiquement quelles altérations
fonctionnelles de la chaine respiratoire sont pgoées par le B[a]P. Concernant le complexe
I, si sa dissociation est confirmée, nous pourross tester I'effet du cariporide afin de voir
si I'activation de NHEL par le B[a]P est impliqué&en outre, comme décrit précédemment,
nos travaux suggerent également l'implication deepéeur Ah dans la reprogrammation
meétabolique induite par le B[a]P. Comme nos travanbérieurs avaient identifié que le RAh
était impliqué dans l'activation de NHE1 sous éetfe ce cancérogéne dans les cellules F258
via son role dans le remodelage membranaire (Tekpli, 2010; 2012), il n'est pas a exclure
gue l'action du récepteur Ah dans la reprogrammajlgcolytique soit principalement liée a
cette activation de NHE1L. Ainsi, l'utilisation deiR&h pourra permettre de tester

implication de ce récepteur dans I'acidificatioratricielle et la dissociation du complexe II.

lI-3. Quel est le rdle joué par p53 dans la reproggmmation métabolique induite par le
B[a]P?

Il est apparu que p53 était aussi impliqué dansdesmniements métaboliques observés sous
l'effet du B[a]P dans les cellules F258 (Résul@implémentaires article 2). Nous avons
cependant choisi de ne pas inclure ces résultatsnmmaires dans l'article 2 puisqu'il nous
reste a comprendre comment I'ensemble des actearagissent entre eux. p53 joue un role
critigue dans le contrdle d'un certain nombre degssus cellulaires, y compris I'apoptose,
l'arrét du cycle cellulaire, la stabilité du géngmee I'angiogenése. Sa capacité a réguler le
métabolisme énergétique a déja été décrite puip§@eest impliqué dans la régulation du
transport de glucose (Scwartznberg-Bar-Yoseplal, 2004), de la glycolyseia TIGAR
(Bensaacet al, 2006), de la voie des pentoses phosphates, deiadgd<rebs, du métabolisme
de la glutamine (Huet al, 2010) ou encore de OXPHOS (Matoka al, 2006), en
interagissant avec le complexe V (Bergeatdl, 2013). p53 régule ainsi le métabolisme en

limitant la glycolyse et en améliorant la phosplhatign oxydative (Kruiswijket al, 2015).

Dans notre modele, I'activation de p53 par le Bfa]kerait également un réle dans la survie
en lien avec les modifications métaboliques quesrauons pu mettre en évidence. En effet,
I'inhibition de p53 bloque, au méme titre que pleuRAh, la reprogrammation métabolique
observée (Résultats complémentaires article 2r&iBl Un tel effet va a I'encontre de ce qui

est classiquement décrit quant au réle de p53 ldamprogrammation métabolique. Dés lors,
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on pourrait envisager que dans ce contexte cefs eféep53 sur le métabolisme passent plutot
par un effet régulateur de ce dernier sur l'aéitianscriptionnelle du RAh (Kocchar et al.,
2014), comme décrit plus haut. Cette hypotheserpibyar ailleurs permettre d'expliquer
pourquoi l'inhibition de ces deux cibles distinctesduit a une inhibition tres marquée de la

reprogrammation métabolique promue par le B[a]P.

Par ailleurs, l'activation de p53 est connue pawofiser la conversion de la glutamine en
glutamate pour amplifier le TCA. Cependant, undfkt n'a pas été observé dans notre
modele cellulaire; en effet, les niveaux d'oxydatite la glutamine ne sont pas modifiés sous

I'effet du B[a]P (Figure 41).

3 DMSO
40 Bl B[a]P 50 nM

HH
HH

[14C(U)]-L-glutamine oxidation

24h 48h
Figure 41. Effet du B[a]P sur I'oxydation de la gldamine. (n=3)

Si I'implication de p53 dans la régulation du méteme n'est plus a démontrer, les modalités
demeurent relativement complexes puisque le steyi53 (Galluzzet al, 2011; Zhanget

al., 2013), ainsi que son niveau d'expression ori¢rdensidérablement le type de réponse
(Antico Arciuchet al, 2012). Dans la suite de ce travalil, il s'agiraalde clarifier le statut de

p53 dans notre lignée.

lll. Le peptide IF1, une cible mitochondriale des lydrocarbures

Les travaux précédents de I'équipe avaient sugpéréa FOF1ATPase pouvait étre une cible
du BJ[a]P, celui-ci supposé induire une activitéerse de cette ATPase, responsable d'une

acidification cytosoligue secondaire (Huet al. 2006). Ainsi, en lien avec les
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dysfonctionnements métaboliques préalablement @ars€s, nous avons cherché a étudier
plus spécifiqguement la régulation du complexe \és€Cainsi que nous avons identifié IF1,
l'inhibiteur physiologique de I'ATPase, comme undidat potentiel pour expliquer les effets
observés. De facon intéressarggoptose induite par le B[a]P dans les cellul2s8ne fait
pas intervenir la libération du cytochrome c. Qemirrait étre justement da a l'action d'lIF1,
qui, lorsqu'il est fixé sur la sous-unité F1 deTlPase, bloquerait lI'ouverture du PTP, ce
dernier étant formé du dimére de FOF1ATPase (Gicegial, 2013; Bernardet al, 2015).
Cependant, nous avons mesuré l'activité synthaseothplexe V mais nous n‘avons évalue
gu'indirectement son activité hydrolase par unelyapades concentrations en ATP
intracellulaire en présence d'oligomycine A. llsselonc également nécessaire d'affiner ces
données en réalisant cette mesure. De plus, ilisgEr@ssant de voir si I'extinction d’ATPIF1
entraine une libération du cytochrome c et une amgation de I'activité des caspases dans

les cellules F258 traitées par le B[a]P.

l1l-1. La balance AMPc/Ca**est-elledéterminante dans la régulation d'IF1?

Il nous a été difficile d'identifier précisémens lmodalités de régulation du peptide inhibiteur
IF1 par le B[a]P. Néanmoins, il nous est vite appgue l'augmentation du contenu
mitochondrial en IF1 était indépendante du métabwdi du B[a]P, ainsi que des voies
classiqguement activées par cet hydrocarbure datre moodele. En effet, plutét que de
prévenir I'augmentation du contenu mitochondri#ifd'sous I'effet du B[a]P, l'inhibition
chimigue de certaines de ces voies potentialigdie @ugmentation. A ce propos, bien que les
mécanismes impliqués dans cette potentialisatistemé & déterminer, il est intéressant de
noter que celle-ci était associée a une perte din RAtochondrial. Nous avons testé
I'implication de la voiep2 adrénergique, connue pour étre activée par |gPB[at ce,
indépendamment de son métabolisme; I'activationetiee voie conduit a une augmentation
du C&" intracellulaire (Mayatiet al, 2012). Une stimulation a ainsi été réalisée ayeno
d’'une forme perméante d’AMPc, a savoir le 8-Br-AMRous avons pu observé que l'apport
exogene de ce second messager avait pour effegrdénter I'expression d’lIF1. Nous avons
ensuite voulu approfondir les résultats et confirometel rle de la voif2 dans la régulation
d'IF1 en jouant sur l'expression de ce récepteur pme stratégie de siRNA.
Malheureusement, nous ne sommes pas parvenusidrétsignificativement son expression.
Nous avons donc cherché a inhiber les intermédiaités de cette voie de signalisation

cellulaire. Cependant, les expériences visant irt¢effet d’une inhibition de la protéine
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kinase PKA par le H89 n’ont pas donné de résupatdbants vis-a-vis de l'induction du
peptide IF1 en présence de B[a]P. Pourtant, lakitin de la voie PKA par TAMPc a déja été
impliquée dans la régulation d'OXPHOS (Acin-Pestal, 2009), et joue un rble crucial dans
la régulation du métabolisme mitochondrial (Acimdzeet al, 2011). Dés lors, une
production d’AMPc localisée a la membrane mitochi@aie pourrait donc étre directement
impliquée. Dans ce contexte, la protéine adapeaatddAP121, jouerait un réle de
recrutement des adénylates cyclases solubles (QA€shettant une production localisée
d'’AMPc au niveau mitochondrial (Huang et al., 199I7a d'ailleurs été montré que lorsque
lintégrité de cette protéine est compromise, ekst la source dimportants
dysfonctionnements mitochondriaux, nuisant sigatfiement a la survie des cellules
(Perrinoet al, 2010). Mais d'autres AKAPs comme WAVEWi skott-Aldrich syndrome
protein family member)1(Danial et al, 2003), ou encore SKISlpan-Kettering Institute
Protein (Meanset al, 2011), pourraient étre a l'origine du recrutemeCs a la
mitochondrie. Un tel mécanisme pourrait ainsi éinepliqué pour réguler l'activité
mitochondriale en situation de stress, notammentF1, dans le but de préserver l'intégrité
de l'organite et la survie des cellules. Ainsgata intéressant de mesurer les niveaux d’AMPc
totaux et mitochondriaux afin de tester cette higpse, mais également d’approfondir ce
point en testant I'implication des AKAPs. Parmi f@stes les plus probables, un réle du pool
d’AMPc mitochondrial ainsi constitué dans la régiola de la protéase mitochondriale Lon
serait a entrevoir (Osbouret al, 2014), d’autant qu’une telle modalité de régolati’'lF1 a
déja été suggéree (Shenal, 2009).

Parallélement & 'AMPc, le Ghest un autre messager résultant de I'activatiota deie p2.
L'utilisation du chélateur calcique BAPTA-AM (Figur6A, Article 3), suggeéere que
’lhoméostasie calcique jouerait un réle négatifsdda régulation d’IF1, puisque le BAPTA-
AM potentialisait son induction. Par ailleurs, laladum est un élément essentiel dans les
interactions entre les sous-unitéstp de la partie F1 ainsi que la sous-unité e de ftepa0

de la FOF1ATPase (Bernardt al, 2015) ; il pourrait également influencer l'effa@t de
’ATPase par ce biais. Un role de la calmodulinasdia régulation d’'IF1 a déja été identifié
(Contessiet al, 2007) ; une compétition entre cette derniére Fdt pour la liaison sur
'ATPase n'est pas exclure. Il sera ainsi détermirde tester le réle de la calmoduline, afin

de déterminer plus précisément de quelle facoal@um intervient dans la régulation d’'IF1.

Dés lors, I'équilibre de la balance AMPc/%Cpourrait &tre un élément déterminant pour la
régulation d’IF1. En outre, des changements erf]Gae traduiraient également par une
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modulation de la production d’AMPc. Cependant, effets semblent particulierement
complexes, puisque ces deux messagers, AMPc %t Llafluencent réciproquement, avec
parfois des rbles antagonistes ou alors synergi¢Amsco-Arciuh et al, 2012). Il sera donc
primordial d’éclaircir les interactions de ces dengssagers, en regardant par exemple I'effet
d’'une chélation du Ga par le BAPTA-AM, ou de linhibition de I'mport deique a la
mitochondrie avec du RU360, molécule ciblant le M@Utochondrial Calcium Uniportey;

sur le niveau d’AMPc a la mitochondrie.

Une publication a tres recemment abordé les médatie régulation d’'IF1 par la vofe
adrénergique. Dans ce travail, I'action de cetie passerait par une phosphorylation directe
d'IF1 par la PKA (Garcia-Bermudeet al, 2015). Ainsi, en interférant avec le ligand
endogene du récepte?2, le B[a]P pourrait perturber les processus deuladign du
meétabolisme énergétique. Il faudra donc s'intéregégalement au statut de phosphorylation
d'IF1 dans la suite de notre travail. Cependangstl important de souligner ici que nos
résultats n'avaient pas seulement relié I'activatie la voie2-adrénergique par le B[a]P a
'activation du peptide, mais montraient égalemgue cette voie jouait un rble dans la
régulation de l'expression d'IF1, avec une légemgmentation du niveau de son ARNmM,

suggérant un mécanisme plus complexe qu’une siptsphorylation.

[1I-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 différenghases du développement tumoral, la
contribution des dysfonctionnements mitochondriappovoqués par cet agent a la
transformation des cellules néoplasiques est encoat connue. L’hyperpolarisation
mitochondriale observée pourrait étre liee a Radton d’'IF1, comme cela a déja été
identifiée (Sanchez-Cenizet al, 2010; Formentiniet al, 2012). Dans ce contexte,
I'activation d'IF1, en favorisant un remodelagedtrral profond, pourrait favoriser la survie
en préservant l'intégrité du réseau mitochond@anipanellaet al, 2009). Ce mécanisme
faciliterait la biogenese et la fusion mitochonldriaAinsi, I'exposition aux HAP pourrait
permettre de sélectionner des sous-populationschutariales présentant une meilleure
plasticité métabolique et uk¥m plus élevé. Dans ce contexte, I'action inhiketddF1 sur la
FOF1ATPase agirait comme un mécanisme de surviengi@nt aux mitochondries
endommagées de contourner les mécanismes de eowkedlqualité mitochondriaux, en

induisant une hyperfusion (Campanetfaal, 2009). En effet, ce mécanisme a été identifié
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comme un processus visant a préserver la vialugtiulaire, I'élongation mitochondriale
permettant aux mitochondries d'échapper aux praseds dégradation lorsque I'autophagie
est soutenue (Gomes al, 2011). De plus, la surexpression d’lF1 conduifparalléle a un
ralentissement des processus autophagiques (Caltapainal, 2009). Nous avons donc été
interpellés par le fait que le B[a]P, qui augmadritexpression d'IF1 dans notre modéle F258,
induisait des effets similaires sur le réseau rhiboclrial, avec un déséquilibre marqué de la
balance fission/fusion en faveur de la fusion. &#eurs, I'hyperfusion mitochondriale, qui
est dépendante dA¥m, est connue pour transitoirement tamponner |éstsefiés aux
dysfonctionnements de la chaine respiratoire, reti &@viter le recyclage des mitochondries
altérées par des processus mitophagiques (Twitpigh&, 2011). Méme si cet effet semble
clairement lié a 'augmentation de I'expressiorf-il;lnous n’avons cependant pas vérifié si

I'extinction d’'IF1 empéche les processus de fusiotochondriaux.

pY

Un AYm élevé a aussi été relié a un renforcement déictleité de la machinerie
mitochondriale d'import/export protéique, ce quupait favoriser le recyclage du contenu
protéigue mitochondrial en dépit du ralentissents® processus mitophagiques (Schmidt,
2010; Galluzziet al, 2012). Un tel mécanisme pourrait ainsi ameélidaerésistance de ces
mitochondries, et plus globalement des cellules ts situations de stress (Harbaeteal,
2014). Par ailleurs, cette pression de sélecti@roge par les polluants de I'environnement
pourrait par exemple expliquer les fréquences &omamt élevées d'homoplasmie dans les
mutations de 'ADNmt retrouvées dans les tumeurs,lien avec les altérations de la
machinerie oxydative (Collezt al, 2001; Gasparret al, 2013). Ainsi, il sera important de
vérifier dans notre modele que l'extinction d’'IFIépient bien de ces phénomeénes
d’hyperfusion mitochondriale. Il pourrait égalemedite intéressant d’évaluer I'impact de
cette extinction sur le dysfonctionnement autopdpagique nous avons pu caractériser dans

les cellules F258 exposées au B[a]P, et qui sd&dlldé la fin de cette partie.

La production de NO a également été décrite pouerjaun réle dans la régulation de la
structure du réseau mitochondrial. Cependantuéatidn de la INOS serait plutt responsable
d'un déséquilibre de la balance fission/fusionaredir de la fission (Gonzalet al, 2014),
(Kamga Priceet al, 2014). La protéine DRP1Dgnamin-Related Protein)]l protéine
impliquée dans la fission des mitochondries, esteffat régulée par S-nitrosylation. I
semblerait que cette modalité de régulation abseités un emballement des processus de
fission (Choet al, 2009; Nakamurat al, 2010). Ceci ne semble pas en adéquation avec ce

gue nous avons observé puisque dans notre modelaejéséquilibre de la balance
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fusion/fission sous l'effet du B[a]P apparait neat en faveur de la fusion. Ainsi cet effet
marqué sur la fusion pourrait étre lié plutot atlization de la PKA par le NO et ses dérivés
(Kamga Prideet al, 2014). A cet égard, il faut signaler que I'adiiva de cette kinase par le
NO, toujours en lien avec une fusion marquée dceae mitochondrial, a également éte
associée a une stimulation de la glycolyse dansadgsocytes (Khocet al, 2014). Par
conséquent, il sera intéressant de tester aufisi kkune inhibition de la production de NO
sur l'ultrastructure du réseau mitochondrial afen wbir, au-dela de I'hyperpolarisation, si
celle-ci contribue également a ces effets sur fedyque du réseau mitochondrial sous l'effet
du B[a]P.

[I-3. IF1 et autophagie

Plusieurs études récentes, bien que rares, étiliskirement lI'implication d'IF1 dans les
processus autophagiques. Ainsi, dans les cellulekaHle niveau d'expression d'IF1
déterminerait l'intensité des processus de dégdgeedautophagique; plus I'expression du
peptide inhibiteur va étre importante et plus le<fautophagique sera ralenti (Campanetla
al., 2009). De plus, une étude génomique suggere hgdrait essentiel pour le recyclage des
mitochondries endommagéem des processus mitophagiques, en permettant notairene
recrutement de PARK2 a la mitochondrie (Lefebegteal, 2013). Au-dela de l'implication
d'IF1, il apparait clairement que la régulationlaenachinerie autophagique est intimement
lite au métabolisme énergétique (Galluzizal, 2014). La fonction d'IF1 vis-a-vis du cycle
mitochondrial serait alors double, stimulant nomlement la fusion mitochondriale mais

jouant également un réle dans I'élimination deschibndries altérées.

Malgré le caractéere ubiquitaire d'IF1 chez les ewgtas et son importance dans la
physiologie des mitochondries, il semblerait qu'lfelsoit pas une protéine indispensable. En
effet, I'autophagie ne semble pas altérée dansadelm de souris KO pour IF1 en l'absence
de stress (Nakamuet al, 2013). Cependant, comme le démontrent nos travabérét de

ce peptide se trouverait plutét dans sa capagqgiserver la survie des cellules, notamment
dans des situations de stress exacerbé, en lindsmtégats causés aux mitochondries, mais

aussi en évitant I'épuisement des réserves éngugsti

Au cours de l'autophagie, la morphologie du résedachondrial va fortement influencer le
devenir des cellules. Ainsi, lorsque des processiigphagiques vont se mettre en place, le
niveau d'AMPc va augmenter, conduisant a l'activatie la PKA Protéine Kinase A La
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PKA va alors phosphoryler DRP1, ce qui va avoirrpefiet de bloquer sa translocation
mitochondriale, favorisant ainsi la fusion (Gonsdsal, 2011). Ce mécanisme va avoir pour
effet de protéger les mitochondries vis-a-visale Eventuelle dégradation par des processus
autophagiques. Au-dela de l'aspect purement maogltple, ces mitochondries vont
egalement présenter des crétes plus denses, ainsi degré de dimérisation et une activité
plus importante de I'ATP synthase, d'ou une capaundintenue a synthétiser de I'ATP. Ce
mécanisme de protection des organites a pu é&ndifié a la foisn vitro dans un modele de
cellules MEFs ein vivo (Gomeset al, 2011). De plus, il a été montré que GSK3, uné&cib
du B[a]P dans notre modéle, renforcait cette vd#P&/PKA/Drpl (Lohet al, 2015).

DRP1 serait également régulé par des processugditibation, impliquant notamment la
ligase MITOL/MARCHS5 (Nagashimat al, 2014). Nous avons pu constater une diminution
de I'expression de DRP1 en présence de B[a]P (Résuydréliminaires non présentés). Or le
RAh est aussi connu pour exercer une activité EQuitine ligase (Ohtake et al., 2007). Dés
lors, il serait envisageable que le RAh contribues effets sur la dynamique mitochondriale
par ce biais. Ainsi, les effets observés sur laadyique mitochondriale en présence de B[a]P
pourrait éventuellement étre liés a une augmemiatie la dégradation de DRP1 sous
I'impulsion du RAh. Il sera par exemple intéressntnesurer si l'inhibition du RAh, modifie
le niveau d'ubiquitination de DRP1 en présence [@@PBafin de déterminer si cette activité

E3 ubiquitine ligase du RAh peut étre impliquée.

En résumé, l'augmentation d'IF1 dans notre modgégvient parallelement a un effet trés
marqué du B[a]P sur la structure du réseau mitadti@in proche des effets décrits par
Campanella et collaborateurs (Campanetlal, 2009). Ceci nous a amenés tres récemment a
nous poser la question d'un éventuel dysfonctioemérautophagique. De plus, nous avions
déja pu mettre en évidence des altérations desdyses en réponse a notre contaminant
(Gorria et al., 2008).

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

Des études ont déja montré que certains polluant®&advironnement sont capables d'altérer
les processus autophagiques. C'est par exempés lduccadmium (Charget al, 2011), de
l'arsenic (Lavet al, 2013) ou encore de la patuline, une toxine famgi¢Guoet al, 2013).
Des analyses préliminaires, en collaboration avedtaia Mograbi (IRCAN, Nice) suggérent

gue le B[a]P serait également capable d'agir supiecessus autophagiques. Certaines de ces
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expériences préliminaires seront brievement détslldans cette partie. Ainsi, I'exposition
des cellules F258 au B[a]P induit la conversionL@8-1 en LC3-Il impliquée dans la
formation et la fermeture des autophagosomes; goenaulation de la protéine cargo p62
dont la fonction est de convoyer les protéines wibitgges dans ces vacuoles autophagiques,

est également détectée (Figure 42).

B[a]P
BlalP 24h _6h_ _24h
DMSO_ _50nM_ _1uM
ST 8§
48h 72h 48h 72h 36h 48h CHQ FENS ~
- - e @B <] P62/SQSTM1 > -
<{ LC3-
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- - = @< L3 e N <t (Ciii

Figure 42. Effet du B[a]P (50 nM versus 1uM) sur l'expression des marqueurs
autophagiques p62 et LC3 analysée par western blaty dans la lignée F258.La
chloroquine (CHQ), agent neutralisant le pH lysoalbma été utilisée comme contréle de
I'inhibition autophagique. Ces résultats sont repnéatifs d'au moins trois expériences.

Nous avons par la suite poursuivi nos investigatien caractérisant le flux autophagique.
Pour ce faire, nous avons mesuré l'expression de ncémes protéines en présence
d'inhibiteurs des protéases lysosomales, le E64kh giepstatine A. Ces expériences ont
démontré que malgré des perturbations importatiteisibition du flux autophagique n'était

pas totale. En effet, en présence de ces inhibiteles niveaux d'expression de p62 et de

LC3-1l plus importants ont été observés (résultais présentés).

L'accumulation de vacuoles autophagiques a enététenise en évidence en microscopie a
fluorescence en réalisant un marquage avec unédevmonodansylcadaverine, marqueur de
ces vacuoles (Biederbiakt al, 1995), au moyen du kit Cyto-ID autophagy detectione
accumulation de vacuoles marquées est observaar€rFg) sous l'effet du B[a]P, confirmant

les perturbations autophagiques préalablementifobest
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Figure 43.Effet de 24h d’exposition au B[a]P sur I'accumulaibn des vacuole:
autophagiques.Ce parametre a été evalué par microscopie a floenes aprés marquage
cellules vivantes avec le kit de détéction autopnagCyt«-ID (Enzo Lifesciences). L
chloroquine (CHQR été utilisée comme contrdle positif de l'inhinitiautophagique
Grossissement : 60 x>8.

Nous avons ensuite évalué I'accumulation de cdnpslukion, ou aggrésomes, contenant
protéines altérées (Figure 49e marquage repose suidétection des protéines ubiquitine
par microscopie a fluorescence en utilisant lePkidteostat aggresome detection (Enzo
sciences). Il arévélé un défaut de recyclage des protéines déggsadés 24 heurt

d'expositionavec un effet do-dépendant du B[a]P.

- -
BaP | uM CHQ I0 uM

Figure 44.Effet de 24h d’exposition au B[a]P sur I'accumulatbn des aggrésomeCe
parametre a été evalué par microscopie a fluorescapres marquage sur cellules vival
avec le kitProteostat aggresome detec (Enzo Lifesciences). La chloroqui(CHQ) a été

utilisée comme contrdle positif de I'inhibition aphagique. Grossissem : 60 x. 3.
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La présence de vacuoles autophagiques et d'aggeésamégalement été confirmée en

analysant des coupes ultrafines par microscop@rétéque a transmission (Figure 45).

Figure 45. Analyse de I'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 pbeubrtement les processus autophagiques
dans la lignée F258, méme si l'origine de ces ®ffeste a déterminer. Malgré tout, nos
résultats préliminaires suggérent que ces altémstide la machinerie autophagique seraient
dépendantes du métabolisme de notre hydrocarblmegibe de ce ralentissement de la
machinerie autophagique pourrait aussi étre laefestpression d’IF1, un tel effet de ce
peptide ayant déja été établi dans la lignée H€aampanelleet al, 2009). Cette hypothése
sera testée trés prochainement.

Probablement en raison de la forte accumulatiop@f en présence de B[a]P, nous avons
également pu mettre en évidence une activatioresaatdu facteur de transcription Nrf2 en
présence de B[a]P (Figure 46).
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Figure 46. Effet du B[a]P sur I'expression du facter de transcription Nrf2.

Cette induction de Nrf2 pourrait résulter de I'atadation de la forte accumulation de p62
gue nous observons sous l'effet du B[a]P. Dansoteexte, les altérations des mécanismes
autophagiques induites par le B[a]P pourraient rigeo la survie et la transformation des
cellules en stimulant I'activité transcriptionedle Nrf2; en effet, ce facteur de transcription est
connu pour activer différents systémes anti-oxyslant situation de stress (Dinkova-Kostova
et Abramov, 2015), comme illustré sur la figure @-tlessous. Par ailleurs, l'activation de
Nrf2 a été deécrite pour rediriger le glucose egll#amine dans les voies anaboliques, telles
gue la voie des pentoses phosphates et cellesymthese des nucléotides qui soutiennent la
prolifération des cellules tumorales (Mitsuiski al, 2012). Dans ce contexte, il sera
intéressant d’évaluer la contribution des pertuonat de la machinerie autophagique aux
voies de survie promues par le B[a]P, ainsi quesdarreprogrammation meétabolique que

nous avons identifiée.
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Figure 47. Régulation de Nrf2 par l'autophagie, KEA1 et p62 (Adapté de White, 2012).

p53 est un puissant régulateur des fonctions aatpghes (Tanget al, 2015). Les
mécanismes par lesquels l'autophagie favorise lecetaimpliqueraient notamment la
suppression de l'induction de la protéine suppuesde tumeur p53 conduisant alors a des

modifications de la fonction métabolique des mitmuiries. On distingue ainsi les effets
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initiateurs de l'autophagie vis-a-vis du cancer sglicaractérisent par I'accumulation de p62,
des dysfonctionnements mitochondriaux, un stregdant accru, des dommages a I'’ADN et
une mort cellulaire augmentée, des effets promstigis a une stimulation de I'autophagie et
impliquant notamment une diminution de I'expresstp53 (White, 2015). Ainsi, dans le
cadre d’'une exposition au B[a]R vitro dans notre modele, les perturbations autophagiques

seraient plutét a rapprocher des processus diiuti.

Cependant, des travaux récents ont montré quegledatéon de I'autophagie par p53 était sous
le contréle de la glycolyse, et jouait un réle ¢caliclans la survie des cellules (Duainal,
2015). Le statut de p53 influencerait alors le del'autophagie dans le développement des
tumeurs. Ainsi, la perte de fonction de p53 dimmitd’intensité du flux autophagique, cette
inhibition de l'autophagie pouvant conduire en $abce de p53 a une stimulation de la
glycolyse et de la voie des pentoses phosphatese(Radtet al, 2013). Il sera ainsi
intéressant de caractériser le statut de p53 @ammdtlele cellulaire F258, mais également de
voir si I'extinction de p53 a un quelconque rolengldes altérations de la machinerie

autophagique provoquées par le B[a]P.

Les effets du B[a]P sur l'autophagie pourraienieggant trouver leur origine dans les effets
déja identifiés du B[a]P sur I'HKII, qui est fortemt impactée dans notre modele (Huc et al.,
2007). Au-dela de son role dans la régulation dglyaolyse, 'HKIl pourrait également
réguler la machinerie autophagique. En effet, umaloe d'interaction entre I'HKIIl et
MTORC1 a été identifié (Robertt al, 2014). Cette modalité de régulation permettrait
d’'ajuster l'intensité du flux autophagique au statétabolique de la cellule, et jouerait ainsi
un réle dans le contrdle de la survie cellulair®l{&ts et Miyamoto, 2015). L'HK2 agit
comme un véritable switch, intégrant la glycolysd'autophagie, et jouant un réle crucial
dans la survie des cardiomyocytes en situation toesss Ainsi, I’hexokinase Il pourrait
stimuler 'autophagie lorsque I'apport en glucoserainoré, en se liant sur mTORC1 (Tan et
Miyamoto, 2015). Cette interaction aurait pour etfeempécher cette derniere d’'inhiber les
kinases ULK. En l'absence d’inhibition par mTOR, sc&inases stimuleraient alors
'autophagie en phosphorylant Beclin-1 (Russtesl, 2013). Cependant, dans notre modéle,
I'expression de I'HKII diminue sous l'effet du Bpaflans la lignée F258. De plus, dans ces
circonstances, l'association de I'HKIl a la mitaothoe est diminuée (Huet al, 2007;
Dendeléet al, 2012), confirmant que ce mécanisme jouerait daggnun rbéle dans la
toxicité du B[a]P plutbét que dans ces voies de isur@n peut des lors s'interroger sur

limplication d'un autre partenaire dans ce mécaejspeut-étre une autre isoforme de
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I'hexokinase par exemple. Il serait malgré tous trééressant de réaliser des expériences
d'immunoprécipitation pour vérifier si le B[a]P estpable de ralentir le flux autophagique en
limitant par exemple l'interaction entre I'HKI T OR.

Ainsi, le défaut de recyclage des constituantsulzikes, en lien avec la reprogrammation
métabolique, pourrait étre une source supplémenterstress pour les cellules, et pourrait
également contribuer aux processus de cancérogdnesdfet, il a été montré que les souris
KO pour beclin 1, développaient spontanément desnmanes hépatocellulaires (Takamura
et al, 2011). Ces effets pourraient par ailleurs étlggégea d'importantes dérégulations
métaboliques dans le tissu hépatique (Codognotetdziajn, 2014). Ainsi, 'accumulation de
p62 pourrait conduire a une activation persistatds voies NkB et Nrf2, redirigeant le
glucose et la glutamine vers des voies anaboliquaise des pentoses phosphates, synthese
des nucléotides purine), ce qui favoriserait alasdéveloppement et la prolifération des
cellules tumorales (Mitsuishi et al., 2012 ; Codogt Meijer, 2013). Par ailleurs, au méme
titre que les mécanismes caractérisés au coursette these, les perturbations de la
machinerie autophagique que nous avons pu mettreéwithence seraient également
susceptibles de favoriser la survie et la transébion des cellules, méme si ces données
restent préliminaires, et nécessiteront confirnmatidl sera notamment primordial de
caractériser le role de p62 dans notre modele gumsil’'origine de ces dysfonctionnements

autophagiques.

Ainsi, les effets des hydrocarbures sur I'hnoméastesllulaire pourraient toucher tous les
compartiments cellulaires et avoir un spectre dactrés large. La compréhension de
'ensemble de ces mécanismes pourrait nous peemadtrmieux interpréter le potentiel
cancérogene des composes, et éventuellement fagregér de nouvelles cibles pour la prise

en charge thérapeutigue des cancers induits paIOOHIOSES.

V. D'autres facteurs environnementaux sont par aikurs impliqués dans
I'acquisition d'un phénotype Warbug

Pour finir, il est important de souligner ici quarmi la multitude de composés auxquels nous
sommes couramment exposés via notre environnemiaatres composées semblent faciliter

l'acquisition d'un phénotype cancéreux. En paiBcuméme si ce champ disciplinaire est

relativement récent, il semble d'ores et déja glaeitilts contaminants soient capables
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d'impacter le métabolisme énergétique. C'est pamele le cade I'arseniqqui modulerait le
métabolisme énergétiquen effet, I'arsenic semt promouvoir la glycolys dans la lignée
BEAS-2B (Zhaoet al., 2013)Les contaminations aux métaux lourds pourraienteégent
présenter des effets similaires puisge niveau de biodisponibilité du cuivmodulerait
egalementd métabolisme énergétiquEn effet, & chélation d'une quantité importante
cuivre inhiberaitla phosphorylation oxydative au profit de la glysd, stimulant I
prolifération cellulaire. Lesuteurs ont également pu constin vivo chez la souris que
cuivre était un facteur limitant pour la croissamgmorale, et qu'un apport exogeévia les
eaux de boissons par exemple accélérait signi¥ieaent le développement des tume
(Ishida et al, 2013).Enfin, le PCP (Pentachlorophenol) agircomme un inhibiteur de
phosphorylation oxydative conduisant a une glyalyscrue dai des embryons de zebrafi
(Xu et al, 2014). 1l ressort donc de ces différentes données que cmebreu; facteurs
environnementaux joueraient un réle dans l'acquis desdifférents marqueurs du can
(Engstromet al, 2015) comme représenté sur le schén-dessous (Figur48). Cependant,
peu de données existent actuellement concernardffiels descontaminants cancéroger
vis-avis d’'une reprogrammation métabolique. Il sera doméressant de poursuivre r

études en testant I'impact de ces autres contarnsi
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Figure 48.Les polluants de I'environnement contribuentactivement a I'établissement dt
phénotype cancéreux (Goodson, 201
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Parmi les marqueurs clés du phénotype cancéremgremdre et hiérarchiser les liens étroits
entre la reprogrammation métabolique s'‘opérant acancer et I'exposition aux polluants de
I'environnement sera primordial dans le futur, afendéterminer précisément la contribution
respective de chacun de ces acteurs dans les gpugcds cancérogénese environnementale,
comme soulignée récemment par le consortium Haliioooks Robeyet al, 2015). Par
ailleurs, méme si chaque molécule prise isolémeontra des effets significatifs sur le
meétabolisme, un autre défi majeur réside dans hapeéhension des effets biologiques des
mélanges de polluants auxquels nous sommes couramerposés par l'intermédiaire de
notre environnement, généralement a faible dossuetle long terme, et dont les effets

semblent tres complexes a modéliser et a pronast{@oodsoret al, 2015).

Conclusion

L'identification par nos travaux de nouvelles vaiessurvie promues par les HAP apporte de
nouveaux éclairages utiles a la compréhension dudemd’action des polluants
environnementaux en lien avec leur capacité a pwowio la transformation des cellules
néoplasiques. Ces éléments démontrent que l'antitmchondriale des HAP au niveau
hépatique pourrait contribuer au développement decears, et ce, en favorisant un
meétabolisme glycolytique aérobie. Nous avons eriquaier identifié qu'lF1, l'inhibiteur
physiologique de la FOF1ATPase, constituait un&gibivilégiée pour ces composés. Celui-
ci pourrait de ce fait étre un marqueur précocénmrt pour évaluer la contribution des HAP,
en particulier du B[a]P, dans la cancérogénéseitmguar ces composés, méme si d'autres
facteurs sont également susceptibles de partigiperforte expression d'IF1 dans les cellules

cancéreuses.
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Zwaans BM, Lombard DBlnterplay between sirtuins, MYC and hypoxia-inducible
factor in cancer-associated metabolic reprogramming Dis Model Mech 2014
Sep;7(9):1023-32.
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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, Universi®aris Descartes Oxydation des
substrats par radioactivité/Initiation xCelligence (mesure d'impédance) (2semaines)

16 au 19 Octobre 2013Techniques d’investigation appliquées au diagnostides
pathologies mitochondriales'atelier Meetochondrie” GDR3159, Institut CocHraris

v
v
v
v

Respiration cellulaire : analyse de la chaine rasgre par oxygraphie
Dosage spectrométrique des activités des comptexischaine respiratoire
Quantification des délétions et déplétions de I'’ABMochondrial

Analyse histologique de la chaine respiratoire

Juin 2013 Visite des entreprises Hemarina et Manros Therapeuts (formation VAS)

Mai 2013 :Introduction to Scientific Publishing by Elsevier (formation VAS)

Décembre 2012 : Mobilité INRA ToxAlim, Toulouse tilisation Seahorse XF24
(2semaines)

2014

v

Liste des congrés/communications

ler congrés international "Society of Cancer Meiabtd & 5éme congres
international "Society for Proton Dynamics in Camc8molenice, Slovaquie:
sélectionné pour communication oraléBenzo[a]pyrene promotes ATP inhibitor
Factor 1-mediated metabolic reprogramming leadingurvival and migration in
F258 cells"

4 °M Journée Recherche de la Faculté de Pharmacie deneRe
Poster/Présentation flash"Benzo[a]pyrene promotes ATP inhibitor Factor 1-
mediated metabolic reprogramming leading to suiViva

Obtention Prix Jeune Chercheur de la Fondation Renes 1

2°™ Journée des jeunes chercheurs de I'IRSET, Renséectionné pour
communication orale "Benzo[a]pyrene is promoting survival by switching
metabolism from oxidative phosphorylation to glyses in F258 cells"
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2013

v' 3*™Journée Recherche de la Faculté de Pharmacierdefd&oster"Impact of
benzo[a]pyrene on mitochondrial function: what noléhe carcinogenic effects of
this environmental contaminant?”

v Journées Francophones de Nutrition, Bordeaétectionné pour
communication orale"Impact of benzo[a]pyrene on mitochondrial functiarinat
role in the carcinogenic effects of this environtaéoontaminant?”

v' Cell Symposia "Mitochondria from signaling to dise§ Lisbonne

2012

v 2™ Journée Recherche de la Faculté de Pharmacierde&d&oster
"Involvement of oxidative stress in hepatocyte$ death induced by
benzo[a]pyrene co-exposure".

v" Cell Death in Cancer, Saint-Maldoster "Involvement of oxidative stress in
hepatocytes cell death induced by benzo[a]pyrerexposure".

v European Doctoral College on Environment and He&énnes :
Poster/Présentation’Involvement of oxidative stress in hepatocytds$ aeath
induced by benzo[a]pyrene co-exposure”.

v Cancer Cell Metabolism: Beyond Warburg, Toulouse

Liste des publications

Hardonniere K, Fernier M, Gallais |, Mograbi B, Saunier E, Pdugc N, Le Ferrec E,
Bénit P, Rustin P, Grova N, Appenzeller B, BurelGhevanne M, Sergent O, Huc L, Bortoli
S, Lagadic-Gossmann D. Role for the ATPase inhipitactor 1 in the environmental
carcinogen-induced Warburg phenotype. (About telienitted!).

Hardonniere K, Saunier E, Lemarié A, Fernier M, Gallais I, Héli&, Mograbi B, Antonio
S, Bénit P, Rustin P, Janin M, Hobarou F, Ottoler@ghBenelli C, Sergent O, Huc L, Bortoli
S Lagadic-Gossmann D. AhR- and NHE1-related mei@lveprogramming determines the
cell survival induced by the environmental carcieogbenzo[a]pyrene. (About to be
submitted!).

Hardonniere K, Huc L, Podechard N, Fernier M, Tekpli X, GalldisSergent O, Lagadic-
Gossmann D. Benzo[a]pyrene-induced nitric oxidedpobion acts as a survival signal
targeting mitochondrial membrane potential. ToxieoVitro. 2015 Oct;29(7):1597-608.

Collin A, Hardonniere K, Chevanne M, Vuillemin J, Podechard N, Burel Amanche-
Boitrel MT, Lagadic-Gossmann D, Sergent O. Coopezahteraction of benzo[a]pyrene and
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ethanol on plasma membrane remodeling is resp@&ibkenhanced oxidative stress and cell
death in primary rat hepatocytes.

Free Radic Biol Med. 2014 Jul;72:11-22.

Dendelé B., Tekpli X.Hardonniére K., Holme J.A., Debure L., Catheline D., Arlt V.M.,
Nagy E., Phillips D.H., Ovrebg S., Mollerup S., PBE, Chevanne M., Rioux V., Dimanche-
Boitrel M.T.,_Sergent O., Lagadic-Gossmann D. Protective actiom-8 fatty acids on
benzo[a]pyrene-induced apoptosis through the plasneanbrane remodeling-dependent
NHE1 pathway. Chem Biol Interact 2014, 207:41-51.

K. Hardonniere, L. Huc, M.-T. Dimanche-Boitrel, O. Sergent, D.daalic-Gossmann. O47
Impact du benzo[a]pyrene sur la fonction mitochaadr quel rdle dans les effets
cancérogenes de ce contaminant alimentaire? Nuatrilinique et Métabolisme/Cahiers de
Nutrition et de Diététique-48 (Suppl.1) : S47 (Abst Congrées JFN 2013).
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Le Directeur de Thése Le Responsable de I'Eco le
Doctorale

(Nom et Prénom)

VU pour autorisation de soutenance

Rennes, le

Le Président de I'Université de Rennes 1

Guy CATHELINEAU

VU apres soutenance pour autorisation de publicati on:

Le Président de Jury,

(Nom et Prénom)
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