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1.  Les mitochondries : structure, fonction et régulation. 

Au cours de l'évolution, les cellules des organismes eucaryotes se sont enrichi de 

nouvelles fonctions qui ont permis leur survie dans un environnement changeant. Un 

des challenges importants pour un organisme, est d'assurer son apport énergétique à 

partir d'une source extérieure, énergie solaire pour les plantes, énergie nutritionnelle 

pour les animaux. Le processus d'endosymbiose a permis aux cellules eucaryotes de se 

construire des structures biologiques adaptées à ce besoin. Dans les cellules végétales, 

l'endosymbiose d'une cellule bactérienne primitive est à l'origine des chloroplastes, lieu 

de la synthèse chlorophyllienne. Dans les cellules animales, mais également dans les 

cellules végétales, une cellule procaryote primitive, une alpha-protéobactérie, a donné 

naissance à la mitochondrie, lieu de conversion énergétique et de synthèse de l'ATP. 

Ces mitochondries, tout en gardant leur fonction ubiquitaire de conversion énergétique, 

se sont spécialisées, selon les tissus, dans des fonctions métaboliques spécifiques, 

souvent de synthèse de molécules tissu-spécifiques. Ainsi, elles assurent différentes 

fonctions de régulation cellulaire nécessaires à la survie cellulaire, telles l’homéostasie 

calcique, la synthèse de l’hème ou de précurseurs des hormones stéroïdes, ainsi que la 

prolifération cellulaire. 

Leur structure et leur organisation fonctionnelle sont un reflet des nécessités physiques 

de la conversion énergétique, ainsi d'ailleurs que des besoins énergétiques des cellules et 

de leur compartimentation. Leur nombre est variable selon les tissus, de quelques unités 

(spermatozoïde) à plusieurs centaines de milliers (environ 300 000 dans un ovule), avec 

une moyenne d'environ 5 000 dans une "cellule somatique standard". Ce nombre est 

variable selon le type cellulaire, l’organisme et l’état physiologique ou pathologique des 

cellules. Dans les faits, les mitochondries sont structurées en un réseau dynamique, 

subissant des processus de fusion et de fission, selon le statut métabolique, le stade du 

cycle cellulaire et les besoins énergétiques des compartiments cellulaires (tels les 

axones des cellules nerveuses). 
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A. Structure mitochondriale : 

Les mitochondries mesurent entre 0,5 et 1 µm de diamètre et peuvent atteindre jusqu'à 7 

µm de long. Leur forme et leur nombre varient selon le type cellulaire, elles peuvent 

être rondes ou filamenteuses, mais elles présentent toujours une structure générale 

identique, à savoir une double membrane composée chacune d’une bicouche 

phospholipidique. Les deux membranes sont tout à fait distinctes en apparence et en 

terme de propriétés physico-chimiques. Cette distinction donne à chacune des 

membranes un rôle biochimique particulier. 

 

   Figure 1 : Représentation schématique de la structure mitochondriale. 

1. La membrane externe : 

La membrane externe possède un ratio lipide/protéine de l’ordre de 50/50. Elle est 

largement perméable aux ions et aux molécules ayant un poids moléculaire élevé 

(jusqu'à 5000 kD) (Herrmann et Neupert 2000). Le passage transmembranaire des 

petites molécules, eau et ions hydrosolubles, est assuré par une porine constituant le 

VDAC (voltage-dependent anion channel). Le passage des grosses molécules a recours 

à un système spécifique d'importation, le complexe TOM (Translocase of the Outer 

Membrane). Celui-ci permet le recrutement de protéines d'origine cellulaire dans les 

structures mitochondriales et la matrice mitochondriale. Cette perméabilité permet à la 

mitochondrie d’être en contact avec le cytosol et les autres organites intracellulaires et 

le réticulum endoplasmique notamment dans les processus de régulation de 

l’homéostasie calcique. 

La membrane externe supporte la phase mitochondriale de la voie intrinsèque de 

l'apoptose. Les protéines anti-apoptotiques (de type Bcl2) et pro-apoptotiques (de type 
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Bax) interagissent sur cette membrane, enclenchant la phase irréversible de la voie 

intrinsèque de l'apoptose. 

2. L’espace inter-membranaire : 

C’est un espace étroit d’environ 100 angströms dont la composition est très proche de 

celle du cytosol. Il contient une forte concentration en protons, issus du fonctionnement 

de la chaîne respiratoire, qui lui confèrent une charge nettement positive. Ce 

compartiment mitochondrial renferme plusieurs protéines, soit impliquées dans le 

fonctionnement de la chaine respiratoire tel le cytochrome c, soit impliquées dans le 

processus de déclenchement de l'apoptose telle la protéine AIF 5(Apoptosis Inducing 

Factor), des pro-caspases, l'endonucléase G, ainsi d'ailleurs que le cytochrome c. Après 

la phase d'initiation de la voie intrinsèque de l'apoptose, ces protéines sont expulsées 

dans le cytoplasme où elles vont provoquer une activation des caspases cellulaires. 

3. La membrane interne : 

La membrane interne a une composition assez différente des autres membranes 

biologiques. Elle est constituée de 20 % de lipides et 80% de protéines. Les lipides sont 

en grande proportion, des cardiolipines, phospholipides habituellement peu présents 

dans les membranes biologiques des cellules eucaryotes. Cette membrane se replie sur 

elle-même en formant les crêtes mitochondriales où sont localisés les complexes de la 

chaine respiratoire. La membrane mitochondriale interne est beaucoup moins perméable 

aux ions et aux molécules que la membrane externe, permettant une forte séparation 

entre la matrice mitochondriale et l’environnement cytosolique. 

 Cette compartimentation joue un rôle central dans le processus de conversion 

énergétique. La membrane mitochondriale interne est, en fait, un isolant électrique et 

une barrière chimique. Des transporteurs spécialisés sont intégrés dans cette membrane 

permettant, à certaines molécules, de franchir cette barrière. δ’adénine nucléotide 

translocase ou ANT, qui fonctionne selon un mode antiport en permettant l'échange de 

l’ADP cytosolique avec l'ATP mitochondrial, en est un exemple. Des navettes telle la 

navette malate/aspartate permettent, par un mode antiport, les échanges métaboliques. 

En outre, un transporteur spécifique, appelé complexe TIM (translocase of Inner 
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Membrane), permet l'importation de protéines synthétisées dans le cytoplasme dans la 

membrane interne ou dans la matrice mitochondriale. 

D'autres protéines insérées dans la membrane interne jouent des rôles bien spécifiques. 

Les UCP (protéines découplantes) apportent une régulation du gradient établi par la 

fonction OXPHOS, autour de cette membrane en réduisant celui-ci sans synthèse 

d'ATP. D'autres protéines, telle OPA1, participent à la dynamique du réseau 

mitochondrial et à la stabilisation des crêtes. 

4. La matrice mitochondriale : 

δa matrice mitochondriale est le siège d’une multitude de voies métaboliques aussi bien 

cataboliques, comme l’oxydation des glucides dans le cycle de Krebs, des lipides dans 

la -oxydation et d'acides aminés, qu'anaboliques comme la biosynthèse de l’hème et de 

l’urée qui sont très tissu-spécifiques. Ceci est rendu possible grâce au grand nombre 

d’enzymes qu’elle contient. δa matrice renferme donc de nombreuses molécules 

enzymatiques impliquées dans ces voies métaboliques. Toutes ces protéines sont 

synthétisées dans le cytoplasme cellulaire à partir d'une information nucléaire, puis 

transloquées dans la matrice mitochondriale. 

D'autres protéines enzymatiques impliquées dans les métabolismes mitochondriaux 

suivent ce même chemin. Les NOS (Nitric Oxide Synthase) permettent la synthèse de 

monoxyde d'azote à partir des molécules d'oxygène et tout particulièrement des ROS 

(ou ERO, espèces réactives de l'oxygène). Trois isoformes de NOS sont décrites, la 

NOS1 ou nNOS décrite dans le cerveau, la NOS2 ou iNOS est une molécule inductible 

décrite dans les macrophages, le foie et les cellules endothéliales, la NOS3 ou eNOS 

décrite initialement dans les cellules endothéliales, puis dans les cellules musculaires et 

rénales. 

La matrice mitochondriale héberge 

aussi l’ADN mitochondrial, des 

mitoribosomes ainsi que les ARN de 

transfert et ARN messagers issus de la 

transcription du génome 

mitochondrial. δ’ADNmt est un ADN 

Figure 2 : structure du réseau mitochondrial des cellules 
HepG2 par microscopie confocale X40 
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circulaire de 16 569 nucléotides qui code notamment pour 13 protéines, toutes intégrées 

dans les complexes protéiques de la chaîne respiratoire mitochondriale (Anderson et al. 

1981).  

B. Fonctionnement mitochondrial : 

1. Phosphorylation oxydative : 

La conversion énergétique mitochondriale se fait grâce aux réactions de 

phosphorylation oxydative ou oxydation phosphorylante (OXPHOS). Ces réactions sont 

assurées par les complexes de la chaine respiratoire mitochondriale (CRM) ou chaîne 

transporteuse des électrons (CTE) insérée dans la membrane mitochondriale interne. 

Les réactions de phosphorylation oxydative consistent en un transfert d’électrons issus 

de donneurs d'électrons (NADH +H+, FADH2) à des accepteurs d'électrons 

intermédiaires (les complexes de la chaine respiratoire et les complexes mobiles) puis à 

un accepteur final, l’oxygène (O2), à travers une succession de réactions d'oxydo-

réduction. Ces réactions libèrent une énergie redox, utilisée pour la synthèse de l'ATP. 

L'énergie libérée par les électrons circulant à travers cette chaîne de transport d'électrons 

est utilisée pour transloquer des protons à travers la membrane mitochondriale interne, 

de la matrice vers l'espace intermembranaire, dans un processus appelé chimiosmose. 

Cela génère une énergie potentielle sous forme d'un gradient de pH et produit  un 

potentiel électrique à travers cette membrane interne mitochondriale. Cette réserve 

d'énergie sera utilisée par l’ATP synthase qui, en permettant aux protons de refluer à 

travers la membrane vers la matrice, va permettre la phosphorylation d’une molécule 

d’ADP, ce qui va produire une molécule d’ATP. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 : représentation schématique de la chaine de transport d’électrons. 
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2. La chaine respiratoire mitochondriale : 

a. Complexe I (NADH-coenzyme Q oxydoréductase ou NADH déshydrogénase):  

C'est la première enzyme dans la chaîne de transport d'électrons (Hirst 2005). Ce 

complexe capte deux électrons du NADH,H+ à l’ubiquinone, libérant une énergie 

permettant la translocation de quatre protons au travers de la membrane, ce qui participe 

à la force protomotrice transmembranaire (Sazanov 2007). Ce complexe est constitué 

d’environ 45 sous-unités (Carroll et al. 2006), dont le plus grand nombre (38) est codé 

par le génome nucléaire, tandis que 7 seulement sont codés par le génome 

mitochondrial.  

Cette activité NADH deshydroxylase est sensible à plusieurs inhibiteurs, la roténone, le 

piéricidine A, ainsi que certains médicaments (barbituriques, dérivés mercuriels, 

mépéridine ou péthidine). 

Ce complexe, constitué de neuf noyaux Fer/Soufre, est une des principales sources 

d'espèces réactives de l'oxygène (ROS) dans la mitochondrie. 

b. Complexe II (Succinate-Q oxydoréductase, ou succinate déshydrogénase) :  

C'est le second point d'entrée des électrons dans la chaîne respiratoire mitochondriale 

(Cecchini 2003).  Ce complexe est constitué de 4 sous-unités (SHHA, SDHB, SDHC, 

SDHD) toutes codées par le génome nucléaire. Il se caractérise par son appartenance à 

la fois à la chaîne respiratoire mitochondriale et au cycle de Krebs. La réaction catalysée 

par le complexe II consiste en l’oxydation du succinate en fumarate s'accompagnant 

d'une réduction de l'ubiquinone. Cette réaction oxydant le cofacteur enzymatique FADH 

libère moins d'énergie que l'oxydation du NADH et ne permet pas au complexe II de 

transporter des protons à travers la membrane. Il ne contribue donc pas à la génération 

du gradient électrochimique membranaire. 

Les inhibiteurs les plus classiques du complexe II sont le malonate (analogue du 

succinate) et le TTFA (Thenoyltrifluoroacetone) qui se lie aux noyaux Fer/Soufre du 

complexe. Le complexe II peut générer des ROS, tout particulièrement en condition 

hypoxique. 
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c. Complexe III (Coenzyme Q-cytochrome c oxydoréductase, ou cytochrome c 

réductase ou cytochrome bc1 complexe) : 

Chez les mammifères, cette enzyme est un dimère, chaque sous-unité du complexe 

contenant 11 sous-unités protéiques (10 codées par l'ADN nucléaire et 1 par l'ADN 

mitochondrial), un noyau fer-soufre et trois cytochromes (un cytochrome c1 et deux 

cytochromes b) (Iwata et al. 1998).  La réaction catalysée par le complexe III est 

l'oxydation d'une molécule d'ubiquinol et la réduction de deux molécules de cytochrome 

c. Cette étape s'accompagne du transfert de 4 protons de la matrice vers l’espace 

intermembranaire grâce au cycle Q décrit par Mitchell (1975). Ainsi, des électrons 

dérivant de l’oxydation de l’ubiquinol sont recyclés par le site ubiquinol réductase de 

cette enzyme ce qui permet le pompage des protons vers l'espace intermembranaire. Ce 

complexe est un des sites producteurs de ROS mitochondriaux. 

Les inhibiteurs classiques du complexe III sont l'antimycine A, le myxothiazol, le 

dimercaprol (BAL ou British Anti Lewisite), la stigmatelline. 

d. Complexe IV (cytochrome c oxydase) : 

Ce complexe est la dernière enzyme de la chaîne de transport d'électrons. Composé de 

13 sous-unités, dont 3 sont codées par le génome mitochondrial, il reçoit un électron de 

chacune des quatre molécules de cytochrome c et les transfère à une molécule 

d'oxygène. L'oxygène moléculaire est ainsi réduit en deux molécules d'eau. Cette 

réaction s’accompagne d’une translocation, vers l'espace intermembranaire, de quatre 

protons participant au potentiel électrochimique autour de la membrane interne de la 

mitochondrie.   

Ce complexe est fortement impliqué dans la régulation de la chaîne respiratoire, 

notamment par l'occupation compétitive de molécules de NO sur le site de fixation de 

l'oxygène. Plusieurs isoformes tissu-spécifiques de ce complexe IV ont été décrites, 

participant au rôle régulateur  

Plusieurs molécules sont inhibitrices de ce complexe IV, comme les petites molécules 

oxygénées (NO, CO) qui entrent en compétition sur le site de fixation de l'Oxygène, 

mais aussi le Cyanure qui bloque le transfert des électrons et l'Azide. 
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Certaines pathologies neurodégénératives (syndrome de Leigh, encéphalopathies) ont 

été attribuées à des déficits génétiques de ce complexe IV. 

e. Complexe V (ATP Synthase) :  

C’est le dernier complexe enzymatique dans la voie de la phosphorylation oxydative. 

L'enzyme utilise l'énergie emmagasinée dans le gradient de protons à travers la 

membrane interne mitochondriale pour faire la synthèse d'ATP à partir d'ADP et de 

phosphate (Pi). L'énergie apportée par 3 à 4 protons est nécessaire pour permettre la 

synthèse d’une molécule d’ATP (Yoshida, Muneyuki, et Hisabori 2001). La réaction de 

phosphorylation est réversible, orientée en fonction du niveau du potentiel 

intermembranaire. Quand le potentiel intermembranaire est faible, l’ATP synthase 

hydrolyse un ATP et utilise l’énergie libérée pour la translocation de 4 protons de la 

matrice mitochondriale vers l’espace intermembranaire (Boyer 1997).  

δ’ATP synthase est un complexe protéique massif en forme de champignon. Chez les 

mammifères, ce complexe est composé de 16 sous-unités pour un poids moléculaire 

(PM) d'environ 600 kDA (Rubinstein, Walker, et Henderson 2003). La partie du 

complexe incorporée dans la membrane est appelée FO (fraction sensible à 

l’oligomycine). Elle est composée de 5 sous-unités et est  responsable du transfert des 

protons de l’espace inter-membranaire vers la matrice via le canal à proton du 

complexe. Le segment F1 est matriciel, au contact de la membrane interne et utilise le 

gradient de protons pour convertir l’ADP en ATP (et vice versa). Il est composé de 5 

sous-unités (α, ȕ, Ȗ, į, İ). Des protéines accessoires (e, f, g et F6) sont également 

associées à ce complexe. Le fonctionnement de ce dernier repose sur les sous-unités c 

(au nombre de 10) de la partie F0 qui, connectées à la sous-unité Ȗ de F1, agissent 

comme un rotor utilisant le passage des protons à travers le stator (sous-unités A6, b, d 

et OSCP) pour fonctionner. La sous-unité Ȗ cause, quant à elle, un changement 

conformationnel dans le trimère circulaire de sous-unités α et ȕ de la partie F1 et permet 

ainsi successivement la liaison de l’ADP puis la réaction avec le phosphate inorganique 

pour générer l’ATP et enfin la libération de l’ATP (Kinosita 2012). 

Les inhibiteurs classiques du complexe V sont l'Oligomycine et le 

Dicyclohexylcarbodiimide (DCchlordécone), bloquant tous deux le domaine Fo. 
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Les pathologies associées aux déficits génétiques ou fonctionnels du complexe V sont 

des neuropathies, encéphalopathies ou encore des cardiomyopathies. 

 

C. Régulations énergétiques mitochondriales : 

Dans les cellules mammifères, l'homéostasie énergétique nécessite une coordination 

entre l'activité cellulaire, la disponibilité des nutriments et la régulation des processus de 

production énergétique. Ceci est réalisé par un système complexe de signalisation qui 

comprend différentes kinases et facteurs de transcription reliant d'une part la détection 

de besoins énergétiques cellulaires et d’autre part la disponibilité des éléments nutritifs 

(G Benard et al. 2010). Le statut énergétique intracellulaire est reflété par les 

concentrations respectives des nucléotides adényliques ATP, ADP et AMP (ainsi que 

phosphocréatine/créatine), alors que la disponibilité des nutriments se traduit plus par la 

concentration de glucose et des acides aminés. Les S6 kinases (S6Ks) 1 et 2 et les AMP-

activated protein kinases (AMPKs) interviennent en aval de ces capteurs afin de 

moduler la prolifération cellulaire et le métabolisme énergétique (Aguilar et al. 2007, 6; 

G Benard et al. 2010). Les AMPK sont sensibles au ratio AMP/ATP qui lui-même est 

conditionné par la balance énergétique de la cellule (synthèse d’ATP et consommation 

d’ATP). Après activation par l’AεP, les MAPKs initient une cascade de 

phosphorylations afin d’activer les voies cataboliques conduisant à la production d'ATP 

(glycolyse et la phosphorylation oxydative via la stimulation de la biogenèse 

mitochondriale) et à l’inhibition des voies anaboliques consommatrices d’ATP 

(synthèse des protéines, acides gras et du cholestérol) (Hardie 2007). Plus récemment, il 

a été découvert, dans le muscle squelettique de la souris, que les MAPKs régulent le 

métabolisme énergétique à travers l'activation des sirtuines (SIRT1) [22] et [23]. La 

désacétylation de SIRT1 entraine l’activation en aval de ses cibles, dont les facteurs de 

transcription PGC1α, FOXO1 et FOXO3a (Cantó et Auwerx 2009; Greer et al. 2007) 

 

1) Régulations de la phosphorylation oxydative : 

L'adaptation cellulaire aux contraintes environnementales et physiologiques nécessite 

que le contrôle de la respiration mitochondriale soit adapté à l'évolution de la demande 
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énergétique et à la disponibilité du substrat. Ceci implique des mécanismes de 

régulation qui modulent la phosphorylation oxydative aussi bien au niveau structurel 

qu'au niveau fonctionnel. Selon les tissus, l’organisation et la composition de la chaîne 

respiratoire sont différentes et reflètent l’activité physiologique (ou bien patho-

physiologique) de chaque type cellulaire (G Benard et al. 2006). 

On peut distinguer cinq différents niveaux de régulation OXPHOS : 

a) Régulation de la cinétique de la chaine respiratoire : 

Le premier niveau de régulation implique une modulation de la structure des 

composants de la chaîne respiratoire. La présence d’isoformes rapides ou lentes du 

complexe IV (Capaldi et al. 1988) induit une modulation biochimique de l'activité 

catalytique du complexe IV en fonction du potentiel de membrane électrique (Piccoli et 

al. 2006; Dalmonte et al. 2009). La régulation peut également se faire au travers de 

modifications post-traductionnelles des composants de la chaîne de transport des 

électrons, notamment la phosphorylation ou la nitrosylation des protéines impliquées 

dans les complexes de l'OXPHOS (Carroll et al. 2005; Das et al. 1998). 

b) Régulation de l’efficacité de l’OXPHOS : 

δe second niveau de régulation de l’OXPHOS repose sur la modulation de l'efficacité 

intrinsèque de la phosphorylation oxydative définie par le ratio ATP/O. Plus ce ration 

est élevé plus l’OXPHOS est efficace et inversement. δ’efficacité de l’OXPHOS est 

régulée par les variations du potentiel inter-membranaire induite par "la fuite des 

protons". Celle-ci peut être basale ou induite par les protéines découplantes "UCP" 

(Parker et al. 2009). Les variations de la teneur en oxygène  sont également à l’origine 

de la modification du rapport ATP/O, et par conséquent de l’efficacité de l’OXPHOS 

(Gnaiger, Méndez, et Hand 2000). Il a aussi été rapporté que l’approvisionnement en 

substrats respiratoires intermédiaires, ainsi que les variations dans l’organisation des 

complexes de la chaîne respiratoire (formation des super-complexes) sont à l’origine de 

la modification de l’efficacité de celle-ci (D’Aurelio et al. β006; Bianchi et al. 2004). 
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2) Dynamique et morphologie mitochondriales : 

Dans les cellules mammifères, la capacité de la phosphorylation oxydative peut aussi 

varier selon la morphologie des mitochondries. Ces dernières sont organisées en un 

réseau dynamique dans la cellule, constituant un compartiment subcellulaire. Selon 

l'état de réticulation ou de fragmentation de ce réseau mitochondrial, le rendement de 

l’OXPHOS n’est pas identique (Giovanni Benard et al. 2007). Cet état dépend donc de 

mécanismes finement régulés conditionnant la fission et la fusion mitochondriales. La 

motilité mitochondriale, ainsi que les variations dans la composition lipidique des 

membranes mitochondriales interviennent aussi sur la régulation de l’OXPHOS (Choi et 

al. 2006; Furt et Moreau 2009). Les phénomènes osmotiques conduisant aux 

modifications de l’ultrastructure mitochondriale ainsi que les changements de la taille 

des mitochondries (gonflement ou rétrécissement) joueraient également un rôle dans 

l’efficacité de l’OXPHOS (Furt et Moreau 2009; Hackenbrock et al. 1971). Cependant, 

aujourd’hui, le lien entre l'ultrastructure des mitochondries et leur capacité de la 

phosphorylation oxydative manque d'une véritable analyse expérimentale. Les 

différentes études portant sur ce sujet ont certes observé des modifications de la capacité 

de l’OXPHOS en parallèle à des modifications de l’ultrastructure sans pourtant 

démontrer un vrai lien de cause à effet. 

3) Régulation transcriptionnelle : 

La régulation énergétique mitochondriale se produit aussi à un niveau supérieur. Elle se 

fait à travers la modulation de la biogenèse mitochondriale ainsi qu'à travers sa 

dégradation. Cela se traduit par la détermination du contenu cellulaire en ADNmt (en 

général par le dosage et l'activité de PGC1α et des sirtuines) (Arany et al. 2005; 

Ventura-Clapier, Garnier, et Veksler 2008), ainsi que par la régulation de la 

transcription en mesurant TFAM (Campbell, Kolesar, et Kaufman 2012). Selon le 

niveau énergétique cellulaire, la cellule peut aussi procéder à  l’élimination de 

mitochondries par des phénomènes d’autophagie générale ou ciblée (Twig et al. 2008). 

Les résultats récents indiquent que PINK1 et Parkin jouent un rôle primordial dans la 

régulation des phénomènes d’autophagie mitochondriale suivant le niveau énergétique 

cellulaire (Narendra et al. 2010). 
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4) Régulations extrinsèques : 

δ’OXPHOS peut être influencée et régulée par des facteurs extrinsèques à la 

mitochondrie. Il a été rapporté que les interactions des mitochondries avec les autres 

organites intracellulaire (réticulum endoplasmique, appareil de Golgi, la membrane 

plasmique, peroxysomes) influencent l’OXPHOS (Kozieł et al. 2009; de Brito et 

Scorrano 2008). δ’OXPHOS peut aussi être régulée par d'autres phénomènes cellulaires 

tels que l'apoptose et les flux de calcium. δ’environnement cellulaire et l’exposition à 

divers xénobiotiques (médicaments, polluants environnementaux) ont également un 

impact certain sur la régulation de l’OXPHOS.  

D. Dialogue nucléo-mitochondrial : 

La plupart des protéines mitochondriales sont codées par le génome nucléaire. De ce 

fait, la régulation de la fonction mitochondriale, pour répondre aux stimuli intrinsèques 

ou extrinsèques de la cellule, nécessite un dialogue entre le génome mitochondrial et le 

génome nucléaire. Ce dialogue nucléo-mitochondrial est un facteur en perpétuelle 

régulation afin de répondre aux besoins de la cellule. Il implique divers facteurs de 

transcription et répond à des stimuli aussi divers que la restriction calorique, le froid, les 

besoins énergétiques cellulaires. En outre, il est sous l'influence de molécules 

régulatrices telles que les hormones et peut être  perturbé par des molécules exogènes, 

xénobiotiques, perturbateurs endocriniens... 

1. La voie antérograde : du noyau à la mitochondrie : 

δ’expression des gènes nucléaires codant pour les protéines mitochondriales, sous-

unités de la chaîne respiratoire et autres localisations mitochondriales fait appel, pour 

l'initiation transcriptionnelle, à plusieurs facteurs de transcription spécifiques.  

 NRF1 (Nuclear Respiratory Factor1) : 

 Identifié pour la première fois en 1989 par Evans et Scarpulla. Ce facteur de 

transcription est décrit comme étant le principal activateur transcriptionnel du gène du 

cytochrome c chez le rat (Evans et Scarpulla 1989). Par la suite, des éléments de liaison 

à NRF1 ont été découverts dans les promoteurs de plusieurs gènes codant pour des 

sous-unités de la chaîne respiratoire mitochondriale, dans le promoteur du gène de 

l’enzyme delta-aminolevulinate synthase (voie de synthèse de l’hème), ainsi que dans le 
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promoteur des gènes impliqués dans la réplication de la transcription de l’ADN 

mitochondrial. Par son large rôle de régulateur transcriptionnel, NRF1 est un élément 

majeur des processus de biogénèse mitochondriale (Garesse et Vallejo 2001).  

 NRF2 (Nuclear respiratory factor2) : 

NRF2 se fixe sous forme de tétramère sur le promoteur de plusieurs sous-unités de la 

cytochrome c oxydase et régule ainsi leur transcription (Scarpulla, 2002). 

Les facteurs NRF1 et NRF2 régulent en aval deux facteurs impliqués dans la réplication 

et la transcription mitochondriale : TFAM et MRP, permettant ainsi une expression 

coordonnée des gènes nucléaires et mitochondriaux afin d’assurer un fonctionnement 

mitochondrial correct. Si NRF1 participe à la régulation transcriptionnelle de tous les 

gènes codant des protéines de la chaine respiratoire, NRF2 semble plus sélectif à réguler 

l'expression des protéines du complexe IV. 

 PPARs : peroxisome proliferator-activated receptors α, Ȗ et į /ȕ : 

Ce sont des protéines appartenant à la grande famille de récepteurs nucléaires qui 

fonctionnent comme facteurs de transcription régulant l'expression des divers gènes 

(Michalik et al. 2006). Diverses régulations cellulaires et systémiques sont attribuées à 

ces récepteurs, allant de la régulation du développement placentaire et celui du tractus 

gastro-intestinal durant la vie embryonnaire pour PPAR ȕ/į (Nadra et al. 2006) à la 

régulation du métabolisme énergétique via la régulation du métabolisme lipidique au 

niveau hépatique et du muscle squelettique assuré par PPARα (Lefebvre et al. 2006). 

PPARȖ, quant à lui, joue un rôle primordial dans la différentiation des adipocytes et 

participe dans la régulation de l’homéostasie énergétique (Koutnikova et al. 2003). La 

stimulation de PPARȖ induit la biogénèse mitochondriale via l’activation de la voie 

PGC1α (Miglio et al. 2009).  

 ERR  : Estrogen-related-receptor alpha fait partie de la famille de récepteurs 

nucléaires qui comprend aussi ERRȕ et ERRȖ. Ces derniers ressemblent aux récepteurs 

à l’œstrogène mais ne se lient pas à l’œstrogène. ERRα est lié à la régulation du 

métabolisme oxydatif cellulaire (Scarpulla 2006). En effet, le niveau d’expression 

d’EERα est élevé dans les tissus oxydatifs tel que le muscle cardiaque, là ou il est 

impliqué dans la régulation de la béta-oxydation via le contrôle du promoteur de 



28 
 

l’enzyme medium chain acyl-coenzyme A dehydrogenase (MCAD) (Huss et Kelly 

2004). ERRα est aussi impliqué dans la régulation mitochondriale. Plusieurs études ont 

mis en évidence l’implication d’ERRα dans la biogénèse mitochondriale induite par 

PGC1α (Mootha et al. 2004; Schreiber et al. 2004). 

 TFAM (mitochondrial Transcription factor A) : est un facteur de transcription 

spécifique à l’ADN mitochondrial. Via sa liaison à l’ADN mitochondrial, TFAM régule 

l’initiation et l'élongation transcriptionnelle des 13 gènes portés par le génome 

mitochondrial. Par ailleurs, TFAM assure l'initiation et la régulation de la réplication de 

l’ADN mitochondrial à partir des deux origines de réplication de ce génome. Les 

dysfonctionnements dans la réplication de l’ADNmt sont à l’origine de diverses 

pathologies telles que certaines cardiomyopathies et maladies neurodégénératives 

(Ikeuchi et al. 2005; Keeney et al. 2009; Zhang et al. 2011). Outre son rôle de régulateur 

dans la réplication et la transcription de l'ADNmt, TFAM participe à la stabilisation de 

cet ADN en se comportant comme les histones vis-à-vis de l'ADN nucléaire (Campbell, 

Kolesar, et Kaufman 2012).  

Outre les facteurs de transcription jouant le rôle d'activateurs, les co-activateurs 

transcriptionnels remplissent aussi un rôle important dans la régulation du dialogue 

nucléo-mitochondrial antérograde. Les cofacteurs PGC1 (peroxisome proliferator-

activated receptors gamma coactivator-1) constituent une famille de trois membres 

répertoriés à ce jour : PGC-1, PGC-1  et PRC (PGC-1 Related Coactivator).  

 PGC-1α contrôle le métabolisme oxydatif mitochondrial ainsi que la biogenèse 

mitochondriale. Ce facteur participe, directement ou indirectement, à la régulation de la 

respiration mitochondriale et de la phosphorylation oxydative (OXPHOS) (1) en co-

régulant l'expression induite par les activateurs ERRα, NRF1 et NRF2 (Puigserver 

2005) sur les gènes nucléaires impliqués dans la constitution du respirasome, (2) en 

régulant l'expression de TFAM et donc en régulant tant la réplication que la 

transcription de l'ADNmt, (3) en participant à la régulation de la synthèse et à 

l'assemblage des sous-unités de l'OXPHOS, (4) en participant à la dégradation des 

lipides dans la matrice mitochondriale à travers la -oxydation elle-même sous la 

dépendance des PPARs, (5) en régulant l'expression des protéines découplantes, tout 
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particulièrement UCP1 et donc en participant à la modulation du gradient 

électrochimique permettant la synthèse de l'ATP par le complexe V de l'OXPHOS.  

Par ailleurs, le co-activateur PGC-1α est très impliqué dans d'autres régulations 

cellulaires non-mitochondriales, notamment, l’homéostasie énergétique via la régulation 

de la néoglucogenèse et la béta-oxydation (Herzig et al. 2001) et la régulation du 

processus de l’inflammation (Buler et al. 2012).  Dans un autre contexte, une étude 

récente montre l’implication de PGC1α dans le développement tumoral et la 

prolifération des cellules tumorales. En effet, Klimcakova et al. ont démontré que la 

surexpression de PGC1α dans un modèle murin de cancer du sein favorisait le 

développement tumoral et conduisait à la formation de tumeurs plus larges in vivo 

(Klimcakova et al. 2012). 

 PGC-1  : Contrairement à PGC1 α, il existe peu de données dans la littérature 

scientifique quant aux rôles et fonctions de PGC1ȕ.  Du moins, PGC1ȕ est connu 

comme l'homologue de PGC1α. Il est fortement exprimé dans les tissus avec un contenu 

mitochondrial élevé, tels que le muscle squelettique et le muscle cardiaque (Meirhaeghe 

et al. 2003; Lin et al. 2002). Contrairement à PGC1α, l'expression  de PGC1ȕ n'est pas 

altérée au niveau hépatique suite au jeûne ou à une exposition au froid (Meirhaeghe et 

al. 2003). Il a été démontré que PGC1ȕ est impliqué dans la régulation de la synthèse 

des lipides hépatiques et dans la production des lipoprotéines. L'expression ectopique de 

PGC1ȕ dans le muscle squelettique induit la biogenèse mitochondriale et augmente la 

consommation d'oxygène mitochondrial. PGC1ȕ est également impliqué dans la 

régulation de la transition et le métabolisme des fibres musculaires squelettiques.  

 PRC (PGC-1-related coactivator) : PRC interagit avec plusieurs facteurs de 

transcription afin d’activer l’expression d’une série de gènes en réponse à des stimuli 

physiologiques. En réponse à l'induction du sérum, PRC est immédiatement exprimé et 

active le processus de prolifération cellulaire en se liant à des facteurs précoces, 

(Vercauteren et al. 2006). Durant la prolifération cellulaire, il se produit aussi le 

processus de biogénèse mitochondriale. PRC est impliqué dans la régulation de cette 

biogénèse mitochondriale à travers la formation d’un complexe avec les facteurs de 

transcription NRF-2 et HCF-1, en augmentant l'expression de la majorité des gènes 

nucléaires qui spécifient la fonction respiratoire mitochondriale et le cycle cellulaire 
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(Vercauteren, Gleyzer, et Scarpulla 2008). Un autre rapport à l'aide de shRNA mediation 

PRC dosages knockdown a indiqué que PRC joue un rôle dans l'intégration des voies 

régulant la fonction respiratoire mitochondriale et la croissance cellulaire (Vercauteren, 

Gleyzer, et Scarpulla 2009). Le silencing complet du gène RPC entraine une inhibition 

sévère de la croissance respiratoire, une réduction de l’expression des sous-unités 

protéiques des complexes respiratoires I, II, III et IV ainsi qu’une diminution de 

production d'ATP mitochondrial (Vercauteren, Gleyzer, et Scarpulla 2009). 

Récemment, au sein de notre laboratoire, il a été mis en évidence l’implication de PRC 

dans la modulation des fonctions métaboliques en réponse au cycle cellulaire dans la 

lignée d’oncocytome thyroïdien XTC (Raharijaona et al. 2009). Une étude in vivo 

récente a démontré, en utilisant des souris déficientes en PRC, que ce dernier joue un 

rôle dans les étapes précoces du développement embryonnaire. En effet, les souris 

homozygotes déficientes en PRC mouraient juste après l’implantation (He et al. 2012). 

2. La voie rétrograde : de la mitochondrie vers le noyau : 

δ’expression des gènes nucléaires peut être modifiée à la suite de signaux provenant de 

la mitochondrie, dans des conditions physiologiques ou encore dans un contexte 

pathologique. Ce processus est appelé "voie rétrograde du dialogue nucléo-

mitochondrial" (Liu et Butow 2006; Garesse et Vallejo 2001).  

Cette voie fait intervenir plusieurs "indicateurs" du dysfonctionnement de la 

mitochondrie, ainsi que plusieurs protéines régulant, in fine, l'expression des gènes 

nucléaires répondant à la sollicitation mitochondriale. Ces indicateurs sont en relation 

directe avec les produits de la mitochondrie tels que des altérations de la production 

d’ATP, la diminution du potentiel intermembranaire mitochondrial ou d’ADNmt 

(Garesse et Vallejo 2001). La molécule de signalisation impliquée dans la présente 

communication rétrograde est Ca2+. En effet, la perturbation du potentiel de membrane 

ainsi que la capacité de synthèse d’ATP des mitochondries altérées ou "souffrantes" 

sont des indicateurs de stress mitochondrial qui génèrent une augmentation de la 

concentration de Ca2+ cytosolique (Biswas et al. 1999). Cette augmentation, à la suite 

d'un stress mitochondrial, active la voie de signalisation des calcineurines, PKC, JNK, 

MAPK et CamKIV qui à leur tour activent divers facteurs de transcription responsables 
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de la réponse cellulaire au stress mitochondrial (Luo, Bond, et Ingram 1997; Liu et 

Butow 2006).  

Ce mécanisme est lui-même régulé par le contexte cellulaire. Des éléments de 

l’environnement cellulaire tels que la température, la disponibilité des nutriments ou 

bien des xénobiotiques sont des facteurs qui activent ou inhibent les voies de 

signalisation de la voie rétrograde du dialogue nucléo-mitochondrial (Jones et al. 2012).  

Le premier exemple connu de l'expression de ce dialogue rétrograde se retrouve dans le 

syndrome de MERRF (Myoclonic Epilepsy with Ragged Red Fibers) caractérisé par la 

description de Ragged Red Fibers. 

La voie rétrograde du dialogue nucléo-mitochondrial fait intervenir des protéines de 

type RTG (chez la levure). La voie rétrograde la plus étudiée fait intervenir le gène 

CITβ codant pour une citrate synthase peroxysomale dont l’expression est augmentée 

50 à 60 fois suite à un dysfonctionnement mitochondrial (Liao, X. S. et al., 1991). Trois 

régulateurs positifs (Rtg1p, Rtg2p et Rtg3p) et quatre régulateurs négatifs de cette voie 

(Mks1, Lst8p, Bmh1p et Bmh2p) sont décrits. (pour revue, Liu et Butow 2006). 
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2. Dysfonctionnement mitochondrial et pathologies mitochondriales: 

 

A. Les pathologies mitochondriales : 

Les anomalies du fonctionnement mitochondrial peuvent être causées par des mutations, 

acquises ou héritées, dans la molécule d'ADN mitochondrial (ADNmt) ou dans les 

gènes nucléaires codant pour le protéome mitochondrial.  

Les pathologies induites par une mutation ou un réarrangement du génome 

mitochondrial sont regroupées dans la classe des cytopathies mitochondriales. Celles-ci, 

se manifestant le plus souvent dans la première enfance, sont des pathologies graves, 

multiviscérales et n'espérant, à l'heure actuelle, aucun traitement. Elles portent des noms 

acronymiques qui reflètent la symptomatologie, MELAS (Mitochondrial 

encephalomyopathy, lactic acidosis, and stroke), MERRF (Myoclonic Epilepsy with 

Ragged Red Fibers), syndrome NARP (neuropathie, ataxie, rétinite pigmentaire) ou 

bien encore syndrome de Kearns-Sayre. Génétiques, elles seront à transmission 

maternelle.  

On a longtemps considéré, à tort, que les mitochondriopathies proviennent uniquement 

des mutations de l'ADN mitochondrial. Cela est dû au fait que pendant de longues 

périodes, seules les mutations ou les délétions de l'ADN mitochondrial ont été 

identifiées. Toutefois, le nombre de maladies identifiées dues à des mutations dans des 

gènes nucléaires codant pour des composantes mitochondriales est en constante 

augmentation (Rötig et Munnich 2003). La première maladie reconnue, due à une 

mutation d’un gène mitochondrial nucléaire est le syndrome de δeigh. Ce dernier est 

caractérisé par une encéphalomyopathie nécrosante caractérisée par des crises 

récurrentes de régression psychomotrice. Ce syndrome est du à la mutation du gène 

codant pour la sous-unité flavoprotein du complexe II causant des dysfonctionnements 

au niveau de la chaîne respiratoire mitochondriale (Bourgeron et al. 1995). D’autres 

pathologies sont liées à la mutation, soit d’un gène codant pour une protéine de structure 

de la chaîne respiratoire, soit d’une protéine régulant l’assemblage ou le fonctionnement 

des complexes (pour revue, Rötig et Munnich 2003). 

http://en.wikipedia.org/wiki/Encephalomyopathy
http://en.wikipedia.org/wiki/Lactic_acidosis
http://en.wikipedia.org/wiki/Stroke


33 
 

Outre ces pathologies génétiques, un dysfonctionnement mitochondrial est souvent 

évoqué dans de nombreuses pathologies métaboliques ou dégénératives, notoirement 

liées à l'âge (Schapira 2012).  

Les maladies neuro-dégénératives font partie des maladies liées à l’âge et dont 

l’implication des dysfonctions mitochondriales est bien décrite. δa maladie d’Alzheimer 

est un bon exemple. En effet, plusieurs études ont rapporté des anomalies de la structure 

ou de la fonction mitochondriale, ou des défauts d'ADNmt dans le cerveau ou d'autres 

tissus et de cellules de patients atteints de la maladie d'Alzheimer (Schapira 2012). En 

outre, le polymorphisme dans le gène TOMM40 (translocase of outer mitochondrial 

membrane 40) constitue un facteur de risque pour le développement de la maladie 

d’Alzheimer. TOMM40, protéine de la membrane externe mitochondriale, fait partie du 

pore servant de site d'importation pour les protéines cytoplasmiques pour entrer dans la 

mitochondrie (Roses et al. 2010). 

δes dysfonctionnements mitochondriaux liée à l’âge ainsi que le stress oxydant peuvent 

être des facteurs de risque pour le développement de glaucome (Kong et al. 2009). Le 

processus de fission-fusion mitochondrial est l’objet d’études multiples en pathologie 

humaine. Plusieurs types d'atrophies optiques héréditaires, souvent dominantes, sont liés 

à des mutations et des déficits fonctionnels des protéines impliquées dans la dynamique 

du réseau mitochondrial. (Delettre et al. 2000).   

La mitochondrie peut désormais être considérée comme une cible thérapeutique. Si 

plusieurs protocoles thérapeutiques sont en cours d'expérimentation, il faut bien 

reconnaître que les modalités thérapeutiques restent à mettre au point. 
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B. Facteurs participant à la pathologie mitochondriale: 

a. ROS et Stress oxydant : 

Le stress oxydatif se réfère aux divers processus délétères résultant d'un déséquilibre 

entre la génération excessive de ROS et la limite des systèmes de défense antioxydant 

cellulaire (Rolo, Teodoro, et Palmeira 2012). La chaîne respiratoire mitochondriale, et 

plus particulièrement au niveau des complexes I et III , est considérée comme la 

principale source des ROS au niveau cellulaire. Cela est exacerbé lorsque le potentiel de 

membrane est élevé (Lenaz 2012). La mitochondrie est elle-même la cible de ces 

molécules oxydantes qui interagissent avec les protéines des complexes protéiques 

engendrant ainsi des dysfonctionnements mitochondriaux. Ces dysfonctions seraient 

impliquées dans le processus de vieillissement (H.-C. Lee et Wei 2012) mais aussi dans 

divers processus pathologiques tels que l’insulino-résistance (Newsholme, Gaudel, et 

Krause 2012), le diabète type II (Rolo, Teodoro, et Palmeira 2012) ainsi que diverses 

pathologies prolifératives et neuro-dégénératives (Lenaz 2012). 

b. NO et stress nitrosant : 

δe monoxyde d’azote est produit par différentes isoformes de NO Synthase (NOS) à 

partir de L-Arginine (Knowles et Moncada 1994). Il joue un rôle important dans la 

régulation de diverses voies de signalisation cellulaire et processus physiologiques. Le 

NO a été décrit comme ayant la capacité de stimuler la biogénèse mitochondriale via la 

voie de signalisation impliquant PGC1α (Clementi et Nisoli 2005; Nisoli et al. 2003; 

Nisoli et Carruba 2006). Une production excessive et/ou permanente de NO conduit 

aussi à le convertir en radicaux libres générant ainsi un stress nitrosant qui a des effets 

délétères au niveau cellulaire et mitochondrial (A. B. Knott et Bossy-Wetzel 2010). La 

réaction entre le NO et l’anion superoxyde conduit à la production d’une espèce 

hautement réactive : le peroxynitrite (ONOO-) (A. B. Knott et Bossy-Wetzel 2010) qui 

induit un stress mitochondrial et inhibe, d’une manière irréversible, la chaîne 

respiratoire au niveau du complexe I et IV(Andrew B Knott et Bossy-Wetzel 2009). Le 

NO peut interagir, d’une manière physiologique ou physiopathologique, avec les résidus 

cystéine des protéines dans un processus connu sous le nom de S-Nitrosylation 

(Stamler, Lamas, et Fang 2001). Cette S-Nitrosylation est impliquée dans diverses 
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régulations physiologiques mais a aussi été associé à des processus physiopathologiques 

tels que la maladie de Parkinson et la maladie d’Alzheimer (Andrew B Knott et Bossy-

Wetzel 2009). 

c. Flux cellulaires du Calcium: 

La mitochondrie, avec le réticulum endoplasmique, joue un rôle majeur dans 

l’homéostasie calcique au niveau cellulaire. D'autre part, les flux de calcium sont aussi 

d’importants régulateurs de la fonction mitochondriale (Glancy et Balaban 2012). Le 

calcium régule l’efficacité de la conversion énergétique à travers son action sur les 

complexes de la chaîne respiratoire et les enzymes de la matrice mitochondriale (Glancy 

et Balaban 2012). Une étude récente suggère que les dysfonctionnements 

mitochondriaux observés à la suite d'une mutation du gène Pink1 dans de la maladie de 

Parkinson sont dus aux dérégulations des flux de calcium. Ces perturbations 

mitochondriales sont associées à une augmentation de la concertation intracellulaire de 

calcium, accompagnée d’un changement de la morphologie mitochondriale (Marongiu 

et al. 2009). 

d. Traitements médicamenteux 

La fonction et la régulation mitochondriales sont sujettes à des altérations dues à la prise 

de certains médicaments. En effet, les molécules médicamenteuses peuvent interagir à 

différents niveaux de la régulation mitochondriale et avoir des conséquences délétères 

sur cette fonction, pouvant conduire jusqu'à la létalité. Le Zidovudine (Retrovir®, 

Combivir®) fut le traitement de référence pour les patients atteints de VIH pendant 

plusieurs années. Cette molécule inhibe le processus de réplication de l’ADN 

mitochondrial à travers son action sur l’ADN polymérase mitochondriale (Martin et al. 

1994). De sévères myopathies mitochondriales ont été observées chez les patients 

atteints du VIH traités avec la Zidovudine (Benbrik et al. 1997; Tomelleri et al. 1992). 

Les anthracycline, molécules largement utilisées pour la chimiothérapie des tumeurs 

malignes, sont un autre exemple des molécules médicamenteuses ayant des effets 

délétères sur la mitochondrie (Mordente et al. 2012). Le mode d'action exact de ces 

anticancéreux sur la mitochondrie n’est pas très bien élucidé et demeure l’objet de 

plusieurs études. Selon une étude récente, l’ADNmt serait la cible de la toxicité 

mitochondriale de ces agents. En effet, ces agents s’intercalent au niveau de l’ADNmt, 
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ce qui expliquerait la toxicité mitochondriale de ces composés (Ashley et Poulton 

2009). D’autre molécules ou familles de molécules médicamenteuses sont connues pour 

avoir des effets délétères sur la fonction mitochondriale telles que les statines 

hypocholestérolémiantes (Rosenson 2004) et certains antibiotiques (Li et al. 2005). 

e. Métaux lourds et xénobiotiques : 

Parmi les polluants environnementaux, les métaux lourds constituent une famille avec 

un fort potentiel perturbateur sur la régulation de la fonction mitochondriale. Le 

Cadmium, un des métaux lourds les plus étudiés, altère la fonction mitochondriale en 

inhibant la phosphorylation oxydative ainsi que l’expression des gènes régulant cette 

fonction (Cannino et al. 2009). Cet effet serait dû principalement à l’inhibition du 

transport d’électrons au niveau de la chaîne respiratoire mitochondriale (Miccadei et 

Floridi 1993). D’autre métaux lourds ont cet effet inhibiteur sur la chaîne respiratoire 

mitochondriale tels que le mercure et le cuivre (Belyaeva et al. 2012). D’autres 

molécules, notamment certaines utilisées comme pesticides et/ou insecticides ont été 

décrites comme inhibant la fonction respiratoire mitochondriale. δ’effet de ces 

molécules telles que la roténone ou le DTT a souvent pour conséquence une 

augmentation des ROS intracellulaires suite à une inhibition d’un ou de plusieurs 

complexes de la chaîne respiratoire (Slaninova et al. 2009). 

 

3. Xénobiotiques et molécules polluantes de l'environnement : 

δ’avènement de la chimie dans l’industrie et l’agriculture après la deuxième guerre 

mondiale fut bénéfique pour le développement de ces deux secteurs. En effet, des gains 

de temps et de productivité ont été réalisés. Cependant, cet avènement s’est accompagné 

par la production d’un grand nombre de substances chimiques, soit d’une manière 

volontaire et contrôlée comme ce fut le cas pour la production de pesticides et engrais 

agricoles, ou bien d’une manière moins contrôlée et involontaire comme les sous-

produits de l’industrie. Qu’elles soient produites d’une manière volontaire ou pas, la 

majorité de ces substances n’est pas biodégradable et persiste dans l’environnement au 

niveau des sédiments ou bien dans les eaux durant plusieurs années, ce qui en fait un 

problème de santé publique majeur. 
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La production d'un volume croissant de ces substances chimiques augmente les risques 

d’exposition humaine. Ce risque, réservé dans les années 70 aux ouvriers ou 

agriculteurs qui furent en contact direct avec ces produits, se trouve, de nos jours, 

généralisé à toute la population sans exception à cause de la persistance de ces 

substances et leur transmission via la chaine alimentaire. Il existe plusieurs types de 

contaminants alimentaires dont certains sont issus de procédés industriels tels que les 

PCB, les métaux lourds (cadmium, plomb) ainsi que les pesticides. D’autres, sont 

produits par des organismes tels que les toxines bactériennes ou les mycotoxines 

produites par les champignons. 

Face à ce risque croissant, les autorités nationales et internationales ont pris des mesures 

visant à évaluer les risques potentiels de ces substances sur la santé publique. Cela à 

conduit à l’interdiction de certains produits et la définition des concepts de 

"concentration maximale tolérée" dans les eaux et les aliments ainsi que de "doses 

journalières admissibles" (DJA). 

En parallèle à l’augmentation de l’exposition de la population aux polluants 

environnementaux, une augmentation importante des maladies dites non transmissibles 

a été observée telles que les pathologies neurodégénératives, l’insulino-résistance ou 

encore les pathologies prolifératives (L. Multigner et al. 2008; Priyadarshi et al. 2001; 

Lim et al. 2010; D.-H. Lee et al. 2010). La progression de ces pathologies 

multifactorielles ne peut être expliquée simplement par la génétique et/ou 

l’augmentation de la durée de vie mais l’exposition aux polluants environnementaux a 

une part non négligeable dans cette pathogénèse. 

A. Pesticides et assimilés : 

Les produits organochlorés ont été largement utilisés dans le monde entier en tant que 

pesticides, fongicides ou insecticides. Leur utilisation est courante, aussi bien dans le 

domaine de l'agriculture que celui de la santé humaine et animale. Plusieurs procédures 

judiciaires, en France et dans le monde, sont actuellement en cours concernant, par 

exemple, le domaine de l'apiculture. 
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a. Le chlordécone : 

Le Chlordécone est un produit phytosanitaire organochloré largement utilisé pendant 

plus de 20 ans (1973-1993) dans les Antilles françaises, pour contrôler le charançon du 

bananier (Luc Multigner et al. 2010; Guldner et al. 2010) et cela, en dépit de 

l’interdiction de son utilisation aux Etats-Unis en 1976. Cette utilisation intensive a 

conduit à une importante pollution des territoires d’outre-mer (Guadeloupe, 

Martinique). Certaines nappes phréatiques contiennent des niveaux 100 fois supérieurs 

aux normes fixées par l’organisation mondiale de la santé (OεS). 

Le chlordécone est rapidement absorbé par la muqueuse intestinale après ingestion. Il 

est largement distribué au sein de l’organisme, l’accumulation survient principalement 

dans le foie. La demi-vie du chlordécone dans l’organisme est de plusieurs mois. 

δ’excrétion du chlordécone est lente et se fait principalement par les excréments. 

 

Figure 4: Structure chimique du Chlordécone 

 

b. Le lindane : 

Le lindane est un insecticide à large spectre utilisé depuis 1938. Environ 80% du 

lindane est utilisé à des fins agricoles (Demozay & Maréchal, 1972), principalement 

pour le traitement des semences et des sols. La protection du bois est la principale 

utilisation non agricole du lindane. Son utilisation est interdite dans plusieurs pays 

(Weinhold 2001), notamment dans les pays de l'Union Européenne pour la protection 

des végétaux, où elle a été réduite de deux tiers entre 1970 et 1996 (Breivik, Pacyna, et 

Münch 1999). Le lindane est également utilisé contre les ectoparasites dans les produits 

vétérinaires et pharmaceutiques. Il est utilisé par voie topique dans des concentrations 

de 1% pour le traitement de la gale en médecine. 
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Après ingestion, le lindane est rapidement absorbé et distribué dans tout l’organisme. Sa 

bioaccumulation dans les tissus est  fonction de leur teneur en molécules grasses. Plus le 

tissu est riche en graisse plus le lindane s'y accumule. Le lindane et ses métabolites sont 

éliminés majoritairement dans les urines et les fèces.  

 

Figure 5: Structure chimique du Lindane 

 

L'utilisation intensive du chlordécone et du lindane, combinée à leur résistance à la 

dégradation, fait de ces molécules des polluants importants de l'écosystème. Ces deux 

organochlorés sont classés comme polluants organiques persistants par la convention de 

Stockholm.  

Comme d'autres polluants environnementaux, l'exposition aux composés organochlorés 

se fait principalement via la voie orale à travers l’ingestion d'aliments contaminés 

(Guldner et al. 2010; Mariscal-Arcas et al. 2010). En effet, les résidus de ces composés 

sont encore détectés dans les rivières, les aliments et les tissus animaux, même si leur 

utilisation est actuellement interdite dans la plupart des pays (Dagorn et al, 1988; Coat 

et al, 2011). Des quantités variables de ces organochlorés et leurs métabolites ont été 

retrouvées dans le sérum du sang ombilical de femmes enceintes (Guldner et al, 2010; 

Mariscal-Arcas et al, 2010) et dans le lait maternel (Mishra et Sharma, 2011), ce qui 

élargit le spectre de la population exposée, aux fœtus et aux nouveau-nés.  

B. Les Cibles des organochlorés : 

Du fait de leur caractère lipophile, les organochlorés se bioaccumulent principalement 

au niveau du système nerveux central, du foie et du tissu adipeux. Des niveaux élevés 

sont détectés dans ces tissues à la suite d'une exposition aux organochlorés (Srinivasan 

et Radhakrishnamurty, 1983; Belfiore et al., 2007). Cette bioaccumulation dans les 

tissus biologiques est être responsable de dysfonctionnements physiologiques et 

probablement la source de plusieurs maladies comme le cancer et l’insulino-résistance. 
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En effet, des études récentes menées dans les Antilles françaises ont permis de constater 

que plus la concentration plasmatique de chlordécone est élevée, plus le risque de 

cancer de la prostate augmente. (Multigner et al., 2010). D'autres études décrivent une 

corrélation positive entre le cancer, l'obésité ou le diabète et la concentration sanguine 

des organochlorés (Lim et al, 2010; Lee et al, 2011). Une des cibles communes de la 

toxicité des organochlorés est le foie car il joue un rôle clé dans la détoxification et le 

métabolisme. Il est le siège de la synthèse d’une gamme de molécules indispensables 

pour le maintien de l'homéostasie corporelle. 

C. Toxicologie des organochlorés : 

δ’évaluation toxicologique des deux organochlorés s’est faite par la mesure de leur 

toxicité sur des modèles in vitro et in vivo. Cela se fait sur plusieurs modes (dose unique 

ou doses répétées) et temps d’exposition (court terme, exposition chronique…) ainsi 

qu’avec des doses ou concentrations différentes d’organochlorés. δ’effet de l’exposition 

aux organochlorés est évalué sur de multiples aspects biologiques tels que le pouvoir 

mutagène, le pouvoir tératogène ou les effets sur la reproduction, mais le point final de 

la mesure de la toxicité reste le pouvoir létal de ces produits. Ces études aboutissent 

souvent à la détermination de la dose létale 50 (lindane50) et aide à la définition de dose 

seuil d’exposition : la dose journalière admissible (DJA). 

D. Effet des faibles doses : 

Ces dernières années, l'hypothèse de l'effet des faibles doses a bousculée le modèle 

"dose-réponse" qui repose sur l'idée que la nature de la réponse à une substance 

augmente en proportion de la dose. δ’effet des faibles doses a remis en question cette 

hypothèse scientifique bien ancrée chez les toxicologues et a démontré que l’effet de 

certaines substances actives hormono-mimétiques ne dépendait pas de la dose. C’est le 

cas de plusieurs substances telles que le Bisphénol A sur lequel l’Anses (Agence 

nationales de sécurité sanitaire) reconnait des effets à des doses notablement inferieures 

aux doses de référence. De la même manière, les faibles doses peuvent induire des effets 

que les fortes doses n’engendrent pas. C’est le cas des polluants organiques persistants. 

En effet, dans une étude récente, Lee et al. concluent que les faibles doses des polluants 

organiques persistants, similaires aux niveaux actuels d’exposition de la population, 
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augmentent le risque du diabète type β tandis que les fortes doses ne l’augmentent pas 

(D.-H. Lee et al. 2010). 

E. Effet des mélanges « effet cocktail » : 

Les analyses de sérum, de plasma et du tissu adipeux faites lors d’études 

épidémiologiques concernant l’exposition aux polluants environnementaux montrent 

clairement que les individus sont exposés à plusieurs substances en même temps 

(Dirinck et al. 2011; D.-H. Lee et al. 2011). Les effets combinés sur l’organisme à la 

suite d'une exposition à un mélange de xénobiotiques font l’objet de plusieurs études 

toxicologiques et pharmacologiques. A ce "cocktail" de substances s’ajoutent d’autres 

polluants non quantifiables dans le sang ou d'autres milieux biologiques et dont les 

effets sont encore mal connus. Ces polluants sont les ondes électromagnétiques et les 

radiofréquences utilisées par les téléphone portables entre autres (Feychting, 2011).  

L'évaluation des risques potentiels pour la santé humaine de l'exposition à des faibles 

doses de polluants environnementaux et/ou à des mélanges de substances chimiques 

présentes dans l’environnement, constitue un des défis les plus difficiles à relever aussi 

bien pour l'évaluation des risques que pour la recherche en toxicologie (Teuschler et al. 

2002). 

δes approches classiques de la toxicologie qui reposent, pour la plupart, sur  l’étude de 

l’effet mutagène, tératogène et qui ont la mortalité comme évaluation finale ne sont pas 

adaptés pour l’évaluation des effets des faibles doses et/ou des mélanges. En effet, ces 

doses entrainent des perturbations à plusieurs niveaux de l’organisme sans pour autant 

que ces perturbations soient létales. Le défi de la toxicologie moderne pour les années à 

venir est d’élaborer des moyens et techniques fiables pour l’évaluation des effets des 

faibles doses des xénobiotiques. Cela afin de pouvoir prédire les effets néfastes de 

polluants ou secondaires dans le cas du processus de développement des médicaments.  
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4. Objectifs  de l’étude. 

 La mitochondrie joue un rôle important dans l'hépatocyte, comme dans d'autres types 

cellulaires. En effet, de nombreuses voies et processus cellulaires sont régis par les 

mitochondries, comme la mort cellulaire, la prolifération des cellules et le métabolisme 

(Green, 1998; Hajnóczky et al, 2006; McBride et al, 2006). 

Plusieurs études in vivo et in vitro ont évalué la toxicité et les effets du chlordécone et 

du lindane. Les effets observés étaient différents selon les doses utilisées et la durée 

d'exposition. La toxicité aiguë indique des effets sur le système nerveux central 

(hypoactivité, ataxie et convulsion) (Ullman et al., 1986). Les études de toxicité à court 

terme et à long terme ont montré une altération de l'homéostasie sanguine, l’apparition 

d’hepatocarcinome et l’augmentation du taux de cholestérol (Steinberg et al., 1977). 

Des études in vitro ont montré que ces deux organochlorés ont un impact sur le niveau 

de calcium intracellulaire (Younglai et al, 2006; Heusinkveld et Westerink, 2012) et les 

espèces réactives de l'oxygène (Ledirac et al, 2005; Piskac-Collier et Smith, 2009). 

Cependant, les concentrations utilisées dans la plupart de ces études étaient relativement 

élevées comparées à celles que l'on retrouve dans l'environnement et dans le sang des 

personnes exposées. Néanmoins, les concentrations de chlordécone et de lindane 

détectées dans le sang des personnes vivant et/ou travaillant dans la zone contaminée 

sont hétérogènes. Selon le niveau de contamination de l'environnement et la fréquence 

de l'exposition, ces concentrations sont de l’ordre du picomolaire et/ou du nanomolaire 

(Cannon et al, 1978; Krauthacker et al, 1980; Drummond et al, 1988; Boffa et al, 1995 ; 

Guldner et al, 2010; Mariscal-Arcas et al, 2010). En outre, la limite fixée par l'OMS 

dans l'eau potable est autour du picomolaire mais les effets de ces faibles concentrations 

restent mal explorés. D'autre part, il y a un besoin urgent de trouver d'autres moyens et 

paramètres mesurables pour évaluer la toxicité des faibles concentrations de ces 

composés qui ne peuvent être évalués par des méthodes classiques de toxicologie.  

Dans la présente étude, nous avons exploré les effets des faibles concentrations de 

lindane et de chlordécone retrouvées dans l'environnement sur la lignée cellulaire 

HepGβ. δe but de notre étude est d’évaluer le potentiel perturbateur des organochlorés 

sur la fonction mitochondriale et les voies métaboliques à des faibles concentrations 

(environnementales et plasmatiques). 
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Notre but est d’avoir des éléments de réponse pour un lien éventuel entre l’exposition 

aux composés organochlorés, le dysfonctionnement mitochondrial et les maladies 

métaboliques d'un côté et l’évaluation de la sensibilité de la fonction mitochondriale à 

des faibles expositions d’une durée relativement courte d’un autre coté. Cette approche 

devra estimer la possibilité d'utiliser ce type d'analyse pour évaluer la toxicité des 

faibles concentrations de xénobiotiques, et permettra d'envisager l’élaboration d’une 

nouvelle méthode d'évaluation d'un effet cellulaire lié aux xénobiotiques. 

On a exposé les cellules HepG2 aux faibles concentrations observées au niveau 

plasmatique et environnemental de chlordécone et de lindane durant 24, 48 et 72h. A la 

suite de cette exposition, la viabilité cellulaire a été évaluée par test MTT et test de 

l’exclusion du bleu Trypan, la respiration ainsi  que la régulation mitochondriale ont été 

mesurées par la polarographie et l’expression d’un nombre de gènes régulant la fonction 

mitochondriale. Les stress oxydants et nitrosants ont été évalués du fait de leur 

implication dans la régulation mitochondriale. δ’anion superoxyde et le monoxyde 

d’azote ont été quantifiés par la technique de résonance paramagnétique électronique. 

δ’observation d'une augmentation de production de NO nous a conduit à réaliser des 

"Western Blot" pour quantifier la nitration des protéines et l’expression de l’isoforme 

inductible de la NOS.  

Afin de qualifier et quantifier les conséquences observées sur la régulation et la fonction 

mitochondriale, des paramètres du métabolisme énergétique ont été évalués. La 

production d’ATP ainsi que l’évaluation de la voie glycolytique ont été réalisées par la 

mesure des adénylates par HPLC et du taux de L-lactate par spectrophotométrie. Enfin, 

comme "end-point" physiopathologique, une mesure de l’accumulation des lipides au 

niveau des cellules HepG2 a été réalisée par la technique du "Oil-Red". 
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II.  Matériel et méthodes. 
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1. Modèle et culture cellulaire : 

HepG2 (ATCC HB 8065) est une lignée cellulaire obtenue à partir d’un 

hépatocarcinome humain. δes cellules sont cultivées en milieu HAε’S/DεEε 

(LONZA, Verviers, Belgique) supplémenté avec 10% de SVF (PAA, Les Mureaux, 

France), 1% de glutamine, 1% pénicilline (100U/mL)/streptomycine (2mM) (LONZA, 

Verviers, Belgique). Les cellules sont maintenues dans un incubateur thermostaté à 

37°C dans une atmosphère saturée en humidité avec 5% de CO2. A confluence, les 

cellules subissent une trypsination. Le tapis cellulaire est préalablement rincé avec 8 mL 

de PBS 1X (LONZA, Verviers, Belgique) et 2 mL de trypsine 1X (Lonza®, Verviers, 

Belgique) sont ajoutés dans la flasque. Les cellules sont ainsi incubées à 37°C pendant 5 

minutes. La réaction est arrêtée par l'ajout de 8 mL de milieu contenant du SVF. Les 

cellules sont homogénéisées et repiquées au minimum au 1/10e dans une nouvelle 

flasque. 

2. Poudres chimiques et réactifs : 

A. Chlordécone (Sigma-Aldrich, Lyon, France): 

Une solution stock de 50 mM est obtenue en dissolvant 24,5 mg de chlordécone dans 1 

mL de DMSO et stockée à -20°C. Des solutions intermédiaires sont préparées à partir 

de la solution stock pour être diluées au 1/1000 dans les milieux lors du traitement des 

cellules afin de garder la concentration de DMSO égale dans tous les traitements. 

B. Lindane (sigma-Aldrich, Lyon, France) : 

Une solution stock de 50 mM est obtenue en dissolvant 14,5 mg de lindane dans 1 mL 

de DMSO et stockée à -20°C. Des solutions intermédiaires sont préparées à partir de la 

solution stock pour être diluées au 1/1000 dans les milieux lors du traitement des 

cellules afin de garder la concentration de DMSO égale dans tous les traitements. 

3. Mesure de la viabilité cellulaire. 

La viabilité cellulaire a été évaluée par deux techniques : le test MTT et le test 

d’exclusion du Bleu Trypan 
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A. Principe des techniques. 

a. MTT :  

Le test MTT se base sur la réaction de réduction du MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium 

Bromide), composé jaune, en sel de formazen de couleur violette par les succinate-

déhydrogénases mitochondriales. Les sels de formazen formés sont dissouts et 

l’absorbance est proportionnelle aux cellules vivantes. 

b. Test d’exclusion Bleu Trypan :  

Le Bleu Trypan est un colorant permettant de colorer les cellules mortes. Cet élément 

toxique diffuse dans les cellules, ce qui déclenche un mécanisme pour son exclusion 

dans les cellules vivantes. Ce mécanisme nécessitant de l’énergie, seules les cellules 

vivantes peuvent le mettre en place et donc apparaissent claires au microscope. Les 

cellules mortes, ne pouvant pas mettre en place ce mécanisme d’exclusion, se colorent 

et apparaissent en bleu au microscope. 

B. Réactifs : 

a) Poudre MTT (Sigma-Aldrich, Lyon, France) : 

Une solution de 0,5 mg/mL est obtenue en dissolvant 5 mg dans 10 mL de milieu de 

culture sans SVF. La solution est aliquotée et stockée à -20°C pendant un mois. 

b) Bleu Trypan (Sigma-Aldrich, Lyon, France) : 

Une solution de travail de 0,04% est obtenue en diluant la solution mère au 1/5 juste 

avant utilisation. 

C. Protocole : 

1. MTT : 

Les cellules sont mises en culture dans des plaques de culture cellulaire de 96 puits 

(Costar, NY, USA). 24h après leur mise en culture, les milieux sont remplacés, soit par 

du milieu contenant le chlordécone aux concentrations plasmatiques ou 

environnementales, soit du lindane aux concentrations plasmatiques ou 

environnementales. Le milieu des cellules contrôles est remplacé par du milieu 

contenant le solvant (DMSO) à 1/1000. Les cellules sont traitées pendant 24 ou 48h 
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avec un changement de milieux respectifs chaque 24h. À la fin des traitements, les 

cellules sont incubées avec du milieu sans SVF contenant 10% de MTT pendant 3,5h. À 

la fin du temps d’incubation, le milieu est éliminé et 100µδ de DεSO sont ajoutés à 

chaque puits et la plaque est mise sous agitation durant 15 minutes pour la dissolution 

des sels de formazen formés. Ensuite l’absorbance est mesurée à 550 nm à l’aide du 

lecteur de plaques Mithras® LB940 (Berthold Technologies, Thoiry, France). Les 

résultats sont présentés en pourcentage de DO des différentes conditions par rapport à 

celles de leur contrôle. 

2. Bleu Trypan : 

Les cellules sont mises en culture dans des plaques de culture cellulaire de 6 puits 

(Costar, NY, USA) et traitées comme décrit précédemment. Les cellules sont ensuite 

détachées par l’ajout de 500µδ de trypsine dans chaque puits et incubées pendant 5 

minutes à γ7°. Après l’incubation, l’action de la trypsine est arrêtée par ajout de 1mδ de 

milieu complet. Les cellules sont récupérées  et homogénéisées. Un comptage cellulaire 

en triplicat est réalisé sur une lame de Naubauer pour chaque condition en prélevant 

25µL de suspension cellulaire à laquelle on ajoute 25µL de solution de travail de Bleu 

Trypan  pour obtenir une concentration finale de 0,02 % de Bleu Trypan. Les cellules 

vivantes sont comptées et les résultats sont exprimés en pourcentage de cellules 

vivantes pour chaque condition par rapport à leur contrôle. 

4. Mesure de la respiration cellulaire sur cellules intactes : 

La respiration mitochondriale des cellules est mesurée par polarographie avec une 

électrode à oxygène type « Clark » (Oroboros, Innsbruck, Autriche) sur des cellules non 

perméabilisées utilisant leurs substrats endogènes et ceux contenus dans le milieu de 

culture pour respirer. 

A. Principe de l’électrode de Clark : 

Elle est constituée d’une cathode en platinium et d’une anode en argent. δorsqu’une 

différence de potentiel de -0,6 V est appliquée, l’électrode de platinium se charge 

négativement par rapport à celle en argent et chaque molécule d’oxygène dissoute dans 

le milieu diffuse à travers la membrane de Téflon perméable aux gaz, et est réduite à la 

cathode selon la réaction suivante : O2 + 4H+
 + 4e-

→ 2H2O. 
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Une oxydation se produit de manière concomitante à l’anode : 

4Ag + 4Cl-→ 4AgCl + 4e-
 

δ’équation bilan de la réaction peut donc se résumer sous la forme : 

4Ag + 4Cl- + O2 + 4H+
→ 4AgCl + 2H2O 

Le courant ainsi généré est proportionnel à la concentration en oxygène dissout. 

δ’oxygraphe est relié à un ordinateur et permet de visualiser en temps réel la 

consommation d’oxygène des cellules en (pico mole) par unité de temps (minute). 

La respiration cellulaire est mesurée dans différents états : 

a) La respiration de Routine (respiration basale) : correspond à la consommation 

d’oxygène par les cellules sans inhibiteur. 

b) La respiration non couplée à la synthèse d’ATP (Oligomycine) : correspond à la 

consommation d’oxygène après inhibition de l’ATP synthase. Il s’agit de la 

respiration pour la compensation de la fuite des protons. 

c) FCCP (capacité respiratoire maximale) : la consommation d’oxygène après 

dissipation du gradient de proton mitochondrial suite à l’ajout pas à pas, d’un 

protonophore (FCCP). Dans le souci de rétablir le gradient de proton 

mitochondrial, la mitochondrie fait appel à sa réserve respiratoire et de ce fait, la 

consommation d’oxygène va refléter la capacité respiratoire maximale. 

B. Réactifs : 

1. Oligomycine A (Sigma Aldrich, Lyon, France). 

Une solution à 6 mg/mδ est préparée en dissolvant γ mg d’oligomycine dans 500 μδ 

d’éthanol absolu. Cette solution est stable pendant un mois à -20°C. 

2. FCCP (Sigma Aldrich, Lyon, France). 

4 mg de mClCCP sont dissouts dans 978 μδ d’éthanol absolu. δa solution à β0 mε 

ainsi préparée, est diluée au 1/10e dans l’éthanol absolu et peut être conservée pendant 

un mois à -20°C. 
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3. Antimycine A (Sigma Aldrich, Lyon, France). 

β mg d’antimycine A sont repris par 1 mδ d’eau distillée. Cette solution à βmg/mδ est 

stable pendant un mois à -20°C. 

C. Protocole : 

1. Traitement des cellules : 

Les cellules HepG2 sont mises en culture dans des flasks T 75cm². 24h après leur mise 

en culture, les milieux sont remplacés par du milieu contenant le lindane ou bien le 

chlordécone aux concentrations plasmatiques et environnementales durant 48h, avec un 

changement de milieu à 24h. Le milieu des cellules contrôles est remplacé par du milieu 

contenant du DMSO (1/1000) 

2. Préparation des cellules. 

Après les traitements, le flask de 75 cm² arrive à 75% de confluence. Le tapis cellulaire 

est détaché par l’ajout de β mδ de trypsine EDTA (δonza®, Verviers, Belgique) et une 

incubation de 5 minutes à γ7°C. δ’action de la trypsine est inhibée suite à l’ajout de 8 

mL de milieu complet. Un échantillon est prélevé pour effectuer un comptage cellulaire 

en utilisant une lame Neubauer. Les cellules sont centrifugées à 350 g pendant 5 

minutes et reprises dans le milieu. Le volume de milieu ajouté est calculé de façon à 

obtenir une concentration de cellules égale à 106/mL.  2 mL de cette suspension 

cellulaire sont transférés immédiatement dans la chambre de l’oxygraphe pour la 

mesure de la respiration cellulaire. 

Un comptage cellulaire est effectué en utilisant une lame Neubauer. Un volume 

correspondant à 5 millions de cellules est prélevé et mis dans un tube à centrifuger. Le 

reste servira à faire des culots secs pour les manipulations pouvant être effectuées sur 

des cellules congelées. δ’aliquot de 5 millions de cellules est centrifugé pendant 5 

minutes à 900 rpm. Le surnageant est éliminé et le culot est repris par 500 μl de milieu 

+ glutamine 2 mM. 

3. Mesure de la respiration par polarographie. 

Avant la première mesure, l’électrode est calibrée afin d’obtenir des valeurs de 100% et 

0% d’oxygène. Pour le 100%, la consommation d’oxygène est mesurée sous agitation, 
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cuve ouverte avec du milieu. δorsque le tracé est bien stable, le 100 % d’oxygène est 

réglé sur l’appareil. δe 0% oxygène est réalisé par l’ajout de βmg de dithionite de 

sodium, un agent réducteur qui va peu à peu consommer l’oxygène contenu dans le 

milieu et donner la valeur du 0% d’oxygène. Après cet étalonnage, la cuve de mesure 

est rincée trois fois à l’eau distillée et les 2 mL de suspension cellulaire préparée 

précédemment y sont introduits. Le bouchon est fixé sur la cuve et la consommation 

d’oxygène est mesurée. δorsque le tracé est régulier (environ γ à 5 minutes), 1μδ de la 

solution d’oligomycine est ajouté. Afin de s’assurer que ce réactif est bien en 

concentration saturante. Un autre ajout d’1 μδ d’oligomycine est réalisé. Ensuite, des 

ajouts successifs de 0,5 μδ de FCCP permettent d’effectuer une titration. En effet, il 

convient de déterminer la concentration optimale en FCCP nécessaire pour stimuler de 

manière maximale la chaîne respiratoire. Au-delà d’une certaine concentration, le FCCP 

a un effet toxique sur les cellules et inhibe la respiration. Une fois cette concentration 

optimale dépassée (souvent après ajout de 600 à 800 nε), βμδ d’antimycine A à β 

mg/mL sont ajoutés. Ce réactif est inhibiteur du complexe III permettant de mesurer la 

consommation d’oxygène qui n’est pas due à la chaîne respiratoire mitochondriale. δa 

valeur de cette respiration, en présence d’antimycine A, sera soustraite à toutes les 

autres mesures afin d’exprimer spécifiquement la respiration mitochondriale.  

4. Dosage de la concentration en protéines. 

Après la mesure de la respiration en présence d’antimycine A, 1 mL de la suspension 

cellulaire est prélevé dans la cuve et centrifugé pendant 5 minutes à 350 g. Le 

surnageant est éliminé et le culot est resuspendu dans 1 mL de NaCl. Deux fois 5 μδ de 

cette solution sont prélevés et placés dans une microplaque 96 puits. Le kit DC protein 

Assay® 5 (Bio-Rad, Lyon, France) est utilisé pour doser les protéines dans ces 

échantillons. 

Le principe de ce dosage est similaire à la méthode de Lowry et repose sur la formation 

d’ions Cu+
 à partir d’ions Cu2+ par les liaisons peptidiques des protéines. Les ions Cu+

 

forment un complexe violet avec l’acide bicinchoninique en conditions alcalines, ce qui 

permet de suivre directement la réduction des ions Cu2+
 en Cu+ par les protéines par 

lecture de l’absorbance à 56β nm en spectrophotométrie. δa concentration protéique de 
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l’échantillon est calculée à l’aide d’une courbe étalon obtenue avec des concentrations 

connues d’albumine bovine (0,β à β mg/mδ). 

On commence par la préparation de la solution de travail A’. β0µδ du réactif S du kit 

sont ajoutés à chaque mL du Réactif A. Après avoir déposé 5µL en duplicat de notre 

gamme étalon et des échantillons à doser dans une microplaque 96 puits, 25 µL de la 

solution de travail sont ajoutés à chaque puits. Ensuite, 200 µL de la solution B sont 

ajoutés dans chaque puits. La microplaque est placée dans un lecteur microplaque 

εithras (Berthold) et l’absorbance est lue à 570 nε. 

Les résultats de la polarographie sont exprimés en nmole d’Oβ/milligramme de 

protéines/minute. 

5. Dosage de l’activité enzymatique des complexes de la chaîne 

respiratoire : 

Les dosages des activités enzymatiques des complexes I, II, III et IV et de la citrate 

synthase sont réalisés sur des mitochondries isolées selon les adaptations de la méthode 

de Malgat et al. (1999). Le principe des dosages des complexes de la chaîne respiratoire 

repose sur le transfert d'électrons d'un donneur (substrat) à un accepteur. La mesure par 

spectrophotométrie de la vitesse d'apparition de l'accepteur réduit ou de disparition du 

donneur oxydé permet de quantifier l'activité enzymatique associée. 

Les réactifs utilisés proviennent de chez Sigma Aldrich (Lyon, France) excepté pour 

l'ATP, le NADH, la lindaneH et la PK (Roche, Meylan, France), pour le 

décylubiquinone (Tebu-bio, La Perray-en-Yvelines, France) et pour le cytochrome c 

oxydé (Acros Organics, Halluin, France). Une fois préparés, les réactifs sont aliquotés 

de manière à n'utiliser qu'un seul aliquot par jour d'expérimentation. 

A. Complexe I (NADH ubiquinone réductase) : 

1. Principe de la technique : 

La réaction enzymatique catalysée par le complexe I est la suivante : 

NADH + H+ + ubiquinone → NAD+ + ubiquinol 
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Le principe de la technique repose sur la mesure de la cinétique d'oxydation du NADH, 

dont l'absorbance est mesurée à 340 nm, en présence de l'ubiquinone. Lors de la mesure 

spectrophotométrique, la diminution de l'absorbance à 340 nm est alors proportionnelle 

à l'activité du complexe I. la cinétique de l’oxydation du NADH est mesurée aussi après 

l’inhibition du complexe I. Cela permet d’obtenir l'activité d'oxydation du NADH 

spécifique du complexe I. 

2. Réactifs : 

 Tampon A, pH 7,2 : Ce tampon est utilisé pour reprendre les cellules et est commun au 

dosage de tous les complexes de la chaîne respiratoire. Ce tampon est obtenu en 

dissolvant dans 100 mδ d’eau distillée 8,6 g de Saccharose (β50 mε), β4β,β8 mg de 

Tris base (β0 mε), 58,45 mg d’EDTA (β mε) et 100 mg de BSA (1 mg/mδ). δe pH 

est ajusté à 7,2 en utilisant une solution d’HCl 5N. 

 Tampon KH2PO4 100 mM, pH 7,4 : 2,72 g de KH2PO4 sont dissouts dans β00 ml d’eau 

distillée et le pH est ajusté à 7,4 avec du KOH 5N. Ce réactif, une fois aliquoté, se 

conserve pendant 6 mois à -20°C. 

 Azide de sodium : Cet inhibiteur inhibe spécifiquement le complexe IV de la chaîne 

respiratoire. 65 mg d’azide de sodium (NaN3) sont dissouts dans 1 mδ d’eau distillée. 

La solution à 1M ainsi préparée est aliquotée et se conserve pendant 6 mois à -20°C. 

 Cyanure de potassium (KCN) : Cet inhibiteur est spécifique du complexe IV de la 

chaîne respiratoire. 26 mg de cyanure de potassium sont dissouts dans 800 μδ d’eau 

distillée pour obtenir une concentration de 0,5 M. La solution se conserve pendant un 

mois à -20°C. 

 NADH (Roche, Rosny-sous-bois, France) : Une solution à 15 mM de NADH doit être 

préparée en préalable en dissolvant 11,5 mg de NADH dans 1mδ d’eau distillée. δa 

solution doit être conservée sur glace et protégée de la lumière. 

 Roténone : Cet inhibiteur est spécifique du complexe I. Une solution de roténone à 0,5 

mM est préparée en reprenant 1,97 mg de roténone par 10 mδ d’un mélange éthanol/ 

DMSO (V/V). Une fois aliquotée, cette solution peut être conservée pendant 1 mois à -

20°C 
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 Ubiquinone-1 :10 mg d’ubiquinone-1 sont repris par 1 mδ d’éthanol absolu et 

constituent une solution stock à 39,9 mM. Avant chaque expérience, 100 μδ de cette 

solution sont ajoutés à 1,γ98 mδ d’éthanol absolu pour obtenir une concentration de β,5 

mM. La solution stock est stable pendant un mois à -20°C mais doit être protégée de la 

lumière. 

3. Protocole : 

Le protocole se fait sur des culots secs de cellules contenant au minimum 5 millions de 

cellules conservés à -80°C. Après décongélation, le culot est repris par 50 μL par 

million de cellules de tampon A et placé pendant γ minutes dans l’azote liquide. S’en 

suit une rapide décongélation au bain marie à 37°C. La suspension cellulaire est ensuite 

centrifugée à 16000 g pendant 30 secondes et le culot est repris par du tampon A (250 

μL par million de cellules). Les cellules sont transvasées dans un tube Kimble en verre 

lui-même placé dans un bécher contenant de la glace. La suspension cellulaire subit une 

sonication suivant un cycle de de 6 x 5 secondes avec 30 secondes de repos entre 

chaque cycle afin de rendre. Cette opération a pour but de rendre le complexe I plus 

accessible. 

Dans un tube en verre, sont ajoutés : 

 815µL de KH2PO4 : 80 mM 

 40 µδ d’Ubiquinone-1 : 0,1 mM 

 β µδ d’Azid de Sodium : 2 mM 

 2 µL de KCN : 1 mM 

Ce mélange réactionnel est incubé pendant 3 minutes à 37°C. 105 de cellules sont 

ajoutés (soit 125µL de la suspension cellulaire). Le déclanchement de la réaction se fait 

par l’ajout de β0µδ de NADH à 15 mε. δe mélange est rapidement transféré dans des 

micro-cuves à usage unique. La lecture se fait sur un spectrophotomètre (SAFAS, 

Monaco, France) thermostaté à 37°C, la cinétique de diminution de l’absorbance à γ40 

nm est suivie pendant 40 secondes. Sans stopper la lecture, 4µL de roténone sont 

ajoutés dans les micro-cuves et bien homogénéisés. 
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4. Expression des résultats : 

δ’activité spécifique (AS) du complexe I est calculée en utilisant la formule suivante : 
 

 
 

ΔDOa : delta DO par minute mesurée avant addition de Roténone 
ΔDOb : delta DO par minute mesurée après une des additions de roténone en prenant 
l’inhibition 
la plus forte (delta DO la plus faible) 
l : longueur de traversée du faisceau optique en cm, soit : 1 

NADH : coefficient d’extinction du NADH à γ40 nm et pH 7,4, en mε-1.cm-1, soit 6,22 
SnNADH : nombre stœchiométrique du NADH dans l’équation de la réaction, soit : 1 
qcellules : quantité de cellules ajoutée dans le mélange réactionnel soit : 105 

 

Les résultats ainsi obtenus sont exprimés en UI micro moles/min/million de cellules. 

B. Succinate ubiquinone oxydoréductase (complexe II) 

1. Principe 

La technique de mesure de l'activité enzymatique du complexe II de la chaine 

respiratoire sur cellules est adaptée de celle décrite par James et al. (1996). Les 

réactions enzymatiques catalysées par le complexe II sont :  

FADH2 + ubiquinone → FAD + ubiquinol 

δors de cette réaction, le succinate réduit l’ubiquinone en ubiquinol. δe dosage fait 

intervenir une seconde réaction impliquant un composé chimique de couleur bleue, le 

DCPIP (dichlorophenolindophenol) qui absorbe la lumière à 600 nm. Ce dernier va être 

réduit par l’ubiquinol-2 formé lors de la réaction précédente. Le DCPIP perd alors sa 

couleur bleue et n’absorbe plus de lumière. δa réaction pour mesurer l’activité du 

complexe II consiste donc à suivre la diminution de l’absorbance du DCPIP à 600 nm, 

celle-ci étant proportionnelle à l’ubiquinol formé.  

2. Réactifs 

 Antimycine A (1 mg/mL éthanol) : Le contenu du flacon (10 mg) est dissous dans 1 

mL d’éthanol absolu et peut être conservé pendant 1 mois à -20°C. Une solution diluée 

à 1mg/mL est préparée en prélevant 100 μL de cette solution mère et en les ajoutant à 

900 μL d’éthanol absolu. 

 BSA (50 mg/mL eau distillée) : La solution est conservée à -20°C pendant 6 mois. 
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 DCPIP (5 mM) : 14,51 mg/10 mL eau distillée. La solution est préparée 

extemporanément et incubée à 37°C. 

 EDTA (20 mM) :  584 mg/10 mL eau distillée. Le pH est ajusté à 7,5 avec du NaOH 5 

M. La solution est conservée à -20°C pendant 6 mois. 

 KCN (10 mM) : 6,5 mg/10 mL eau distillée. La solution est conservée à -20°C pendant 

1 mois. 

 Roténone (2,5 mM) : 9,86 mg sont dissous dans 10 mL éthanol/DMSO 

(volume/volume). La solution est stable à -20°C pendant 3 mois. 

 Succinate (500 mM) : 590,45 mg/10 mL eau distillée. Le pH est ajusté à 7,4 avec du 

KOH 5 M. La solution est conservée à -20°C pendant 3 mois. 

 Tampon KH2PO4 (100 mM), pH 7,5 : 1,36 g/100 mL eau distillée. Le pH est ajusté à 

7,5 avec du KOH 5 M. La solution est aliquotée et conservée à -20°C pendant 6 mois. 

 Thénoyltrifluoroacétone (40 mM) : 8,89 mg sont dissous dans 1 mL éthanol absolu. 

La solution est conservée à -20°C pendant 3 mois. 

 Triton X 100 (10 %) : Le triton X 100 est dilué au 1/10e dans de l'eau distillée. La 

solution est conservée à -20°C pendant 6 mois.  

 Ubiquinone-1 (2,5 mM) : Une solution de 39,9 mM est préparée en dissolvant 10 mg 

d'ubiquinone dans 1 mL d'éthanol. Cette solution mère est conservée à -20°C pendant 1 

mois à l'abri de la lumière. La solution à 2,5 mM est préparée extemporanément en 

diluant 100 μl de la solution mère dans 1,498 μδ d'éthanol. 

3. Protocole 

La mesure de l’activité enzymatique du complexe II se fait sur culots secs de cellules 

(au moins 5 millions de cellules) conservés à -80°C. Le culot, une fois décongelé, est 

repris par 50 μδ par million de cellules de tampon A (composition : cf. dosage de 

l’activité du complexe I) et immergé pendant 3 minutes dans l’azote liquide. δe culot 

est ensuite rapidement décongelé au bain marie à 37°C. La suspension cellulaire est 

ensuite centrifugée à 16000 g pendant 30 secondes et le culot est repris par 50 μδ de 

tampon A par million de cellules. 

Dans un tube en verre, sont ajoutés : 

160 μδ d'eau distillée 
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500 μδ de tampon KH2PO4 (soit 50 mM) 

5 μδ d'EDTA (soit 100 με) 

β0 μδ de BSA (soit 1 mg/mδ) 

40 μδ de succinate (soit β0 mε) 

β00 μδ de KCN (soit β mε) 

4 μδ de roténone (soit 10 με) 

4 μδ d'antimycine A (soit 4 μg/mδ) 

16 μδ de DCPIP (soit 80 με) 

β μδ de triton X 100 (soit 0,0β %) 

Ce mélange réactionnel est incubé à γ7°C pendant β minutes, puis β5 μδ de la 

suspension cellulaire (soit 0,5 million de cellules) sont ajoutés. La réaction est ensuite 

initiée par l'ajout de β0 μδ d'ubiquinone-1 (soit 50 με). δ'évolution de l'absorbance à 

600 nm est suivie au spectrophotomètre, thermostaté à 37°C, pendant 40 secondes. Sans 

arrêter la lecture, 5 μδ de thénoyltrifluoroacétone (soit β00 με) sont ajoutés en agitant 

dans les cuves. L'évolution de l'absorbance est à nouveau suivie pendant 40 secondes. 

La lecture est ensuite arrêtée et les pentes de décroissance sont notées : 

· la pente initiale avant l’ajout de thénoyltrifluoroacétone 

· la pente après ajout de thénoyltrifluoroacétone 

4. Expression des résultats 

Les variations d'absorbance sont mesurées, en fonction du temps, sur la partie linéaire 

de la cinétique. L'activité spécifique (nmol/min/million de cellules) du complexe II est 

calculée en utilisant la formule suivante : 

 
_DOa : variation de DO par minute sans thénoyltrifluoroacétone. 

_DOb : variation de DO par minute avec thénoyltrifluoroacétone. 
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l : longueur de traversée du faisceau optique en cm, soit 1. 

ε DCPIP : coefficient d'extinction molaire du DCPIP à 600 nm, en mM-1.cm-1, soit 19,1. 

Sn DCPIP : nombre stœchiométrique du DCPIP dans l'équation de la réaction, soit 1. 

qcellules : quantité de cellules ajoutée dans le milieu réactionnel en million, soit 0,5. 

Les résultats en nmol/min/million de cellules sont ensuite convertis en 

nmol/min/million de cellules. 

C. Ubiquinol cytochrome c oxydoréductase (complexe III) 

1. Principe : 

δa technique de mesure de l’activité du complexe III est adaptée à partir de celle décrite 

par Rustin et al. (1993). La réaction enzymatique catalysée par le complexe III est la 

suivante : 

Cytochrome c oxydé + ubiquinol → cytochrome c réduit + ubiquinone 

δa mesure de l’activité du complexe III consiste à suivre la réduction du cytochrome c 

oxydé à 550 nm. En effet, le cytochrome c réduit absorbe la lumière à 550 nm, donc 

l’apparition de la forme réduite du cytochrome c entraînera une augmentation de 

l’absorbance à 550 nm qui sera proportionnelle à l’activité du complexe III. 

2. Réactifs 

 Tampon KH2PO4 (20 mM), pH 7,8 : 272 mg/100 mL eau distillée. Le pH est ajusté à 

7,8 avec du KOH 5 M. La solution est stable à -20°C pendant 6 mois. 

 BSA (50 mg/mL eau distillée) : La solution est stable à -20°C pendant 6 mois. 

 EDTA (20 mM) : 584 mg/10 mL eau distillée. Le pH est ajusté à 7,5 avec du NaOH 5 

M. La solution est stable à -20°C pendant 6 mois. 

 KCN (10 mM) : 6,5 mg/10 mL eau distillée. La solution est conservée à -20°C pendant 

1 mois. 

 Cytochrome c oxydé (1 mM) : 12,38 mg/1 mL eau distillée. La solution est préparée 

extemporanément. 

 Antimycine A (1 mg/mL éthanol) : La solution est conservée à -20°C pendant 1 mois. 

 Décylubiquinol (25 mM) : Le décylubiquinol est préparé à partir de décylubiquinone, 

un analogue de l’ubiquinone. Pour cela, β0 mg de décylubiquinone (Tébu-bio, La 
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Perray-en-Yvelines, France) sont dissous dans 4,77 mδ d’éthanol absolu pour obtenir 

une concentration de 23 mM. Le spectre de l’ubiquinone oxydée est réalisé en diluant 

10 μδ d’ubiquinone dans 1 mδ d’éthanol et en lisant l’absorbance entre β50 et γ50 nm. 

Un pic à β75 nm doit apparaître avec une absorbance d’environ β,6. 

A partir de ce moment, toutes les étapes doivent être réalisées en plaçant la solution de 

décylubiquinone à l’obscurité dans un tube entouré de papier d’aluminium. δa solution 

de décylubiquinone est réduite par quelques cristaux de borohydrure de sodium (Sigma 

Aldrich, Lyon, France) puis γ0 μδ d’acide chlorhydrique fumant à 37% sont ajoutés. Le 

tube est bouché avec un parafilm percé d’un trou pour permettre aux gaz produits par la 

réaction de s’échapper. δorsque la solution est totalement décolorée, elle est centrifugée 

pendant 15 minutes à 4000 g. Le surnageant est réparti dans deux tubes en verre et dans 

chacun sont ajoutés 2,5 mL de tampon KH2PO4 100 mM / Sorbitol 250 mM pH 7,4 et 1 

mδ de cyclohexane. δe tube est bouché avec un parafilm percé d’un trou et agité 

fortement. Les deux solutions sont regroupées dans un même tube et centrifugées 

pendant 10 minutes à 1000g. La phase supérieure (organique) est recueillie dans un tube 

et mise à l’obscurité. δ’extraction de la phase inférieure est répétée deux fois par reprise 

par 1 mL de cyclohexane et centrifugation à 1000g pendant 10 minutes. Les phases 

organiques sont regroupées et évaporées sous azote. 

δe tube contenant l’extrait sec est pesé sur une balance de précision puis repris par β mδ 

de cyclohexane et aliquoté par 50 μδ dans des tubes « microvials » (Agilent 

Technologies, Massy, 

France). Les tubes sont alors mis à évaporer sous azote puis bouchés rapidement et mis 

à l’obscurité à -80°C. δe tube ayant contenu l’extrait sec est pesé à nouveau et son poids 

est retranché à celui en présence de l’extrait sec, ce calcul permet de déduire la masse de 

décylubiquinol contenu dans chaque microvial. Le décylubiquinol ainsi préparé peut 

être conservé pendant 3 mois. 

δe jour de la manipulation, reprendre un microvial par de l’éthanol absolu. Le volume 

d’éthanol sera calculé en fonction de la masse de décylubiquinol contenu dans les vials 

de manière à obtenir une concentration de 25 mM. 
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3. Protocole 

δa mesure de l’activité enzymatique du complexe III se fait sur culots sec de cellules 

(5x106 cellules au minimum).  Une fois décongelé, le culot cellulaire est repris par le 

tampon A à raison de 50µL/106 de cellule. Le tube contenant les cellules reprises dans 

le tampon A (composition : cf. dosage de l’activité du complexe I). En suite, la 

suspension est immergée dans de l'azote liquide pendant 3 minutes. La suspension 

cellulaire est ensuite rapidement décongelée à 37°C puis centrifugée à 16000 g pendant 

30 secondes. Une fois le surnageant éliminé, le culot est repris avec 50 μδ de tampon A 

par million de cellules. 

Dans un tube en verre, sont ajoutés : 

 γ09 μδ d'eau distillée 

 500 μδ de tampon KH2PO4 (soit 10 mM) 

 β0 μδ de BSA (soit 1 mg/mL) 

 100 μδ d'EDTA (soit β mε) 

 β4 μδ de KCN (soit β40 με) 

 40 μδ de cytochrome c oxydé (soit 40 με) 

 +/– 4 μδ d'antimycine A (soit 4 μg/mL) 

Ce mélange réactionnel est incubé à γ7°C pendant β minutes, puis 5 μδ de la suspension 

cellulaire (soit 0,1 million de cellules) sont ajoutés. La réaction est ensuite initiée par 

l'ajout de β μδ de décylubiquinol (soit 50 με). δ'évolution de l'absorbance à 550 nm est 

suivie au spectrophotomètre, thermostaté à 37°C, pendant 1 minute. 

4. Expression des résultats 

Les variations d'absorbance sont mesurées, en fonction du temps, sur la partie linéaire 

de la cinétique. L'activité spécifique (nmol/min/million de cellules) du complexe III est 

calculée en utilisant la formule suivante : 

 
 

DO a : variation de DO par minute sans antimycine A. 
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DO b : variation de DO par minute avec antimycine A. 

l : longueur de traversée du faisceau optique en cm, soit 1. 

ε cyt c : coefficient d'extinction molaire du cytochrome c réduit à 550 nm, en mM-1.cm-1, soit 18,5. 

Sn cyt c : nombre stœchiométrique du cytochrome c dans l'équation de la réaction, soit 1. 

qcellules : quantité de cellules ajoutée dans le milieu réactionnel en million, soit 0,1. 

Les résultats en nmol/min/million de cellules sont ensuite convertis en nmol/min/106 

cellules. 

 

D. Cytochrome c oxydase (complexe IV) 

1. Principe : 

La réaction enzymatique catalysée par le complexe IV est la suivante : 

Cytochrome c réduit + ½ O2 → cytochrome c oxydé + H2O 

δa mesure de l’activité enzymatique du complexe IV consiste à suivre l’oxydation du 

cytochrome c réduit à 550 nm. En effet, le cytochrome c réduit absorbe la lumière à 550 

nm, donc la disparition de la forme réduite du cytochrome c entrainera une diminution 

de l’absorbance à 550 nm qui sera proportionnelle à l’activité du complexe IV. 

2. Réactifs 

 Tampon KH2PO4 (100 mM), pH 6,5 : 1,36 g/100 mL eau distillée. Le pH est ajusté à 

6,5 avec du KOH 5 M. La solution est conservée à -20°C pendant 6 mois. 

 BSA (50 mg/mL eau distillée) : La solution est conservée à -20°C pendant 6 mois. 

 Laurylmaltoside (125 mM) : 63,83 mg/1 mL eau distillée. La solution est conservée à 

-20°C pendant 1 mois. 

 Cytochrome c (1 mM) : 12,38 mg/1 mL tampon KH2PO4 (100 mM, pH 6,5). La 

solution est préparée extemporanément. 

 Cytochrome c réduit (50 μM) : Ce dernier est préparé à partir de la solution de 

cytochrome c oxydé décrite ci-dessus. Pour ce faire, β50 μl de cytochrome c oxydé 1 

mM sont dilués dans 4,75 mL de tampon KH2PO4 100 mM pH 6,5. 
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Deux cuvettes contenant 1 mL de cette solution sont préparées. Dans une des deux 

cuvettes, 5 mg de cristaux de ferricyanure de potassium sont ajoutés pour obtenir une 

solution 0% réduite. 

Dans l’autre cuvette, 5 mg de sulfite de sodium sont ajoutés, une solution de 

cytochrome c 100 % réduit est ainsi obtenue. 

Les densités optiques de ces deux solutions sont lues à 550 et 560 nm. Le rapport 

550/560 nm doit être proche de 1,16 pour la solution 0% de réduction et compris entre 

7,1 et 10 pour la solution 100% de réduction. Si tel est le cas, une fourchette de DO550 nm 

pour obtenir 92 à 97% de réduction est calculée selon la formule suivante : 

92% de reduction : ((DO550nm red - DO550nm ox) x 0,92) + DO550nm ox 

97% de reduction : ((DO550nm red - DO550nm ox) x 0,97) + DO550nm ox 

20µL de solution 100% réduite sont ajoutés à la solution de cytochrome c oxydée 

diluée et la DO est lue à 550 nm. Cette opération est répétée jusqu’à l’obtention d’une 

DO comprise dans la fourchette déterminée ci-dessus. Si la valeur de DO est supérieure 

à celle de 97% de réduction, il faut recommencer la préparation du cytochrome c réduit. 

3. Protocole : 

δa mesure de l’activité enzymatique du complexe IV se fait sur culots sec de cellules 

(5x106 cellules au minimum).  Une fois décongelé, le culot cellulaire est repris par le 

tampon A à raison de 50µL/106 de cellule. Le tube contenant les cellules reprises dans 

le tampon A (composition : cf dosage de l’activité du complexe I).  

Dans un tube à hémolyse, sont ajoutés : 

 455 μl d'eau distillée. 

 β00 μl de tampon KHβPO4 (soit β0 mε). 

 β0 μl de BSA (soit 1 mg/mL). 

 γ00 μl de cytochrome c réduit (soit 15 με). 

Ce mélange réactionnel est incubé à γ7°C pendant γ minutes, puis 5 μl de la suspension 

cellulaire (105 de cellules) sont ajoutés. La réaction est ensuite initiée par l'ajout de β0 μl 
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de laurylmaltoside (soit 2,5 mM). L'évolution de l'absorbance à 550 nm est suivie au 

spectrophotomètre, thermostaté à 37°C, pendant 90 secondes. 

4. Expression des résultats : 

Les variations d'absorbance sont mesurées, en fonction du temps, sur la partie linéaire 

de la cinétique. L'activité spécifique (nmol/min/million de cellules) du complexe IV est 

calculée en utilisant la formule suivante : 

 
 
ΔDO : variation de DO durant le temps de mesure 
l : longueur de traversée du faisceau optique en cm, soit 1 
ε cyt c : coefficient d'extinction molaire du cytochrome c réduit à 550 nm, en mM-1.cm-1, soit 18,5 
Sn cyt c : nombre stoechiométrique du cytochrome c dans l'équation de la réaction, soit 1 
qcellules : quantité de cellules ajoutée dans le milieu réactionnel en million, soit 0,1 
 
Les résultats en nmol/min/million de cellules sont ensuite convertis en nmol/min/106 de 
cellules. 
 

5. Cytrase synthase : 

1. Principe : 

La citrate synthase est la première enzyme du cycle de Krebs, elle catalyse la réaction 

suivante :  

Acétyl coA + oxaloacetate + H2O → citrate + coA-SH 

δa mesure de l’activité enzymatique de la CS fait intervenir l’acide 5,5’-dithiobis (2-

nitrobenzoïque) ou DTNB. Le DTNB réagit avec les groupements thiols (SH) du coA-

SH formé dans la réaction ci-dessus et forme du coATNB et du TNB. Ce dernier est un 

composé jaune qui absorbe la lumière à 412 nm. Le dosage consiste à suivre la 

formation de TNB à 41β nm. δ’augmentation de l’absorbance à 412 nm sera donc 

proportionnelle à l’activité de la citrate synthase. 
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2. Réactifs : 

 Tampon Tris 1M pH 8,1 : 12,1 g de Tris-base sont dissous dans 100 mL d’eau distillée 

et le pH est ajusté à 8,1 avec de l’HCl 5N. Ce réactif, une fois aliquoté, se conserve 

pendant 6 mois -20°C. 

 Acide 5,5’-dithiobis (2-nitrobenzoïque) (DTNB) : 2 mg de DTNB sont dilués dans 5 

mL de tampon Tris 1M. La solution à 1mM ainsi préparée n’est utilisable que pendant 

une demi-journée et se conserve à l’abri de la lumière. 

 Acétyl CoA : Pour préparer une solution à γ0 mε, les β5 mg du flacon d’acetyl coA 

sont dissous dans 1,03 mL d’eau distillée. Cette solution est stable pendant 1 mois à -

20°C. Le jour de la manipulation, cette solution est diluée au 1/3 en ajoutant 1 mL de la 

solution mère à 2mL d’eau distillée. 

 Oxaloacétate : préalablement à chaque mesure, 6,6 mg d’oxaloacetate sont dilués dans 

5 mL d’eau distillée afin d’obtenir une solution à 10 mε. 

 Triton X100 : Le triton est conservé à 4°C. La veille des mesures, il est placé à 

température ambiante. Puis, une solution à 10% est préparée en diluant 1 mL de triton 

X100 dans 9 mL d’eau distillée.  

3. Protocole : 

δa mesure de l’activité enzymatique du complexe IV se fait sur culots sec de cellules 

(5x106 cellules au minimum).  Une fois décongelé, le culot cellulaire est repris par le 

tampon A à raison de 50µL/106 de cellule. Le tube contenant les cellules reprises dans 

le tampon A (composition : cf. dosage de l’activité du complexe I).  

Dans un tube en plastique sont ajoutés : 

 755 μl d'eau distillée 

 150 μl de DTNB (soit 150 με) 

 50 μl d'oxaloacétate (soit 500 με) 

 γ0 μl d'acétyl-CoA (soit γ00 με) 

 10 μl de triton X 100 (soit 0,1 %) 
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Ce mélange réactionnel est incubé à 37°C pendant 2 minutes. La réaction est ensuite 

initiée par l'ajout de 5 μδ de la suspension cellulaire (soit 105 de cellules). L'évolution 

de l'absorbance à 412 nm est suivie pendant 90 secondes au spectrophotomètre, 

thermostaté à 37°C, pendant 1 minute. 

4. Expression des résultats : 

 

 
 
ΔDO : variation de DO par minute. 
l : longueur de traversée du faisceau optique en cm, soit 1. 
ε TNB : coefficient d'extinction molaire du TNB à 412 nm, en mM-1.cm-1, soit 13,6. 
Sn TNB : nombre stoechiométrique du TNB dans l'équation de la réaction, soit 1. 
qcellules : quantité de cellules ajoutée dans le milieu réactionnel en million, soit 105. 

Les résultats de la mesure sont exprimés en nmol/min/ 106de cellules. 
 

6. Dosage des radicaux libres par résonance paramagnétique 

électronique (RPE) : 

La résonnance paramagnétique électronique (RPE) est une technique spectroscopique 

permettant l’étude des molécules ou des ions ayant un ou plusieurs électrons non appariés. 

δe paramagnétisme qui résulte de la résonnance du spin électronique de l’électron est à la 

base de la détection par la RPE.  

A. Monoxyde d’Azote : 

δe dosage du monoxyde d’azote a été réalisé par la technique du « spin-trap » suivie de 

l’analyse des spectres obtenue par résonance paramagnétique électronique. 

1. Principe de la technique : 

δe principe de la technique consiste à piéger le monoxyde d’azote en favorisant sa 

réaction avec un capteur de spin (spin-trap) FeSO4/DETC. Une fois la réaction faite, le 

monoxyde d’azote et le capteur de spin forment un complexe stable. δe complexe formé 

émet un signal spécifique détectable par RPE et dont l’amplitude est proportionnelle à la 

quantité de monoxyde d’azote libérée.  
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2. Réactifs : 

 Tampon KREBS-HEPES : La solution sert à dissoudre les éléments du capteur de 

spin, à savoir, le FeSO4 et le diethyldithiocarbamate (DETC). Pour la dissolution du 

DETC, la solution est préparée sans CaCL2. Dans 500 mδ d’eau millipore on ajoute : 

5782 mg de NaCl (0,1 M), 350 mg de KCl (0,005 M), 366 mg de CaCl2 (0,003 M), 296 

mg de MgSO4 (0,0025 M), 2100 mg de NaHCO3 (0,025 M), 140 mg de K2HPO4 (0,001 

M), 5206 mg de N-HEPES (0,02 M), 2000 mg de Glucose (0,01 M).  Le pH est ajusté à 

7,35 en utilisant du NaOH. Le volume est complété à 1L. Cette solution se conserve un 

mois à 4°C.  

 Solution FeSO4 : une solution de 1,5 mM de FeSO4 est obtenue en dissolvant 2,3 mg de 

FeSO4 dans 10 mL de Tampon KREBS-HEPES qui a été préalablement dégazé pendant 

45 minutes sous bullage à l’azote gazeux (N2). 

 Solution DETC (diethyldithiocarbamate) : une solution de 2 mM de DETC est obtenue 

en dissolvant 3,6 mg de DETC dans 10 mL de solution KREBS-HEPES sans CaCl2 qui 

a été préalablement dégazé pendant 45 minutes sous bullage à l’azote gazeux (N2). 

3. Protocole : 

Le capteur de spin, le diethyldithiocarbamate de fer Fe(DETC)2, qui forme le complexe 

NO-Fe(DETC)2 dont les propriétés paramagnétiques sont détectables par RPE a été utilisé 

pour la quantification du NO. Les cellules sont mises en culture dans une plaque 6 puits et 

exposées au chlordécone, lindane ou milieu contrôle pendant 48 heures, puis incubées 

pendant 45 minutes à γ7°C en présence d’un tampon d’incubation (5 mε HEPES, 1 mε δ-

Arginine, 3 mM CaCl2, 0,3 M BSA, pH 7,4). Les cellules sont ensuite incubées dans les 

mêmes conditions (37°C, 45 minutes) avec le capteur de spin, diéthyldithiocarbamate 

(DETC, 1,5 mM) en présence de FeSO4. Les échantillons  sont ensuite mis dans des 

seringues et congelés dans l’azote liquide puis conservés à -80°C.  Les « carottes » ainsi 

obtenues ont été passées au spectromètre εagnetech 100X et l’amplitude spécifique au 

pique de monoxyde d’azote a été quantifiée. 
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4. Expression des résultats : 

δes résultats sont calculés en fonction de l’amplitude du pique de la courbe correspondant 

au monoxyde d’azote normalisé par rapport à la concentration de protéine de chaque 

échantillon. Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport à la condition contrôle.  

 

B. Anion superoxyde (O2
-) : 

Le dosage de l’anion superoxyde a été réalisé par technique du « spin-trap » suivie de 

l’analyse des spectres obtenue par résonance paramagnétique électronique. 

1. Principe de la technique : 

Le principe de la technique consiste à piéger l’anion superoxyde en favorisant sa 

réaction avec un capteur de spin (spin-trap) CMH/deferoxamine/DETC. Une fois la 

réaction faite, l’anion superoxyde et le capteur de spin forme un complexe stable. δe 

complexe formé émet un signale spécifique détectable par RPE et dont l’amplitude est 

proportionnelle à la quantité de monoxyde d’azote libérée.  

2. Réactifs : 

Tampon KREBS-HEPES : La solution sert à dissoudre les éléments du capteur de 

spin, à savoir, le FeSO4 et le diethyldithiocarbamate (DETC). Pour la dissolution du 

DETC, la solution est préparée sans CaCL2. 

Dans 500 mδ d’eau millipore on ajoute : 5782 mg de NaCl (0,1 M), 350 mg de KCl 

(0,005 M), 366 mg de CaCl2 (0,003 M), 296 mg de MgSO4 (0,0025 M), 2100 mg de 

NaHCO3 (0,025 M), 140 mg de K2HPO4 (0,001 M), 5206 mg de N-HEPES (0,02 M), 

2000 mg de Glucose (0,01 M).  Le pH est ajusté à 7,35 en utilisant du NaOH. Le 

volume est complété à 1L. Cette solution se conserve un mois à 4°C.  

Solution DETC (diethyldithiocarbamate) : une solution de 2 mM de DETC est obtenue 

en dissolvant 3,6 mg de DETC dans 10 mL de solution KREBS-HEPES sans CaCl2 qui 

a été préalablement dégazé pendant 45 minutes sous bullage à l’azote gazeux (N2). 
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3. Protocole : 

Après traitement, les cellules sont incubées pendant 45 minutes à γ7°C en présence d’un 

tampon d’incubation Krebs-Hepes contenant du 1-hydroxy-3methoxycarbonyle 2,2,5,5-

tetramethylpyrrolidine (CMH, Noxygen, Mainz, Allemagne) (10 mM), de la deferoxamine 

(25 µM) et du DETC (5 µM). La réaction est stoppée en déposant les échantillons pendant 5 

minutes à 4°C. Les échantillons sont ensuite mis dans des seringues et congelés dans l’azote 

liquide puis conservés à -80°C. 

δ’analyse est réalisée à l’aide d’un spectromètre εiniscope εS β00 (εagnettech, Berlin, 

Allemagne). Les enregistrements sont  faits à 77°K, en utilisant un vase Dewar. 

δ’instrumentation a été calibrée à 10 mW du pouvoir des micro-ondes, à 1mT de 

modulation d’amplitude, à 100 kHz de la fréquence de modulation avec un temps 

d’enregistrement d’un spectre de 100 secondes répété 5 fois de suite. La quantité de NO et 

d’O2
-
 mesurée est exprimée en unités arbitraires d’absorbance par microgramme de protéine 

par microlitre. La quantité de protéines dans chaque échantillon était mesurée par dosage 

colorimétrique de Lowry et déterminée au spectrophotomètre à la longueur d’onde de 575 

nm. 

4. Expression des résultats : 

Les résultats sont calculés en fonction de l’amplitude du pique de la courbe correspondant 

au monoxyde d’azote normalisé par rapport à la concentration de protéine de chaque 

échantillon. Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport à la condition contrôle.  

 

7. Western blot iNOS, nitration protéines : 

1. Principe : 

δes protéines sont tout d’abord séparées par électrophorèse sur gel de polyacrylamide 

selon leur poids moléculaire. Un électro-transfert permet de faire passer les protéines 

sur une membrane (nitrocellulose 0,2). La membrane est alors incubée avec le premier 

anticorps, spécifique de la protéine recherchée. Après rinçage, la membrane est incubée 

avec un second anticorps marqué à l’HRP et dirigé contre l’anticorps primaire. δa 
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révélation se fera alors par chimiluminescence grâce au kit et sera observée après 

révélation radiographique. 

2. Réactifs : 

 Tampon de migration 1X: 

o MOPS SDS Runing Buffer 20X (invitrigen®): 50 mL. 

o Eau MilliQ: 950 mL. 

 Tampon de transfert 10X: 

o Tris-base: 30 g (250 mM). 

o Glycine: 144 g (1,9 M) 

o Eau MilliQ: QSP 1L. 

La solution se conserve à 4°C. 

 Tampon de transfert 1X : 

o Méthanol : 200 mL (20%). 

o Tampon de transfert 10X : 100 mL. 

o Eau MilliQ : QSP 1L. 

 Tampon TBST 10X (Tris Buffered Saline Tween) : pour un litre 

o Tris-base: 24,2g (200mM). 

o NaCl: 80g (615 mM). 

o Tween 20: 10 mL (1%) 

o Eau MilliQ: QSP 1L 

 Tampon TBST 1X : 

o TBST 10X : 100 mL. 

o Eau MilliQ : 900 mL. 

 Solution de saturation (5%) : 

o BSA : 2,5 g (5%). 

o TBS-Tween 1X : 50 mL. 

 Solution rouge Ponceau : 

o Poudre rouge P : 2,28 g (0,1%). 

o Acide acetique : 5 mL (5%) 

o Eau MilliQ : QSP 100 mL. 
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3. Protocole : 

a) Préparation des échantillons : 

 Les cellules sont trypsinées et reprises dans 10 mL de PBS-10% SVF  puis sont 

centrifugées à 300g pendant 5 minutes. Le culot cellulaire est repris par 300µL 

de tampon de lyse RIPA, bien homogénéisé et laissé pendant 30 minutes sur 

glace. S’en suit une centrifugation à 14000g/ 20 minutes dans une centrifugeuse 

préalablement thermostatée à 4°C. Le surnageant contenant les protéines est 

récupéré.  

La concentration en protéines est alors déterminé sur l’échantillon selon la 

méthode de Lowry Bio-Rad Assay kit® (Bio-Rad, Lyon, France) ainsi qu’une 

gamme étalon de concentration croissante de BSA. Un volume équivalent à 30 

μg de protéines est alors prélevé de chaque l’échantillon et de l’eau distillée est 

ajoutée afin de complété le volume à 12 µL. A ce mélange sont ajoutés 2 µL de 

NuPAGE® Reducing Agent (10X) (Invitrogen®, Carlsbad, Etats-Unis) afin de 

maintenir les protéines réduites durant l’électrophorèse, ainsi que 6 µL de 

tampon de charge (Invitrogen®, Carlsbad, Etats-Unis) pour un volume final de 

20µL. Afin de dénaturer les interactions protéiques, le mélange est ensuite 

chauffé à 70°C pendant 10 minutes puis conservé sur glace à 4°C jusqu’au dépôt 

sur gel. 

 

b) Dépôt des échantillons et migration : 

Les protéines dénaturées sont séparées selon leur poids moléculaire grace à une 

électrophorèse effectuée en utilisant la cuve d’électrophorèse X cell®, 

(Invitrogen, Carlsbad, Etats-Unis). Le gel pré-coulé « NuPAGE® Novex » 

(Invitrogen®, Carlsbad, Etats-Unis) est placé dans la cuve de migration qui a été 

préalablement remplie de tampon de migration 1X. Ensuite, un dépôt de 20 µL 

de chaque préparation d’échantillon dans chaque puits du gel. 5 µδ de marqueur 

du poids moléculaire sont déposés dans le premier puits pour servir de référence. 

Une fois le dépôt terminé, 500 µδ d’anti oxydant « NuPAGE® Antioxidant » 

(Invitrogen®, Carlsbad, Etats-Unis) sont ajoutés dans la cuve puis la cuve est 

fermée et reliée au générateur. Une migration de 1hγ0’ à 110V est alors réalisée 
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afin de permettre une bonne séparation des protéines. Lorsque le front de 

migration atteint le bas du gel, la migration est stoppée. 

 

c) Transfert sur membrane nitrocellulose : 

Cette étape permet le transfert des protéines contenues dans le gel sur une 

membrane de Nitrocellulose (GE Healthcare, France). Une fois le gel démoulé, 

il est placé dans la cuve de transfert (Bio-Rad, Lyon France) sur une épaisseur 

de mousse et 2 épaisseurs de papier buvard (Whatman, Maidstone, Angleterre) 

imbibé de tampon de transfert. La membrane est déposée délicatement sur le gel 

et à son tour recouverte de deux épaisseurs de papier buvard et une épaisseur de 

mousse. Le transfert des protéines sur les membranes est alors réalisé par 

application d’un courant de β60 mA pendant 50 minutes. Après ce temps, 

l’efficacité de transfert est vérifiée par la coloration de la membrane au rouge 

ponceau. 

 

d) Saturation des membranes : 

Afin de saturer les sites de fixation non spécifiques, la membrane est placée dans 

une solution de saturation (TBS-Tween-5% BSA) sous agitation pendant une 

1h30. 

 

e) Incubation avec l’anticorps primaire : 

La membrane est rincée 3 fois 10 minutes dans un bain de TBS-Tween 1X puis 

placée dans une boite à hybridation. 10 mL de TBS-Tween 0,1%-BSA 5% 

contenant l’anticorps primaire dilué à la concentration voulue sont ajoutés dans 

la boite. δ’hybridation se fait à 4°C durant une nuit. 

 

f) Incubation avec l’anticorps secondaire : 

Après trois rinçages de 10 minutes en TBS-Tween 0,1%, la membrane est 

incubée en présence de l’anticorps secondaire dirigé contre les IgG de 

l’anticorps primaire et couplé à la peroxydase. Cet anticorps est dilué au 

1/10000e dans une solution de TBS-Tween 0,1%-BSA 5%. La membrane est 

placée sous agitation à température ambiante pendant 1hγ0’. 
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g) Révélation : 

δ’hybridation des anticorps sur la membrane a été révélée par 

chimioluminescence avec le kit Western Blotting Luminol Reagent plus® 

(Santa-Cruz biotechnologies, CA, USA). Après incubation avec l’anticorps 

secondaire, la membrane est rincée 3 fois dans le tampon TBS-Tween 1X. Un 

mélange contenant 500 µL de la solution A du kit plus 500 μδ de la solution B 

est réalisé  puis 1 mL de la solution A+B est déposé uniformément sur la 

membrane. Après 1 minute d’incubation, l’excès de réactif est retiré de la 

membrane et la membrane est placée dans l’imageur. Différents temps 

d’exposition sont réalisés jusqu’à obtention de bandes d’intensité satisfaisante 

mais pas saturante. 

 

h) Quantification :  
δ’intensité des différentes bandes est quantifiée grâce au logiciel chemi-capt 

5000® Molecular Imaging Software version 12.9 pour windows® (Vibert 

Lourmat, Marne-la-Vallée, France). Les résultats concernant la protéine d’intêret 

sont normalisés par rapport à la quantité de la ȕ-actine. 

 

8. Quantification des gènes de biogenèse mitochondriale et du 

métabolisme énergétique : 

A. Extraction des ARN totaux à partir de cellules  avec le kit« RNAeasy » 

(QIAGEN): 

1. Principe de la technique : 

Cette méthode est basée sur la propriété qu’ont les colonnes de silice à adsorber les 

acides nucléiques en présence de sels chaotropiques. Ces derniers attirent les molécules 

d’eau en milieu acide et alcoolique, ce qui favorise l’adsorption des acides nucléiques. 

Le dépôt des lysats cellulaires sur les colonnes de silice du kit permet la rétention des 

ARN totaux et l’élution des contaminants (protéines, débits cellulaires).  Un traitement 

DNAase est effectué afin d’éliminer les probables contaminations d’ADN. Ensuite, les 
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ARN totaux sont décrochés des colonnes et élués. Cette technique est réalisée avec le 

kit « RNeasy » de QIAGEN. 

2. Protocole : 

a) Extraction des ARNs totaux : Aprés traitement dans des plaques 6 puits, les cellules 

de chaque puits sont reprises par 600µL de Tampon contenant du thiocynate de 

guanidium (Tampon RLT). Une fois homogénéisé, le mélange est transféré dans les 

colonnes « QIAshredder ». Les colonnes sont ensuite placées dans des tubes collecteurs 

et centrifugées 2 minutes/10000 g. Cette étape permet l’élimination des débris 

cellulaires.  600µδ d’éthanol à 70%  sont ajoutés au lysat. Ce mélange est transféré dans 

les colonnes RNeasy qui à leurs tour sont placées dans des tubes collecteurs et 

centrifugées à 10000g/15 secondes. 700µL du tampon RW sont ajoutés au dessus de la 

colonne suivie d’une centrifugation à 10000g/15 secondes. Un traitement avec la 

DNAase est effectué afin d’éliminer d’éventuelles contaminations ADN. Deux lavages 

avec centrifugation sont ensuite réalisés avec le tampon RPE. Une dernière 

centrifugation à vide pour éliminer totalement les restes du tampon RPE est effectuée à 

10000g/1 minute. Enfin, 50 µδ d’eau « RNAse free » sont ajoutés à chaque colonne 

suivis d’une centrifugation à 10000g/1 minute pour éluer les ARN. 

b) Dosage et contrôle qualité des ARN : 

La mesure de la concentration en ARN des échantillons a été réalisée en utilisant le 

« NanoDrop® » (Thermo Scientific). La densité optique des échantillons est lue à 260 

nm (longueur d’ondes d’absorption des bases puriques et pyrimidiques) et à 280 nm 

(longueur d’onde d’absorption des protéines) afin de s’assurer de la pureté des 

échantillons, seuls les échantillons ayant un ratio 260/280 compris en 1,8 et 2 ont été 

utilisés. δ’intégrité des échantillons d’ARN a été évalué en utilisant la technique de 

miniaturisation d’électrophorèse sur puce (δab on Chip) et le Bioanalyser β100 

(Agilent®). γµδ de chaque échantillon des préparations d’ARN sont déposés dans 

chacun des 12 puits de la  puce Agilent RNA 6000® en présence d'un marqueur 

fluorescent. L'appareil mesure en temps réel, l'intensité de fluorescence émise en 

fonction du temps de rétention des ARN au sein du microréseau. Les données de temps 

de rétention et d'intensité de fluorescence sont validées par rapport au marqueur de 

poids moléculaire. Les résultats sont visualisés sous forme d'électrophorégrammes et le 
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logiciel évalue l'intégrité de chaque préparation d'ARN et attribue un indice de qualité, 

le RIN (Rna Integrity Number), à chaque échantillon. Seuls les échantillons ayant un 

RIN supérieur ou égale à 7 ont été retenus. 

B. Reverse transcription. 

1. Principe de la technique : 

δa reverse transcription consiste à synthétiser de l’ADN à partir d’une matrice d’ARN. 

Cette étape est réalisée grâce à l’enzyme rétrovirale reverse transcriptase (MMLV : 

Moloney- Murine Leukemia Virus). Cette technique est réalisée grâce au kit Advantage 

® RT-for-PCR Kit (Clontech, Saint-Germain-en-Lay, France). 

2. Protocole : 

Un volume correspondant à 1 μg d’ARN est utilisé. De l’eau DEPC est ajoutée pour 

obtenir un volume de 1β,5 μδ. Un microlitre d’amorces hexamères est ajouté et le 

mélange est chauffé à 70°C pendant 2 minutes. Les tubes sont immédiatement placés 

sur glace pour stopper la réaction. Un mélange réactionnel est ensuite préparé comme 

suit : 

Pour un tube :  

o Tampon de réaction 5X : 4 μδ. 

o - Mélange de dNTP (10 mε de chaque) : 1 μδ. 

o - Inhibiteur de RNases recombinantes : 0,5 μδ. 

o - Reverse transcriptase εεδV : 1 μδ. 

Le volume réactionnel est donc de 6,5 μl, le volume nécessaire doit être calculé pour 

n+1 tubes. Ce mélange est ajouté dans chacun des tubes et la réaction de réverse 

transcription est réalisée en incubant les tubes pendant 1 heure à 42°C. La réaction est 

ensuite stoppée par 5 minutes de chauffage à 94°C. Cette étape permet également 

d’inhiber les éventuelles DNases. δes échantillons sont ensuite dilués au 1/50e en 

ajoutant 80 μL d’eau DEPC. Après homogénéisation, les ADNc ainsi synthétisés sont 

en aliquotés et conservés à -80°C. 
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C. PCR quantitative en temps réel : 

1. Principe : 

La PCR quantitative en temps réel est une application de la PCR. Elle permet de suivre 

en continu (« en temps réel ») le processus d’amplification PCR en détectant la 

fluorescence émise par les produits de PCR néo formés. Cela est possible grâce à 

l'utilisation d'un fluorochrome, le SYBR Green, ayant la propriété de se lier à l’ADN 

double brin et de n'être fluorescent que sous sa forme liée. Au début de l’amplification, 

le mélange réactionnel contient l’ADNc dénaturé, les amorces et le fluorochrome non 

lié. Pendant l’étape d’élongation, le nombre de SYBR Green liés à l’ADN synthétisé 

augmente entraînant ainsi une augmentation de la fluorescence, qui est mesurée à la fin 

de chaque cycle en utilisant un spectrofluorimètre à la longueur d'onde de 521 nm. Une 

courbe représentant la fluorescence en fonction du nombre de cycles est ainsi obtenue. 

2. Protocole : 

a) Préparation des standards :  

δ’analyse quantitative de l’amplification du gène d’intérêt nécessite l’établissement 

au préalable une gamme de nombre de copies connues d’amplicons du gène cible. 

Dans cet optique, une PCR est réalisée : 5 μl d’ADNc sont ajoutés à 15 μl d’un 

mélange d’amorces (βμl d’amorces sens et antisens à β0 mε chacune et 11 μl 

d’eau) et à 23 μl du mélange de PCR (4 μL de tampon 10X, β,5 μl de εgClβ à β5 

mε, 4μl de dNTP à β mε, 1β μl d’eau DEPC et 0,5 μl de l’enzyme Taq 

polymerase). δes ADNc sont d’abord dénaturés à 94°C pendant 3 minutes puis 40 

cycles de dénaturation 94°C 30 secondes, hybridation au Tm du couple d’amorces 

30 secondes, élongation à 72°C pendant 30 secondes et enfin 72°C pendant 10 

minutes. Les ADN amplifiés sont purifiés sur colonne (High Pure Product 

Purification kit, Boeringher) et sont quantifiés à l’aide du NanoDrop ® (Thermo 

Fisher scientific) par lecture de la densité optique des ADN double brins à 260 nm. 

Le nombre de copies dans les échantillons est calculé grâce à la formule suivante : 

1 μg d’ADN de 1000 paires de bases correspond à 9,4 x 1011 copies. 

δes échantillons sont dilués pour obtenir 1010 copies/μl. δa gamme est ensuite 

réalisée par dilutions successives de cet échantillon. 
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b) PCR quantitative : 

Le mélange réactionnel est préparé pour n+1 tubes. Il comprend 9 μl d’eau DEPC, 4 

μl de master mix 5X® (composé d’ADN polymérase et de la sonde SYBR Green 1) 

et β μl d’amorces sens et antisens à 10 mM chacune. Ce mélange est transféré dans 

les puits d’une plaque PCR 96 puits (Axygene) dans la quelle il à été préalablement 

déposer à l’aide du robot de dépôt epmotion (Eppendorf®) βµδ d’ADNc  et de βµδ 

de la gamme du gène d’intérêt ont été déposés en duplicat. δa plaque est transférée 

en suite dans le CFX96 (Bio-Rad). Le programme est le suivant : préincubation de 

95°C pendant 5 minutes puis 40 cycles d’amplification (composés chacun d’une 

phase de dénaturation à 95°C pendant 1 seconde puis d’une phase d’hybridation aux 

Tm des amorces 10 secondes puis d’une phase d’élongation à 7β°C pendant 10 

secondes). La fluorescence est mesurée de manière ponctuelle à la fin de l’étape 

d’élongation de chaque cycle d’amplification. Elle permet ainsi d’établir une courbe 

de quantification représentant la fluorescence en fonction du nombre de cycles.  

Afin de s’assurer de la spécificité des produits de PCR amplifiés, une courbe de 

fusion est réalisée après la phase d’amplification. Elle consiste en une étape de 

dénaturation ponctuelle à 95°C puis une hybridation à 65°C pendant 60 secondes et 

enfin une étape de fusion avec élévation progressive de la température jusqu’à 95°C 

par incrément de 0,1°C par seconde. La fluorescence est lue en continu pendant 

cette dernière phase de fusion. δ’établissement de la courbe de fusion (fluorescence 

en fonction de la température) permet de discriminer les dimères d’amorces et les 

produits de PCR spécifiques. Pour chaque manipulation, un témoin négatif (ne 

contenant pas d’ADNc mais de l’eau) est effectué pour s’assurer de l’amplification 

sélective du gène d’intérêt. δa quantification est faite grâce au rapport du nombre de 

copies du gène cible sur le nombre de copies d’un gène de référence dont le nombre 

de copie est connu pour varier peu en fonction des conditions expérimentales. Dans 

le cas de nos expériences, l’expression de la ȕ-Actine a été évaluée et n’a pas 

montrée de variations significatives dans nos différentes conditions expérimentales. 
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9. Métabolisme énergétique : 

A. Mesure de la concentration intracellulaire d’ATP : 

1. Principe :  

δa méthode utilisée repose sur l’extraction des adénylates (ATP, ADP et AεP) à l’aide 

d’un mélange de solvants (chloroforme-méthanol) suivie d’une séparation par HPδC 

sur colonnes. δa quantification est faite en suite à l’aide d’une gamme préétablie de 

concentrations connues d’ATP, d’ADP et d’AεP. δa mesure de L-lactate, quant à elle, 

se fait par une méthode enzymatique sur les automates (COBAS 4000, Roche ®) de la 

plateforme biochimie du CHU d’Angers. 

2. Réactifs : 

Tampon d’extraction : un mélange chloroforme-méthanol (50/50) est préparé dans un 

flacon en verre. La solution se conserve à température ambiante et est stable pendant 1 

mois. 

3. Protocole : 

Les cellules HepG2 sont mises en culture dans des flasks T 25cm². 24h après, les 

milieux sont remplacés par du milieu contenant le lindane ou bien le chlordécone aux 

concentrations plasmatiques (16 pM, 50 nM) et environnementales (50 nM, 7 pM) 

durant 48h avec un changement de milieu à 24h. Le milieu des cellules contrôles est 

remplacé par du milieu contenant du DMSO (la concentration de DMSO est égale à 

1 :1000). Après le traitement, les cellules sont récoltées et comptées. 1mδ d’échantillon 

du milieu est prélevé à 24h et à 48h pour la mesure du L-lactate sur automate COBAS-

integra 4000 (Roche ®). Un volume équivalent à 106 cellules est prélevé et centrifugé. 

Afin de laver les cellules d’éventuels contaminants présents dans le milieu, le culot 

cellulaire est repris par 1mL PBS transféré dans un tube Eppendorf ® 1,5 et centrifugé 

une seconde fois. δe culot est repris par γ00µδ du tampon d’extraction et homogénéisé 

par aspiration-expiration. En suite, γ00 µδ d’eau distillé sont ajoutés et mélangés. δes 

tubes sont transférés dans une centrifugeuse préalablement thermostatée à 4°C et 

centrifugés à 14000g/15 minutes. Une fois la centrifugation terminé, le surnagent 

contenant les adénylates est prélevé et stocké à -80°C. 
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Les adénylates sont en suite séparés par HPLC sur colonnes IonPac AS11 (Dionex 

Corp., Sunnyvale, CA, USA). δa quantification s’est faite en utilisant une gamme 

préétablie de concentrations connues d’ATP et d’ADP. 

B. Coloration des lipides intracellulaire au « Oil Red’O »: 

I. Principe: 

Cette technique permet d’identifier des lipides hydrophobes en phase liquide. δe corps 

coloré appelé lysochrome, se déplace du solvant dans lequel il se trouve vers le lipide 

tissulaire. 

II.  Réactifs : 

 Isopropanol 60% : cette solution est obtenue diluant 60mδ d’isopropanol dans 40 ml 

d’eau distillée. 

 Oil Red’O solution mère : une solution mère à 5% est préparée par la dissolution de 1g 

dans β00 mδ d’isopropanol pure. Pour une bonne dissolution de la poudre Oil Red’O, la 

solution est laisser sous agitation durant un nuit. La solution est en suite filtrée et 

stocker à température ambiante. 

 Solution de travail : La solution de travail se prépare le jour même de 

l’expérimentation et ne se conserve pas. Sa concentration à 60% est obtenue en diluant 

6 mδ la solution mère dans 4mδ d’eau distillée. Après l’avoir laissée reposer pendant 

une heure, la solution est filtrée au moment de l’emploi. 

 Para formaldéhyde 10 % : Une solution de 4% de paraformaldéhyde est préparée par 

la dissolution de 1g dans 100mδ d’eau distillée. Pour une dissolution optimale, La 

solution est chauffée et mise sous agitation. 

III.  Protocole : 

Par mesure de sécurité envers les produits utilisés, toutes les manipulations sont 

effectuées sous sorbone. 

a) Fixation de cellules : Après exposition des cellules au chlordécone/lindane durant 24, 

48 et 72h dans des plaques de culture 6 puits, les milieux sont enlevés, remplacés par la 
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solution de para-formaldéhyde 10% (1mL/puits) et laissés 5 minutes. δ’opération est 

renouvelée avec une incubation d’une heure. 

b) Lavage à l’Iso-propanol 60% : Après la fixation des cellules et en vue de leur 

coloration, le para-formaldéhyde est enlevé des puits et un lavage à l’iso-propanol est 

réalisé en vue de la préparation à la coloration des lipides (1mL/puits). 

c) Coloration des lipides : 750µδ de la solution de travail OilRed’O préparée au préalable 

est ajoutée à chaque puits et incubée 15 minutes à température ambiante. 

d) Lavage à l’eau distillée : Après incubation avec la solution de travail, cette dernière est 

éliminée et γ lavages rapides et successifs sont réalisés à l’aide de l’eau distillée. Une 

fois les lavages terminés, des photos sont réalisées à l’aide du microscope avec 

différents grossissements. 

e) Dissolution du Oil-Red’O et quantification : 1 mδ d’isopropanol pure est ajouté à 

chaque puits pour la dissolution de Oil Red’O et la plaque est laissée sous agitation 

pendant 5 minutes. 100µL de chaque puits sont transférés ensuite dans une plaque 96 

puits pour la lecture de la densité optique à 500 nm sur le lecteur de plaque Mithras 

(Bertholds).  

IV.  Expression des résultats : 

Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport à la condition contrôle. 
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III.  Résultats, discussion et perspectives 
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Abstract 

 
Chlordecone (chlordécone) and lindane (lindane) are persistent environmental 

pollutants. Several studies investigated both organochlorines toxicity. In most of those 

studies, concentrations used were relatively higher than those found in blood 

contaminated area residents. Effects of low concentration remain poorly investigated. 

Moreover, effects on cell metabolism and mitochondrial function of organochlorines 

exposure have received little attention. This study was designed in order to explore the 

effects of low concentrations of chlordécone and lindane on cellular metabolism and 

mitochondrial function in hepatocarcinoma cell line HepG2. 

Cells were exposed to chlordécone, lindane for 24, 48 and 72h. Exposure effects on cell 

viability were assessed by MTT test. Mitochondrial function was analyzed by 

measuring mitochondrial respiration and electron transport chain complexes activity. 

Mitochondrial regulation was assessed by analyzing free radicals (NO, O2
-) and genes 

involved for mitochondrial biogenesis. Finally, energy metabolism was analyzed by 

measuring intracellular ATP, lactate level in medium and intracellular lipid 

accumulation. 

Despite the absence of effects on cells viability, exposure to chlordécone resulted in a 

decrease of maximal respiratory capacity, complex II activity and medium lactate level. 

This was associated with an increase of intracellular ATP and NO release. lindane 

exposure led to an increase of maximal respiratory capacity, complex I activity, 

intracellular ATP and NO release but decreased uncoupled respiration and medium 

lactate level. Both chlordécone and lindane exposure resulted in upregulation of 

mitochondrial biogenesis genes.  

At plasmatic concentrations, chlordécone and lindane acted as metabolic disruptors. 

They impaired mitochondrial function and regulation with an impact on cellular 

energetic metabolism. 

 

Keywords: organochlorine, mitochondria, nitric oxide, energetic metabolism, OXPHOS 
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Introduction 

Organochlorine products have been largely used worldwide as pesticide, fungicide and 

insecticides, essentially in agriculture but also for animal and human pest control. 

Chlordecone (chlordécone), an organochlorine phytosanitary product, has been 

intensively used for more than 20 years (1973-1993) in French West Indies to control 

the banana root borer (Multigner et al., 2010), even though its use was banned in the 

USA since 1976. Lindane (lindane), an organochlorine insecticide, has been used since 

1938 in agriculture for seeds and livestock treatment. It is still used in human health as 

treatment for lice and scabies in several countries. The intensive use of chlordécone and 

lindane combined to their resistance to environmental degradation makes them 

important ecosystem pollutants. Moreover, both lindane and chlordécone are classified 

as persistent organic pollutants by the Stockholm convention. As other environmental 

pollutants, the ingestion of contaminated food is the main way of exposure to 

organochlorines (Guldner et al., 2010; Mariscal-Arcas et al., 2010). Indeed, residues of 

these compounds are still detected in rivers, food and animal tissues even if  their use is 

currently banned in most countries (Dagorn et al., 1988; Coat et al., 2011). chlordécone, 

lindane and their metabolites were also found in the umbilical blood serum of pregnant 

women (Guldner et al., 2010; Mariscal-Arcas et al., 2010) and maternal milk (Mishra 

and Sharma, 2011), which enlarges the spectra of the exposed population to fetus and 

neonates. After ingestion, chlordécone and lindane have a strong tendency for 

bioaccumulation in tissues (Xue et al., 2010). Bioaccumulation occurs mainly in fat 

tissue, brain and liver which shows high levels of these compound after exposure 

(Srinivasan and Radhakrishnamurty, 1983; Belfiore et al., 2007). The accumulation in 

biological tissue is incriminated to be behind physiological dysfunctions and probably 

the source of several diseases as cancer and insulin resistance. In fact, a recent study 

conducted in French West Indies revealed a significant increase in the risk of prostate 

cancer development with the increased plasma concentrations of chlordécone 

(Multigner et al., 2010). Others studies described a positive correlation between cancer, 

obesity or diabetes and blood concentration of organochlorines (Lim et al., 2010; Lee et 

al., 2011). 

Liver plays a key role in organism metabolism. Hepatocytes synthesize a range of 

molecules that are further used to support homeostasis and regulate energy balance. As 
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in other cell types, the mitochondrion plays an important role in the hepatocyte. Indeed, 

many pathways and cellular process are regulated through mitochondria (cell death, cell 

proliferation, metabolism) (Green, 1998; Hajnóczky et al., 2006; McBride et al., 2006). 

One of the most documented functions of mitochondria is the energy conversion.  A part 

of this process occurs within the internal membrane of mitochondria through the 

electron transport chain (ETC) and the oxidative phosphorylation reactions (OXPHOS). 

The OXPHOS system is under a dual genetic control with complex communication and 

regulation between the nuclear and mitochondrial genomes,  the so named ―nucleo-

mitochondrial cross-talk‖ (Scarpulla, 2008). This signaling cross-talk is in a constant 

regulation governed by the cell environment: caloric restriction, cold and stimulation 

(Nicholls, 2002). The impairment of OXPHOS and/or mitochondrial function has been 

described in several diseases that are linked to insulin resistance as obesity(J. Kim, Wei, 

et Sowers 2008; H. K. Lee 2011) and Diabetes (Garcia-Roves, 2011; Joseph et al., 

2012). 

Several in vivo and in vitro studies assessed chlordécone and lindane toxicity. Effects 

are different depending on doses and duration of exposure. Acute toxicity indicates 

effects on central nervous system (hypoactivity, ataxia and convultion) (Ullman et al., 

1986). Short term and long term toxicity study showed alteration of blood cholesterol 

homeostasis and hepatocellular carcinoma susceptibility (Steinberg et al., 1977). In vitro 

studies showed that both chlordécone and lindane have an impact on intracellular 

calcium level (Younglai et al., 2006; Heusinkveld and Westerink, 2012) and reactive 

oxygen species (Ledirac et al., 2005; Piskac-Collier and Smith, 2009). However, 

concentrations used in most of those studies were relatively high if compared to those 

that can be found in the environment and in the blood of exposed people. In fact, 

concentrations of chlordécone and lindane detected in blood of individuals living and/or 

working in the contaminated area are heterogeneous. Depending on contamination level 

of the environment and the frequency of exposure, these concentrations range from 

picomolar to nanomolar levels (Cannon et al., 1978; Krauthacker et al., 1980; 

Drummond et al., 1988; Boffa et al., 1995; Guldner et al., 2010; Mariscal-Arcas et al., 

2010). Moreover, the limit fixed by the World Health Organization in drinking water is 

at the picomolar level. The effects of these low concentrations remain poorly explored. 

On the other hand, there is a pressing need to find other ways and measurable 
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parameters to evaluate the toxicity of low concentrations of these compounds that 

cannot be evaluated by classical methods of toxicology. 

In the present study, we have investigated the effects of environmentally relevant low 

concentrations of lindane and chlordécone on HepG2 cell line, aiming to assess whereas 

such exposure could disrupt mitochondrial respiration and energetic pathways of cells. 

We intend to obtain some response elements for an eventual link between 

organochlorine exposure, mitochondrial dysfunction and metabolic diseases from one 

side, and from another side to investigate the possible use of mitochondria as a 

toxicological tool for low concentration toxicity testing. 
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Materials and methods:  

Chemicals: 

Chlordecone (Kepone, chlordécone), Lindane (Ȗ-hexachlorocyclohexane, lindane), 

oligomycine A, Carbonylcyanide-p-trifluoromethoxyphenylhydrazone (FCCP), 

Antimycine A, Thiazolyl blue tetrazolium bromide (MTT) powders were purchased 

from Sigma-Aldrich (Saint-Louis, USA). Stock solutions of organochlorine were 

prepared in dimethylsulfoxyde (DMSO). Intermediate concentrations were obtained 

from stock solutions in order to keep solvent concentration equal in all conditions for 

each compound (1/1000). Oligomycine A, Antimycine A, FCCP were dissolved in 

absolute ethanol. 

Cell culture  

The human hepatoma cell line HepG2 was maintained at 37°C in a humidified 

atmosphere with 5% COβ in HAεS F1β/ Dulbecco’s modified Eagle’s εedium 

(DMEM) (v/v) supplemented with 10% fetal bovine serum, 2 mM glutamine and 1% 

penicillin G (100U/ml) and streptomycin (2 mM). All culture media and media 

supplements were purchased from LONZA (Verviers, Belgium). 

For treatments, cells were incubated either with chlordécone (16 pM) or lindane (50 

nM) or with DMSO for 24 hours, 48 hours and 72 hours. 

Cell viability assay: 

Cells were plated and allowed to attach overnight; the medium was removed and 

replaced by either control medium or medium with organochlorines . After exposure 

(24h, 48h), cells were incubated for 3.5 hours in serum-free medium supplemented with 

10 % MTT solution (0.5mg/mL). 100μL DMSO were then added to dissolve the 

formazan crystals and the absorbance was read at 570 nm using the Mithras LB940 

(Berthold Technologies, Thoiry, France). The proportion of metabolically competent 

cells was determined as the ratio (expressed as a percentage) of absorbance of toxic 

treated cells versus control cells. 

Measurement of mitochondrial respiration: 
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Cells were exposed for 24h and 48h to chlordécone and lindane. At 70% confluence, 

cells were collected by trypsinization, washed once in complete medium and 

centrifuged. The pellet was resuspended at a final concentration of 106 cells per ml in 2 

ml of medium. After air-equilibration at 37 °C, the suspension was immediately 

transferred to the 2 ml chamber of a Clarke-type oxygen electrode (Oxygraph-2K, 

Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria) maintained at 37 °C. Respiration rates were 

measured in intact HepG2 cells as previously described (Desquiret et al., 2006). The 

routine respiration rate of cells was determined by measuring the linear rate of oxygen 

consumption, which reflects the aerobic metabolic activity of cells with physiological 

substrates present in culture media.  In order to determine the uncoupling respiration 

rate, 2 µl of oligomycin A (12 mg/ml) was then added to determine the non-

phosphorylating respiration rate. To determine the maximal respiratory capacity, FCCP 

(200nM) was added stepwise up to the optimal concentration representing the maximal 

capacity of the respiratory chain. Finally, the non-mitochondrial oxygen consumption 

rate, which was subtracted from other values, was determined by adding Antimycine A 

(4 μg/ml). The total protein content was determined using the Bio-Rad Assay kit® (Bio-

Rad, Lyon, France). 

ETC activity measurement : 

The activity of the different mitochondrial respiratory chain complexes was measured 

on cell homogenates, at 37 °C, using a SAFAS spectrophotometer (SAFAS, Monaco, 

France). 

Complex I (NADH ubiquinone reductase):  Cells were first disrupted by freezing in 

liquid nitrogen followed by rapid thawing at 37°C. Cells were then washed and 

centrifuged (2 min, 110g), resuspended in cell buffer (250 µL/106 cells), and sonicated 

on ice (6-5 seconds) (Branson Sonic Power, SmithKline Company, Danbury, CT). 

Complex I activity was immediately assayed on this cell lysate (0,5 µL /106 cells) in 

KH2PO4 buffer (80mM, pH 7.4), containing 1mM KCN, 2mM NaN3, and 0.1mM of the 

ubiquinone analogue ubiquinone-1. After 5 min of incubation, 0.3mM NADH was 

added and its rate of disappearance was monitored at 340nm. Rotenone (5µM) was also 

added to determine the background rate. Specific complex I activity was expressed in 

mIU (nmoles NADH/min/106 cell). 
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Complex II (succinate ubiquinone reductase): Cells were disrupted by a freeze-thaw 

cycle and extract prepared as described above. The reaction was initiated by the addition 

of 5 µM of ubiquinone and the rate of disappearance of DCPIP was monitored at 600 

nm. Specific enzymatic activity was expressed in mIU (nmoles DCPIP/min/106 cells). 

 

Complex III (ubiquinol cytochrome c reductase) activity was measured as described  

by rustin et al. (Rustin et al., 1994) with an additional step of cells disruption by three 

cycles of freezing in liquid nitrogen. Specific enzymatic activity was expressed in mIU 

(nmoles cytochrome c/min/106 cells). 

Complex IV (cytochrome c oxidase): a volume of extract equivalent to 105 cells was 

added to the reaction medium (reduced cytochrome c 0.05 mM, BSA 1 mg/ml, 

laurylmaltoside 0.25 mM) and the oxidation rate of reduced cytochrome c was 

monitored at 550 nm. 

The enzymatic activities of the electron transport chain complexes were normalized to 

citrate synthase (CS) activity (a marker of mitochondrial mass). CS activity was 

measured by adding 105 cells to a prewarmed reaction mix (DTNB 0.15 mM, 

oxaloacetic acid 0.5 mM, acetyl- CoA 0.3 mM, Triton X100 0.1%) and the appearance 

of CoA-SH was measured at 412 nm. 

Nitric oxide (NO) and superoxide anion (O2−) determination by electron 

paramagnetic resonance (EPR): 

NO and O2
.- were quantified by electron paramagnetic resonance (EPR) technique.  

Detection of NO production was performed using Fe(DETC)2 (diethyldithiocarbamate) 

(Sigma–Aldrich) as spin trap. Briefly, cells were treated with chlordécone, lindane or 

Control medium for 24 and 48h; cell were incubated 30 min in Krebs-Hepes buffer 

containing : BSA (20.5 mg.mL-1), CaCl2 (3 mM) and L-Arginine (0.8 mM). NaDETC 

(1.5 mM) and FeSO4.7H2O (1.5 mM) were separately dissolved under nitrogen gas 

bubbling in 10 ml volumes of ice-cold Krebs-Hepes buffer. These were rapidly mixed 

to obtain Fe(DETC)2 solution (0.4 mM), which was added to the cells and incubated for 
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45 min at 37°C. Cells were immediately frozen in plastic tubes using liquid nitrogen. 

NO measurement was performed on a table-top x-band spectrometer Miniscope® 

(Magnettech, MS200, Berlin, Germany). Signals were quantified by measuring the total 

amplitude, after correction of baseline. Values are expressed as amplitude of signal per 

protein concentration (A/µg/µL of HepG2 cell proteins). 

 For O2
- spin-trapping, cells were treated as described above and allowed to equilibrate 

in deferoxamine-chelated Krebs–Hepes solution containing 1-hydroxy-3-

methoxycarbonyl-2,2,5,5-tetramethylpyrrolidin (CMH, Noxygen; Denzlingen, 

Germany) (500 mm), deferoxamin (25 mm, Sigma-Aldrich) and DETC (5 mm, Sigma-

Aldrich) under constant temperature (37 °C) for 1 h. Then, they were frozen in liquid 

N2 and analyzed in a Dewar flask by EPR. Values were normalized to protein 

concentration (A/μg/μL of HepG2 cell proteins). 

Western blotting: 

After treatment, nuclear, membrane and cytosolic extracts were prepared using the 

RIPA buffer. Protein concentrations were determined by the Bio-Rad Assay kit® (Bio-

Rad, Lyon, France). Cell lysate (30 μg of protein) was resolved on an 10% SDS-

polyacrylamide gel and transferred onto nitrocellulose membrane (GE Healthcare, 

USA) and incubated for 1 h 30 min in Tris-buffered saline with Tween (TBST) (10mM 

Tris, pH 8.0, 150mM NaCl, and 0.1% Tween 20) containing 5% Bovine Serum 

Albumin (BSA) at room temperature. The membrane was then incubated overnight at 

4°C with the following primary antibodies at the following dilutions: Anti-nitrotyrosine 

(1:1000) (Millipore, Billerica, MA, USA), iNOS (1:1000) (BD biosciences, San Jose, 

CA, USA). After washing with TBST, the membrane was then incubated for 1 h with 

horseradish peroxidase–conjugated secondary antibody (Amersham Biosciences, 

Piscataway, NJ). The protein–antibody complexes were detected by chemiluminescence 

using the Western Blotting Luminol Reagent plus kit (Santa Cruz Biotechnology, Santa 

Cruz, CA).  To control for sample loading and protein transfer, the membrane was 

stripped and reprobed to detect ȕ-actin. The intensities were quantified by chemi-capt 

5000 Molecular Imaging Software version 12.9 for windows (Vibert Lourmat, Marne-

la-Vallée, France). 
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Total RNA isolation and quantitative real-time PCR analysis: 

Total RNA was isolated from cultured cells using an RNeasy kit (Qiagen, Hilden, 

Germany) following the manufacturer’s recommendations. Concentration of the 

extracted mRNA was determined using a Nanodrop spectrophotometer (Thermo-

Scientific). RNA integrity was determined by a Bio-Analyzer 2100 (Agilent 

Technologies, Waldbronn, Germany). The reverse transcription was performed on 1µg 

total RNA using BD Bioscience kit according to manufacturer’s recommendations 

(Clontech, Palo Alto, CA, USA). Quantitative real-time PCR was performed by iQTM 

SYBR® Green Supermix kit (Bio-Rad) using the CFX96TM Real-Time PCR Detection 

System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). 2µl of cDNA template were used for a 20µl 

final volume reaction mixture. Real-time PCR cycle parameters included 3 min at 95 °C 

followed by 40 cycles involving denaturation at 95 °C for 10 s, annealing and 

elongation at 60 °C for 30s. 

Copies number was determined using a standard curve with known copy numbers for 

each gene. Expression of selected genes was normalized to ȕ-actin gene, used as an 

internal housekeeping control. All the real-time PCR experiments were performed in 

duplicate and data were expressed as the mean of at least four independent experiments. 

Adenine nucleotide measurement: 

Cells were seeded, allowed to attach overnight then treated with either control medium 

containing DMSO or medium containing toxics for 48 h. After treatments, cells were 

harvested by trypsinization, washed with complete medium and centrifuged. The pellet 

was resuspended in PBS. Cell number was determined using Nebauer counting 

chamber. 106 cells were taken for adenylate extraction using chloroform methanol. 

Adenine nucleotides were separated by high-performance liquid chromatography 

(HPLC) on a IonPac AS11 column (Dionex Corp., Sunnyvale, CA, USA). 

Quantification of ATP and ADP was done using standard curve of known 

concentrations. Results are expressed in nmol/106 cells. 

Lactate quantification: 
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Cells were seeded at the density of 106 cells /25 cm2 culture flasks, allowed to attach 

overnight, then the medium was replaced either by control medium or medium 

containing chlordécone or lindane for 24h and 48 h. The L-lactate in the culture medium 

was measured at 24h and 48h by enzymatic method analysis on Cobas Integra 400TM 

automat (Roche diagnostics, Rotkreuz, Switzerland) following the manufacturer’s 

instructions. 

Lipid staining in cells: 

Cells were seeded in 6 well cell culture plates (Costar, USA), allowed to attach 

overnight then treated with either control medium containing DMSO or medium 

containing toxics for 48. After treatment, the cultures were fixed for 15 min with 

formalin (10% v/v in PBS), washed with 60% isopropanol solution and then stained 

with Oil Red for 20 min at room temperature. After staining, cultures were washed 3 

times with distilled water. To solubilize Oil Red fixed, 1mL of isopropanol was added 

in each well and absorbance was read at 500 nm using the Mithras LB940 (Berthold 

Technologies, Thoiry, France). Results are expressed as percentage of absorbance of 

treated cultures to control cultures.  

Statistical analysis: 

Results were expressed as mean ± S.E.M. Significant differences (p < 0.05) within 

treatment groups were determined by one-way ANOVA. 
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Results: 

Cell viability:  

The MTT assay was used to assess the effect of the low concentrations of lindane and 

chlordécone on the viability of HepG2 cells. It was found that neither of the compound, 

at the low concentrations used, compromised cell viability after 24 or 48 h of exposure 

(Figure1).  These results were confirmed using the blue Trypan viability assay (data not 

shown). This indicates that at these low concentrations the cells viability is not 

impaired.  

Cellular respiration: 

Cellular respiration was measured by polarography. Oxygen uptake was normalized to 

protein content of each sample. Results are presented as percentage of Control cells. No 

significant effects could be observed on mitochondrial respiration after 24 hour of 

exposure (data not shown). After 48h of exposure, basal respiration (oxygen 

consumption without any complex inhibitor) was not altered in cells exposed to the two 

organochlorines (Figure 2A).  

Compared to unexposed cells, uncoupled respiration (oxygen consumption after the 

inhibition of complex V) was not altered after 48h exposure to chlordécone. However, 

lindane exposure reduced significantly (60%) uncoupled respiration (Figure 2B). 

Maximal respiratory capacity (oxygen consumption after mitochondrial potential 

dissipation) was reduced by 30% after 48h exposure to chlordécone. On the other hand, 

48h exposure to lindane enhanced by 24% the maximal respiratory capacity (Figure 

2C).  

The inhibition of NO pathway by L-nitro Arginine (L-NA) restored lindane effect on 

mitochondrial respiration with value comparable to control cells (with or without L-

NA). However, the inhibition of NO pathway in cells exposed to chlordécone decreased 

routine respiration, and increased both uncoupling respiration and maximal respiratory 

capacity. Our results suggest possible involvement of NO in the observed effect of 

chlordécone / lindane on mitochondrial respiration. 
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ETC activity:  

ETC enzymatic activity was measured by spectrophotometry. Results are expressed as 

percentage to control cells. Cells exposed to chlordécone showed a decrease of the 

activity of complex II (Figure 3) while the activity of the other complexes of the 

mitochondrial ETC remained unchanged (figure 3). Exposure to lindane increased 

complex I activity (A) but had no remarkable effect on the activity of the other 

complexes of the ETC (Figure 3). 

Free radicals: 

Aiming to explore the effect of exposure to low concentration of chlordécone and 

lindane on oxidative and nitrosative stresses in HepG2 cell line, O2
- and NO were 

quantified using the EPR and spin-trapping method. Under the experimental conditions 

used, exposure to both organochlorines had no effect on O2
- production compared to 

control cells after 24 or 48h (Figure 4A).  

Neither chlordécone nor lindane did affect NO release of HepG2 cells after 24 hours of 

exposure. However, after 48 hours, cells exposed to chlordécone showed an increase of 

more than 100% in NO release compared to unexposed cell.  Cell exposed to lindane 

showed a significant but lower increase of NO release (19%) (Figure 4 B). 

Western Blot: 

Western blot analysis was used in order to quantify iNOS expression and tyrosine 

nitration. Results are normalized to ȕ-Actine expression and expressed in arbitrary 

unites (AU). 

Both chlordécone and lindane exposure induced an increase of iNOS expression and 

protein nitration in HepG2 cells compared to unexposed cells. The increase of iNOS 

expression and tyrosine nitration induced by chlordécone exposure was more important 

compared to the one induced by lindane exposure. 

Gene expression: 



94 
 

RTqPCR was used to quantify mRNA level of genes implicated in nucleo-

mitochondrial cross-talk and cellular energetic metabolism. Results are presented as 

fold to control of the transcript ratio with reference to β-actin.  

PGC1α (Peroxisome proliferator-activated receptor Gamma Coactivator 1-alpha): 

chlordécone exposure induced an overexpression of PGC1α compared to unexposed 

cells. This expression trends to increase after 24h exposure and increased significantly 

after 48h and 72h (3.23fold, 2.13 fold respectively) (Figure 5). In parallel, lindane 

exposure also induced an overexpression of PGC1. However, this overexpression was 

more important and earlier compared with that induced by chlordécone exposure. 

PGC1α expression was drastically increased after 24h exposure (3.95 fold). It decreased 

after 48h and 72h of lindane exposure but remained higher compared to unexposed cells 

(1.8 fold, 1,7 fold respectively) (Figure 5). 

PRC (PGC-1-related Coactivator): chlordécone exposure increased expression level of 

PRC gene at 24h. After 48h of chlordécone exposure, PRC expression was significally 

upregulated (3.23 fold) compared to unexposed cells. Expression level of PRC gene 

decreased after 72h of chlordécone exposure to reach comparable level to unexposed 

cell. In parallel, lindane exposure also induced an over expression of PRC. However, 

this overexpression was more important and earlier compared with that induced by 

chlordécone exposure. PRC expression was drastically increased after 24h exposure 

(3.35 fold). It decreased after 48h and 72h of lindane exposure but remained higher 

compared to unexposed cells (1.6 fold, 2.08 fold respectively) (Figure 5). 

TFAM  (Transcription factor A, mitochondrial): chlordécone exposure had no impact 

on TFAM expression level at 24h compared to unexposed cells. However, TFAM 

expression level increased at 48 h (1.5 fold) and 72 h (1.7 fold) as seen in Figure 5C. In 

the case of lindane exposed cells, TFAM expression level was strongly increased 

compared to unexposed cells at 24 hours exposure (2.4 fold). Its expression decreased 

after 48h and 72h exposure but remained higher compared to unexposed cells (1.3 fold 

and 1.4 fold respectively) (Figure 5 C). 

 NRF1 (Nuclear respiratory factor 1): Compared to unexposed cells, chlordécone 

exposure induced an over expression of NRF1 after 24h (1.6 fold). This expression 
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decreased and reached a comparable level to unexposed cells after 48h and 72h (Figure 

5B). In a comparable way, lindane exposure induced an over expression of NRF1 after 

24h (3.6 fold). Its expression decreased at 48h but remained higher compared to 

unexposed cells (1.3 fold). After 72h of lindane exposure, NRF1 reached a comparable 

expression level to unexposed cells (Figure 5B). 

TFB2M (Mitochondrial transcription factors B2) : 

 chlordécone exposure had no impact on TFB2M expression level at 24h compared to 

unexposed cells. However, TFB2M expression level trends to increase at 48 h (1.5 fold) 

and 72 h (1.3 fold) as seen in Figure 5B and 5C. In the case of lindane exposed cells, 

TFB2M expression level was strongly increased compared to unexposed cells at 24 

hours exposure (2.8 fold). Its expression decreased after 48h and 72h exposure but 

remained higher compared to unexposed cells (1.4 fold and 1.5 fold respectively) 

(Figure 5). 

DAP3 (Death Associated Protein 3): 

chlordécone exposure had no impact on DAP3 expression level at 24h compared to 

unexposed cells. However, DAP3 expression level was increased at 48 h (1.4 fold) and 

72 h (1.3 fold) as seen in Figure 5. In the case of lindane exposed cells, DAP3 

expression level was slightly increased compared to unexposed cells at 24 hours 

exposure (1.82 fold). Its expression decreased after 48h and 72h exposure but remained 

higher compared to unexposed cells (1.5 fold and 1.4 fold respectively) (Figure 5). 

ERR-α (Estrogen-related receptor alpha): chlordécone exposure decreased significally 

the expression level of ERRα after 24h exposure compared to unexposed cells (0.2 

fold). However, after 48 and 72h of chlordécone exposure, ERRα reached a comparable 

expression level to unexposed cell. Lindane exposure had no significant effect on ERRα 

expression level at 24 and 48h. Its expression level increased after 72h of lindane 

exposure (1.7 fold). 

ATP Synth (ATP Synthase): chlordécone exposure trends to decrease expression level 

of ATP synth after 24h (0.59 fold). However, after 48 and 72h, chlordécone exposure 

increased the expression level of ATP Synth (1.43 fold, 1.49 fold respectively). Lindane 
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exposure trends stimulated ATP Synth expression level compared to unexposed cell 

after 24, 48 and 72h (1.31 fold, 1.26 fold and 1.36 fold respectively). 

Energy metabolism: 

In order to assess the repercussion of disruptions induced on mitochondrial respiration 

by organochlorine exposure, cellular ATP concentration was measured using HPLC. 

Results showed that 48 h exposure to chlordécone or lindane induced a strong increase 

(almost 2 and 3 fold, respectively) in cellular ATP levels (Figure 6 A). In the same 

conditions ADP concentration remained unchanged. Lactate level in culture medium 

was thus measured in order to estimate the contribution of anaerobic energy metabolism 

in cells after exposure to plasmatic concentrations of organochlorines. Results showed 

that after 24 h of exposure cell did not exhibit any change in L-lactate level in medium 

compared to control cells. However both organochlorines induced a significant decrease 

of lactate level after 48h of exposure compared to unexposed cells (Figure 6B). 

Intra cellular lipids accumulation: 

As pathophysiological end point, we measured intracellular lipid accumulation in 

HepG2 cells after exposure to plasmatic concentration of chlordécone/lindane. 

Intracellular lipid were measured by Oil Red staining and results are expressed as 

percentage to control. 

While chlordécone exposure induced a slight increase of intracellular lipid after 24h, 

there was no significant difference between cells exposed to lindane and unexposed 

cells. Both chlordécone and lindane exposure had no effect on lipid accumulation after 

48h compared to unexposed cells. However Both chlordécone and lindane exposure 

induced a slight but significant increase in lipid content of HepG2 cells after 72h 

exposure. 
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Discussion: 

Previous studies about chlordécone and lindane toxicity have used doses much higher 

than those that can be found in environment or plasma blood of people living in the 

contaminated area, and have not assessed effects on mitochondria and/or nucleo-

mitochondrial cross-talk (Dehn et al., 2005; Zucchini-Pascal et al., 2011). Here, we 

have used concentration found in plasma of exposed people (16 pM for chlordécone, 50 

nM for lindane) (Krauthacker et al., 1980; Drummond et al., 1988; Mariscal-Arcas et 

al., 2010), and our data clearly demonstrated that plasmatic concentrations of 

chlordécone, lindane are able to impair mitochondrial function and regulation with an 

impact on cellular energetic metabolism and lipid accumulation without compromising 

HepG2 cell viability. 

The impact of the organochlorines on mitochondrial respiration is likely due to 

perturbations of the ETC. Indeed, cell exposure to chlordécone induced a decrease of 

the complex II activity. A comparable effect has been observed in estuarine bacteria for 

which inhibition of complex II was associated to a reduction of oxygen uptake 

(Mahaffey et al., 1982). In contrast to chlordécone exposure, lindane exposure induced 

an increase of complex I.  Complexes I and II are the main entry of electrons in the 

mitochondrial ETC. We suggest that the decrease of the complex II activity participate 

in part in the decrease of the maximal respiratory capacity of cells exposed to 

chlordécone. In the same way, the increase of complex I activity may explain the 

increase of the maximal respiratory capacity of cells which were exposed to lindane. 

Comparable effects on maximal respiratory capacity were observed in vitro on rat liver 

isolated mitochondria (Gopalaswamy and Aiyar, 1984). 

chlordécone and lindane are described in literature as having the ability to stimulate 

reactive oxygen species release (Ledirac et al., 2005; Piskac-Collier and Smith, 2009; 

Zucchini-Pascal et al., 2011). This effect is mainly associated to a decrease of the 

activity of anti-oxidant enzymes, namely superoxide dismutase and catalase (Singh and 

Sharma, 2011). However, the concentrations that were used in these studies are much 

higher than in the present work (micromolar level). The fact that we did not find any 

difference in the production of superoxide anion in our experimental conditions can 

likely be due to the formation of peroxynitrite. Indeed as that has been described in our 
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results, exposure to chlordécone/ lindane increased protein nitration. These results 

suggest an increase of ONOO- formation which may explain the absence of difference 

in O2
- release.  

Both chlordécone and lindane exposure led to an increase in NO release in HepG2 cells. 

Increased production of NO after exposure to both organochlorines can be explained by 

their ability to increase the expression of the inducible isoform of NO-synthase (iNOS). 

We observed that both chlordécone and lindane exposure led to an increase of iNOS 

expression. Interestingly, another organochlorine (endosulfan) was shown to induce the 

overexpression of iNOS associated to a strong NO release (Bernabò et al., 2008). NO 

release induced by chlordécone exposure was higher than in the case of lindane 

exposure, which is likely related to a stronger induction of iNOS triggered by 

chlordécone. It is well established that NO plays an important role in mitochondrial 

function and regulation (Gao, 2010). Depending on its concentration, NO stimulates 

mitochondrial biogenesis when present at low concentrations. This effect has been 

demonstrated in different cell types (Nisoli et al., 2003; Carew et al., 2004). However, 

when present in high amount, NO inhibits mitochondrial respiration through its 

derivative peroxynitrite (ONOO-) (Gao, 2010). Therefore, we suggest that NO may 

plays a crucial role in the observed differential effects of chlordécone and lindane on 

mitochondrial respiration. Indeed, when NO pathway was inhibited by the addition of 

L-NA, chlordécone and lindane effects on mitochondrial respiration disappeared. 

Moreover, chlordécone induced a dramatic increase of NO release which conducted to 

the increase of ONOO- and mitochondrial protein tyrosine nitration. It is well known 

that mitochondrial protein tyrosine nitration reduces mitochondrial function and 

respiration (Castro et al., 2011; Kassab and Piwowar, 2012). In our results, we suggest 

that protein nitration impaired ETC complexes function and leads to decreased 

mitochondrial respiratory chain activity, mainly complex II after chlordécone exposure. 

On the other hand, the slight NO release resulting from lindane exposure was found to 

induce the activation of mitochondrial biogenesis genes namely PGC1α, PRC, NRF1, 

DAP3.  It has been well established that NO when present in slight concentration 

induces mitochondrial biogenesis via cGMP pathway and activation of PGC1α (Nisoli 

et al., 2003; Gao, 2010). Our results thus suggest that the slight increase in NO release 
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after lindane exposure leads to mitochondrial biogenesis, which explains in turn the 

increase of maximal respiratory capacity. 

This study revealed that exposure to low concentrations of the organochlorines 

chlordécone and lindane alters the expression of key mitochondrial biogenesis 

regulators genes: PGC1α, PRC, ERRα, DAP3, NRF1 and TFAM, as well as other genes 

implicated in cell energy metabolism (ATP synthase). The effects were variable 

according to the compound and duration of exposure, but the expression level for the 

three genes was always higher, with likely consequences on mitochondrial respiration 

and cellular metabolism. Moreover, besides regulating mitochondrial function, these 

genes are also implicated in other cellular process. PGC1α, PRC and ERRα are 

transcriptional coactivators that regulate genes involved in the physiopathology of 

several diseases. They provide a direct link between external physiological stimuli and 

the regulation of mitochondrial biogenesis. PGC-1α has also been implicated in the 

pathogenic conditions including obesity, type 2 diabetes, neurodegenerative diseases, 

and cardiomyopathy (Finck, 2006; Liu and Lin, 2011; Pooya et al., 2012). Indeed high 

levels of PGC1α mRNA were found in liver of rodent model of type 2 diabetes; this 

was likely due to hepatic insulin resistance. Modulating PGC1α activity in the liver has 

important implication for systemic glucose homeostasis (Lin et al., 2005). NRF1 

functions as a transcription factor activating the expression of key metabolic genes 

regulating cellular growth and nuclear genes required for mitochondrial respiration 

(Scarpulla, 2008). The NRF1 protein is also important for the up regulation of 

antioxidant and xenobiotic-metabolizing enzymes (Biswas and Chan, 2010). A recent 

study showed that prolonged overexpression of the transcription factor NRF1 triggers 

adipocyte inflammation and insulin resistance (van Tienen et al., 2010).  Moreover, 

NRF-1 is a potent stimulator of the expression of TFAM which is a potent stimulator of 

the duplication of mitochondrial DNA. Indeed, TFAM is the ultimate gene in 

mitochondrial biogenesis pathway induced by PGC1α (Choi et al., 2004; Viña et al., 

2009). The persistent overexpression of these genes suggests that exposure to plasmatic 

concentration of chlordécone, lindane led to a prolonged mitochondrial stress with the 

observed consequences on cell energy metabolism and lipid accumulation. In fact, at the 

metabolic level, cells exposed to the two organochlorines displayed an increase in their 

intracellular ATP/ADP ratio associated with a decrease in lactate concentration in the 
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medium. Such results indicate that both organochlorines shifted cellular energetic 

metabolism from an anaerobic to a more oxidative metabolism and an increase, albeit 

modest, in intracellular lipid accumulation.  

As previously highlighted, exposure to organochlorines is positively correlated with the 

metabolic syndrome and development of insulin resistance (Lim et al., 2010; Lee et al., 

2011). In addition, mitochondrial dysfunctions were observed in the metabolic 

syndrome (Lee, 2011). Here, we have shown that exposure to low concentration of 

chlordécone and lindane is able to induce mitochondrial stress. chlordécone and lindane 

exposure induced also a slight but significant increase of intracellular lipid in HepG2 

cell. Recent studies suggest that lipid accumulation, together with mitochondrial 

dysfunction potentiate hepatic insulin resistance and may cause steatohepatitis (Longato 

et al., 2012; Machado et al., 2012). Our results are in line with the hypothesis that 

exposure to organochlorines is a risk factor for insulin resistance and cancer in a manner 

that involve mitochondrial regulation and nitrosative stress.  In line with this study, we 

have recently reported that chlordécone and lindane promote angiogeneisis via estrogen 

receptor alpha activation that may potentiate the occurrence of cancer (Clere et al. 

2012). 

This in vitro study has clearly highlighted the consequences of exposure of cells to low 

concentrations of organochlorines that can be found in the plasma of populations 

exposed in polluted areas. Although chlordécone and lindane belong to same 

organochlorines family, their effects on mitochondrial function and biogenesis were not 

identical, which suggests they do not act through the same mechanism. Cellular 

bioenergetics and mitochondrial biogenesis were found to be impacted by the 

compounds, forcing cells to modify their metabolism to cope with the longue exposure 

to pollutants. It will be therefore of primary interest to explore the effects of such 

chronic exposure to low concentration of organochlorine on mitochondrial functions in 

animal models to better understand the links with different disorders associated with 

their exposure (tumerogenesis, metabolic syndrome, Parkinson disease). In another 

hand, this data highlighted the hypersensitivity of mitochondria to xenobiotic exposure. 

Undeniably, we suggest the use of mitochondrial stress assessment as a toxicological 

tool in evaluating effects of relatively low concentrations of xenobiotics. Where 
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classical tool of toxicology are unable to detect changes after exposure, it turned out that 

cells expressed a marked mitochondrial stress. Because of its central position in cell 

metabolism and regulation, the functional analysis of the mitochondrial network appears 

as a powerful tool not only in xenobiotics effects assessment but also in drug 

development process. 
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Figures: 

 

 

Figure 6: Cell viability.  

 Effect of chlordecone, lindane exposure on HepG2 cell viability tested by MTT. 

 A: 24h exposure, B: 48h exposure. Results are presented as percentage of the control. 
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Figure 7: Cellular respiration. 

 A) Routine respiration oxygen consumption at the basal state. B) Decoupled 
respiration, oxygen consumption after inhibition of complex V by Oligomycine. C) 
Maximal respiratory capacity, oxygen consumption after membrane potential 
dissipation by stepwise addition of FCCP. 

 *p<0.05 vs Ctrl -LNA, *** p<0.001 vs Ctrl –LNA, $ p<0.05 vs chlordécone –LNA, 
$$$ p<0.001 vs chlordécone –LNA, ¤¤¤ p<0.001 vs Ctrl +LNA, £ p<0.05 vs lindane –
LNA. 
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Figure 8  Enzymatic electron transport chain complex activities.   

Effects of chlordecone, lindane exposure on electron transport chain enzymatic activity. 

Depending on the complex analyzed, the kinetic of appearance or disappearance of 

product was monitored. Results are expressed as percentage of the control (unexposed 

cells). * p < 0.05 vs control. 
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Figure 9: Free radical release.  

A) Nitric oxide (NO) release measured by the spin trapping technique with EPR spectra 
analysis. The amplitude of the specific spectra to NO is normalized by protein 
concentration of sample. Results are expressed as percentage of the control. * p< 0,05 vs 
control, *** p< 0,001 vs control. 

 B) Superoxide anion release measured by the spin trapping technique with EPR spectra 
analysis. The amplitude of the specific spectra to NO is normalized by protein 
concentration of sample. Results are expressed as percentage of the control. 
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Figure 5:  nitrosative stress. 

A) Tyrosine nitration western blot quantification, results are normalized to beta actin 
expression; ** p<0.01, *** p<0.001 

B) iNOS expression after chlordécone/ lindane exposure western blot quantification. 
Results are normalized to beta actin expression. * p<0.05, ** p<0.01. 
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Figure 10:  nucleo-mitochondrial cross-talk gene expression.  

A) 24h exposure effects on mRNA level of nucleo-mitochondrial cross-talk genes. 
Results are normalized to beta actin mRNA level and expressed as fold expression to 
control. * p<0.05 vs control, ** p<0.01 vs Ctrl.   

B) 48h exposure effects on mRNA level of nucleo-mitochondrial cross-talk genes. 
Results are normalized to beta actin mRNA level and expressed asfold expression to 
control.* p<0.05 vs control. 

C) 72h exposure effects on mRNA level of nucleo-mitochondrial cross-talk genes. 

Results are normalized to beta actin mRNA level and expressed as fold expression to 

control. * p< 0.05 vs control. 
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Figure 7: Energetic metabolism.  

Effects of chlordecone, lindane exposure on cellular ATP/ADP concentration and 
lactate level in culture medium. 

A) Cellular ATP/ ADP concentration. * p<0.05 vs control. 

B) L-Lactate level in the medium ** p<0.01 vs control. *** p<0.001 vs control.  
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Figure 8: Intracellular lipid accumulation: 

A) Effect of chlordecone/lindane exposure on intracellular lipid accumulation in HepG2 

cells. Results of Oil red staining and solubilization (A500) are expressed as percentage of 

the control. * p<0.05,  ** p<0.01. 

B) Images of HepG2 cell after Oil Red intracellular lipid staining, 400X.   
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IV.  Discussion et perspectives 
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A. Discussion : 

Les polluants environnementaux persistants (pesticides, métaux lourds...) et les 

contaminants alimentaires constituent un sérieux problème de santé publique, ils sont à 

l'origine de divers troubles dans différents organes et fonctions physiologiques, troubles 

assez mineurs comme la dysfonction intestinale, mais également des troubles plus 

graves comme des atteintes neurodégénératives, des atteintes prolifératives, des troubles 

hormonaux, des troubles de la reproduction et même des processus malformatifs 

(Multigner et al. 2010; Lim et al. 2010; Lee et al. 2011). Notre étude in vitro a été 

menée avec des faibles concentrations de toxiques, concentrations correspondant aux 

concentrations plasmatiques moyennes des populations exposées reflétant l'exposition 

moyenne de tous les individus. Cette étude, menée sur un modèle cellulaire hépatique, a 

montré que l'exposition de ces cellules à de faibles concentrations d’organochlorés 

(lindane et chlordécone) avait un impact sur la régulation et la fonction mitochondriale, 

provoquant un stress mitochondrial.  

Dans les conditions expérimentales de notre travail, sur les cellules HepG2 et dans des 

temps de culture courts de 48 heures maximum, les faibles concentrations de lidane ou 

chlordécone utilisées ne nous ont pas permis d'observer d'effet sur la viabilité cellulaire. 

Ce résultat est à mettre en relation avec le travail de Dehn qui montre qu'une exposition 

de 48h à une concentration de chlordécone supérieure à 50µM est nécessaire pour 

induire 50 % de mortalité sur les cellules HepG2 (Dehn et al. 2005). Quant au lindane, 

des études faites sur la lignée cellulaire CHO montrent que l’IC50 est de β50 µε 

(Kmetic et al. 2009). Les concentrations utilisées pour la réalisation de notre étude sont 

largement inférieures à ces concentrations, ce qui pourrait expliquer l’absence d’effets 

sur la viabilité cellulaire, tant sur la croissance cellulaire que sur une éventuelle 

apoptose. Cette absence d’effets sur le paramètre "viabilité cellulaire", un des 

principaux paramètres analysés en toxicologie in vitro, n’exclut pas des effets sur 

d’autres paramètres cellulaires, tout particulièrement la respiration mitochondriale et le 

métabolisme énergétique.  

δes résultats de notre étude montrent que l’exposition des cellules HepGβ aux faibles 

concentrations de chlordécone réduit la capacité respiratoire mitochondriale maximale 
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et n’a pas d’effet sur la respiration non couplée à la synthèse d’ATP, tandis que 

l’exposition aux faibles concentrations de lindane augmente la capacité maximale 

respiratoire et réduit la respiration non couplée à la synthèse d’ATP dans les temps 

courts étudiés (24 et 48 heures). Bien que chlordécone et lindane appartiennent à une 

même famille chimique, celle des organochlorés, leurs effets sur la fonction et la 

biogenèse mitochondriale ne sont pas strictement identiques, comme nous avons pu le 

démontrer dans notre travail. Cette différence d’effets suggère que ces deux 

organochlorés n'agissent pas par le même mécanisme (ça restera à prouver). Il y a peu 

de données sur l’effet de l’exposition à ces deux organochlorés sur la respiration 

mitochondriale. Une étude faite sur des mitochondries isolées à partir de foie de rat 

montre que l’exposition au chlordécone entraine des altérations de l’ultra-structure 

mitochondriale avec des conséquences sur son fonctionnement engendrant une 

augmentation de la respiration à l'état IV et une réduction de la respiration à l'état III 

(Soileau et Moreland 1983). Les concentrations utilisées dans cette étude sont de 2 à 

100 µM, soit bien supérieures à celles de notre étude. La concentration la plus élevée 

que nous ayons utilisée, correspondant à celle rencontrée au niveau environnemental, 

est de 50 nM pour le chlordécone. Ceci explique très probablement la différence de nos 

résultats par rapport à ceux de la littérature scientifique. Dans une autre étude, les effets 

de l’exposition au lindane sur des mitochondries isolées de foie de rat montrent une 

altération de leur structure, les rendant plus larges avec des conséquences sur le 

métabolisme oxydatif, notamment une augmentation de la respiration mitochondriale 

aux concentrations de 25 et 50 nM (Gopalaswamy et Aiyar 1984). Les résultats de notre 

étude avec les expositions de lindane ne sont pas contradictoires avec ces résultats. 

δe monoxyde d’azote joue un rôle important dans les effets observés sur la respiration 

mitochondriale. δ’inhibition de la voie de la signalisation par la L-nitro-argenine induit 

la disparation des effets de l’exposition au lindane sur la respiration mitochondriale des 

cellules. δe rôle du monoxyde d’azote dans la régulation de la fonction mitochondriale a 

été largement démontré. Plusieurs études montrent qu’il peut à la fois être stimulateur 

de la fonction métabolique et de la biogenèse mitochondriale (Carew et al. 2004; Brown 

1999; Clementi et Nisoli 2005; Carew et al. 2004) et être inhibiteur de la chaîne de 

transport d’électrons. Cette inhibition peut être réversible lorsque le monoxyde d’azote 

se lie au complexe IV de la chaîne respiratoire, ou bien irréversible lorsqu'elle est 
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induite par la nitration des protéines des différents complexes de la chaîne respiratoire, 

par action de son dérivé, le peroxynitrite (Brown 2007). 

Nous suggérons, à travers nos résultats, que la différence d'effets de l’exposition aux 

deux organochlorés sur la respiration mitochondriale serait due à la différence de 

production de monoxyde d'azote induite à la suite de l’exposition à chacune des deux 

molécules. En effet, l’exposition des cellules HepGβ aux faibles concentrations de 

chlordécone conduit à une activation de l’isoforme inductible de la NO synthase, plus 

importante que celle induite par l’exposition aux faibles concentrations de lindane. Cela 

explique la plus forte production de monoxyde d’azote dans les cellules exposées aux 

faibles concentrations de chlordécone par rapport à celles exposées au lindane ou aux 

cellules contrôles. δa forte production de monoxyde d’azote induite par l’activation de 

la iNOS conduit à la formation de peroxynitrite mis en évidence, dans nos résultats, par 

la mise en évidence de protéines nitrées en Western Blot. Le peroxynitrite formé 

provoque une nitration des protéines des complexes de la chaîne respiratoire, ce qui 

explique la diminution de la capacité respiratoire maximale des cellules exposées aux 

faibles concentrations de chlordécone. Par ailleurs, dans les cellules exposées aux 

faibles concentrations de lindane, la faible production de monoxyde d’azote produite par 

une plus faible activation de la iNOS entrainerait une biogenèse mitochondriale via 

l’activation des principaux facteurs de biogenèse mitochondriale, à savoir les facteurs de 

transcription cellulaires (PRC, PGC1α, NRF1), les facteurs de transcription 

mitochondriaux (TFAM, TFB2M) ainsi, probablement, que d’autres gènes impliqués 

dans la biogenèse mitochondriale tels que DAP3 (H.-R. Kim et al. 2007). Cette voie 

d’activation de la biogénèse mitochondriale est bien documentée. En effet, plusieurs 

études démontrent l’implication du NO dans l’induction de cette voie de signalisation 

dans plusieurs lignées cellulaires (Clementi et Nisoli 2005; Nisoli et Carruba 2006). 

Le chlordécone et le lindane sont décrits, dans la littérature scientifique, comme des 

composés ayant la capacité d’induire une production de radicaux libres (Ledirac et al. 

2005; Piskac-Collier et Smith 2009; Zucchini-Pascal et al. 2011). Cet effet est 

principalement associé à une diminution de l'activité du système de défense cellulaire 

des enzymes anti-oxydantes,  à savoir la superoxyde dismutase et la catalase (Singh et 

Sharma, 2011). Cependant, les concentrations utilisées dans ces études sont beaucoup 

plus élevées que celles utilisées dans notre propre étude. Elles sont de l'ordre de 25µM 



130 
 

pour la plus faible, à 150 µM pour la plus élevée. Le fait que nous n'ayons pas observé 

de différence dans la production d'anion superoxyde dans nos conditions expérimentales 

peut être du à son épuisement dans le processus de formation de peroxynitrite. En effet, 

comme cela a été décrit dans nos résultats, l'exposition à de faibles concentrations de 

chlordécone et de lindane augmente la nitration des protéines. Ces résultats suggèrent 

une augmentation de la formation de peroxynitrite, nécessitant l’anion superoxyde lors 

de sa formation. 

 Le métabolisme énergétique cellulaire ainsi que la régulation de la biogenèse 

mitochondriale ont été particulièrement affectés à la suite de l’exposition à ces deux 

composés organochlorés. δa production d’ATP s’est vue augmentée et a été 

accompagnée d'une réduction de la libération de lactate dans le milieu. Ces deux 

données combinées indiquent que les cellules ont orienté leur métabolisme énergétique 

vers un métabolisme plus oxydatif. Des études récentes ont démontré que l’exposition 

au lindane augmente la production de triglycérides (Hfaiedh, Murat, et Elfeki 2012). La 

synthèse de triglycérides étant un processus consommateur d’énergie peut expliquer, au 

moins en partie, l’augmentation de la production d’ATP. Cette hypothèse est confortée 

par l'observation d'une augmentation des lipides intracellulaires dans les cellules HepG2 

à la suite de leur exposition aux deux organochlorés. Afin de répondre à cette 

augmentation de la demande énergétique cellulaire, à la suite de l’exposition aux 

organochlorés, les cellules vont activer la voie de biogenèse mitochondriale. En effet, 

comme on a pu le voir dans nos résultats, l'exposition aux faibles concentrations 

d’organochlorés modifie l'expression des gènes des principaux régulateurs de la 

biogenèse mitochondriale, à savoir PGC1α, PRC, ERRα, DAPγ, NRF1 TFB2Mb et 

TFAM, ainsi d'ailleurs, que d'autres gènes impliqués dans le métabolisme énergétique 

cellulaire (ATP synthase). Les effets sont variables selon le composé et la durée de 

l'exposition, mais le niveau d'expression pour les trois gènes est toujours plus élevé que 

dans les cellules témoins, avec des conséquences probables sur la respiration 

mitochondriale et le métabolisme cellulaire.  

Par ailleurs, outre la régulation de la fonction mitochondriale, ces gènes sont également 

impliqués dans d’autres processus cellulaires. PGC1α, PRC et ERRα sont des 

coactivateurs transcriptionnels régulant l’expression de plusieurs gènes et impliqués 

dans la physiopathologie de plusieurs maladies, telles que le syndrome métabolique, le 
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diabète de type 2 (Muoio et Koves 2007), certains troubles neuro-dégénératifs 

(Spiegelman 2007). Ces facteurs de transcription fournissent un lien direct entre les 

stimuli externes et la régulation des voies de signalisation amenant les cellules à une 

adaptation à leur environnement. δ’altération de l’expression de PGC-1α, surexpression 

comme sous-expression, est impliquée dans diverses conditions physiopathologiques, 

dont la surcharge lipidique et l'obésité, le diabète type 2, les maladies 

neurodégénératives et certaines cardiomyopathies (Finck, 2006; Liu et Lin, 2011; Pooya 

et al, 2012). En effet, des niveaux élevés d'ARNm de PGC1α ont été trouvés dans les 

cellules hépatiques d'un modèle rongeur de diabète de type 2, ce qui était probablement 

à l’origine de l’activation des voies de néoglucogenèse et de l’augmentation du niveau 

de glucose sanguin conduisant à l'insulino-résistance hépatique (Yoon et al. 2001). La 

modulation de l'activité PGC1α, dans le foie, a des répercutions importantes sur 

l'homéostasie du glucose systémique (Lin et al., 2005).  

Dans la cascade de gènes activés dans la voie de signalisation de PGC1α se trouve 

NRF1.  NRF1 fonctionne comme un facteur de transcription activant l'expression de 

certains gènes clés du métabolisme et de la régulation de la prolifération cellulaire ainsi 

que des gènes nucléaires nécessaires pour la respiration mitochondriale (Scarpulla, 

2008). La protéine NRF1 est également importante pour la régulation des enzymes 

antioxydantes et celles métabolisant les xénobiotiques (Biswas et Chan, 2010). Une 

étude récente a montré que la surexpression prolongée du facteur de transcription NRF1 

induit une inflammation et une insulino-résistance au niveau des adipocytes (van Tienen 

et al., 2010). Durant le processus de biogenèse mitochondriale, NRF1 active 

l'expression de TFAM qui stimule la duplication de l'ADN mitochondrial, TFAM le 

facteur régulateur ultime dans la voie de la biogenèse mitochondriale induite par PGC1α 

(Choi et al, 2004; Viña et al, 2009).  

δes régulations faites via l’expression de ces différents gènes sont tissu-spécifiques. Le 

contrôle des voies métaboliques, en réponse aux stimuli environnementaux, se fait à 

différents niveaux (Puigserver 2005). PGC1α, par exemple, est activé par des signaux 

contrôlant la demande énergétique et l'homéostasie des apports énergétiques cellulaires. 

Au niveau du tissu adipeux, PGC1α induit et coordonne l'expression des gènes 

stimulant la biogenèse mitochondriale et le processus de thermogenèse. Au niveau 

hépatique, il contrôle les voies métaboliques liées à la réponse au jeûne. PGC-1α active 
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l'expression des gènes par interaction spécifique avec des facteurs de transcription qui 

se lient aux promoteurs des gènes impliqués dans les régulations métaboliques. Ces 

facteurs de transcription peuvent être ubiquitaires comme NRF1 & NRF2, ou tissu-

spécifiques tels que PPARį (dans le tissu adipeux brun), le "Facteur Nucléaire 

Hépatocytaire" HNF4 (dans le foie et le pancréas) et le "Muscle Enhancer Factor" 

MEF2s dans le tissu musculaire. 

La surexpression persistante de ces gènes suggère que l'exposition aux faibles 

concentrations plasmatiques de chlordécone ou lindane conduit à un stress 

mitochondrial prolongé avec des conséquences observées sur le métabolisme 

énergétique cellulaire et l'accumulation de lipides dans les cellules. Au niveau 

métabolique, les cellules exposées aux deux composés organochlorés affichent une 

augmentation de leur niveau intracellulaire d’ATP associé à une diminution de la 

concentration de lactate dans le milieu. Ces résultats indiquent que les deux composés 

organochlorés conduisent les cellules à décaler leur métabolisme énergétique vers un 

métabolisme oxydatif plus efficace en matière de conversion énergétique. La diminution 

du taux de lactate dans le milieu de culture est un indicateur de la diminution de la voie 

anaérobie dans la production énergétique. Cette augmentation du métabolisme oxydatif 

produisant une augmentation de l’ATP intracellulaire, serait corrélée à l'accumulation 

des lipides intracellulaires. δ’exposition des cellules HepGβ aux deux organochlorés a 

conduit une augmentation significative des lipides intracellulaires. La synthèse de ces 

lipides intracellulaires est un processus nécessitant de l’énergie, ce qui favorise une 

augmentation du métabolisme oxydatif et se traduit par l’augmentation de l’ATP 

intracellulaire. 

L'exposition aux composés organochlorés est positivement corrélée avec le 

développement d'un syndrome métabolique et d'une insulino-résistance (Lim et al, 

2010; Lee et al, 2011). Par ailleurs, des dysfonctionnements mitochondriaux ont été 

observés dans le syndrome métabolique (Lee, 2011). Ici, nous montrons que l'exposition 

à de faibles doses de chlordécone et de lindane est capable d'induire un stress 

mitochondrial. Cette exposition induit également une augmentation légère, mais 

significative, de lipides intracellulaires dans les cellules HepG2. Il est vrai que notre 

travail a porté sur des expositions à de faibles doses d'organochlorés, pendant un temps 

court de 72 heures maximum. Des études récentes suggèrent que l'accumulation de 
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lipides, avec une dysfonction mitochondriale potentialise la résistance hépatique à 

l'insuline et peut causer une stéatose hépatique (Longato et al, 2012; Machado et al, 

2012). Nos résultats sont cohérents avec l'hypothèse que l'exposition aux composés 

organochlorés est un facteur de risque du développement de l’insulino-résistance, de 

diabète de type 2, ainsi que de surcharges lipidiques, associant régulation 

mitochondriale et stress nitrosant. 

 

B. Conclusion et perspectives : 

εême si l’implication des dysfonctionnements mitochondriaux dans les processus 

pathologiques tels que l’insulino-résistance (Ritov et al. 2010), le cancer ou les maladies 

neurodégenératives (Manczak et al. 2006), est de plus en plus confirmée par les études 

épidémiologiques, il n’en demeure pas moins que la genèse de ces derniers reste un 

processus complexe et multifactoriel. En effet, il existe plusieurs facteurs de risques de 

développement de ces pathologies dont certains sont intrinsèques à l’individu, tels que 

le fond génétique ou les antécédents familiaux. Par exemple, un rapport récent de 

l’agence de santé canadienne met le point sur l’importance du facteur génétique et de la 

susceptibilité de développer ces pathologies, notamment le diabète de type 2 et les 

pathologies de surcharge (Gouvernement du Canada 1999). De nombreuses études 

génétiques ont permis d'identifier des gènes impliqués dans ces pathologies 

multifactorielles. Plusieurs loci constituent, de la sorte, des marqueurs génétiques du 

diabète de type 2 (Sladek et al. 2007). Dans ces pathologies multifactorielles, les 

facteurs extrinsèques à l’individu, tels que l’environnement et le mode de vie jouent un 

rôle aussi important que les facteurs intrinsèques. Il n'en est pour preuve que de 

nombreuses études épidémiologiques et la progression très importante de ces 

pathologies au cours des dernières décennies, progression trop rapide pour n'impliquer 

que des facteurs génétiques. Dans les facteurs environnementaux, la progression très 

importante de l'utilisation des produits phytosanitaires prend une place de choix au 

cours de ces dernières décennies. La France est le troisième plus gros consommateur de 

produits pesticides au monde, et le premier en Europe. Le développement de molécules, 

utilisées notamment comme phytosanitaires, est plus rapide que les études permettant 

une analyse approfondie de leur toxicité. La réglementation REACH, en Europe, ne 
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concerne que les molécules produites en grande quantité et les fortes doses. 

En outre, plusieurs études récentes, ainsi que notre propre étude, montrent que les 

pesticides peuvent avoir un effet physiologique même à faibles doses. Les mécanismes 

en cause sont peu ou pas connus, mais cet effet des faibles doses est aujourd'hui avéré. 

Une des difficultés d'étude de ces mécanismes est qu'ils échappent aux techniques 

d'analyse en toxicologie, tant pour les méthodologies utilisées que pour les démarches 

conceptuelles en cause. En effet, les notions de DJA (Dose Journalière Admissible), de 

MRL (Maximum Residue Limits), de NOAEL (No Observed Adverse Effect Level), 

LOAEL (Lowest Observed Adverse Effect Level) ou MOAEL (Minimum Observed 

Adverse Effect Level) ne sont applicables dans l'étude des effets des faibles doses.  

Il est par ailleurs évident que les expositions les plus fréquentes aux toxiques 

environnementaux sont des expositions chroniques à de faibles doses plutôt que des 

expositions aiguës à des doses fortes. Il y a donc un intérêt certain à explorer les effets 

d'une exposition chronique aux faibles concentrations d'organochlorés sur les fonctions 

cellulaires. Nous avons montré, sur des modèles cellulaires, que la fonction 

mitochondriale était perturbée par ces expositions et que la mitochondrie est 

particulièrement sensible à l'exposition aux xénobiotiques. Nous proposons donc 

d'utiliser ce modèle mitochondrial pour l'exploration et la compréhension des 

mécanismes induits par l'exposition aux xénobiotiques. Cette fonction mitochondriale 

pourra être analysée sur un modèle cellulaire exposé à une molécule potentiellement 

toxique, ainsi que sur un modèle animal pour une exploration plus "physiologique" de 

l'effet toxique d'un xénobiotique. Nous suggérons ce modèle de stress mitochondrial 

comme un outil d'évaluation des effets toxicologiques des concentrations faibles de 

xénobiotiques.  

Ce modèle pourra, par ailleurs, constituer une voie d'étude des pathologies liées aux 

effets de l'environnement, tout particulièrement dans les pathologies telles que le 

syndrome métabolique, le diabète de type 2, les maladies neurodégénératives et la 

maladie de Parkinson, ainsi que les processus prolifératifs. Ces études pourraient 

également constituer une voie de recherche intéressante en thérapeutique. 

Les résultats de notre étude répondent, au moins pour partie, aux questions initialement 

posées, mais d’autres apparaissent :  
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 Par exemple, peut-on, par cette approche, tester "l'effet cocktail" expliquant la 

synergie toxique entre deux ou plusieurs molécules toxiques à faible dose ?  

 δe fait d’être exposé à une dose, même très faible, pendant une longue durée est-il 

sans effets délétères sur l’organisme ? Autrement dit, quel est l'effet d'une exposition 

chronique à une faible dose d'un toxique environnemental ? 

 Comment considérer la notion de DJA sachant que les effets détectés sur les 

fonctions cellulaires se produisent bien en deçà de celle-ci ? 

Dans notre étude, nous avons investigué l’effet de deux substances décrites comme 

étant des perturbateurs endocriniens et nous avons pu démontrer in vitro que ces 

perturbateurs endocriniens étaient aussi des perturbateurs métaboliques. Mais nous 

sommes constamment  exposés à une multitude de xénobiotiques environnementaux 

dans lesquels nous devons inclure certains facteurs nutritionnels, ainsi d'ailleurs que les 

médicaments traitant les maladies chroniques ingérés durant de longues périodes.  

Ainsi sont posés des défis majeurs que la toxicologie moderne doit relever. Pour notre 

part nous suggérons comme méthodologie à explorer, l’utilisation de marqueurs de 

stress mitochondrial (la respiration, l’activité des complexes respiratoires, l’ADNmt) 

comme outils dans le processus d’évaluation des faibles concentrations des substances, 

aussi bien toxiques que pharmacologiques. δ’identification de substances capables 

d’induire un stress mitochondrial pourrait prédire l’effet nocif de certaines substances 

médicamenteuses et peut-être revoir à la baisse les doses et les concentrations "tolérées" 

des substances nuisibles dans nos aliments et notre eau.  

Notre étude a été réalisée sur la lignée HepGβ issue d’un hépatocarcinome. εême si 

plusieurs études montrent que ce modèle cellulaire exprime une grande majorité 

d’enzymes des cellules hépatiques et qu’il est idéal pour des études d’hépato-

toxicologie, il n’en demeure pas moins qu’il soit issu d’un tissu cancéreux. Il serait d’un 

intérêt majeur d’étudier l’effet de ces faibles concentrations sur le métabolisme 

mitochondrial des cellules "cibles" primaires telles que les adipocytes, les hépatocytes et 

les cellules endothéliales. Ce type d’étude permettra d’investiguer les effets d’une telle 

exposition sur le métabolisme mitochondrial et de comparer avec les résultats obtenus 

avec les cellules HepG2. 
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Nous proposons également, dans nos perspectives, de mener des études d’exposition 

aux faibles concentrations de long terme in vivo, permettant de savoir si les effets 

observés in vitro se confirment in vivo. δ’étude in vivo peut aussi mettre en évidence le 

lien entre d’éventuels effets sur le métabolisme mitochondrial et les troubles 

fonctionnels observables à l’échelle de l’organisme, tels que la surcharge graisseuse, 

l’insulino-résistance et le développement de tumeurs.  
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