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Effet de la bétaine, de la C-phycocyanine ou de ’activité physique sur la
croissance tumorale du cancer du poumon chez le rat.

Le stress oxydatif joue un rdle prépondérant en tant que messager secondaire dans la régulation de
nombreux processus cellulaires tels que I’apoptose, la survie et la prolifération et serait impliqué dans
I’ensemble des étapes de la carcinogenése pulmonaire. L’activité physique et la nutrition sont deux
facteurs pouvant moduler le stress oxydatif et les mécanismes associés. La bétaine et la C-
Phycocyanine sont deux micronutriments reconnus pour avoir des effets antioxydants, anti-
inflammatoires et antiprolifératifs. Récemment notre équipe a montré in vitro qu’un traitement en
bétaine et/ou la C-phycocyanine diminuait la viabilité des cellules A549 (carcinome pulmonaire).
L’objectif général de ce travail de these était d’évaluer I’effet de facteurs nutritionnels (bétaine, C-
PC ou activité physique) sur la croissance tumorale de cellules A549 implantées chez le rat Nude et
de déterminer les mécanismes sous-jacents.

Dans un premier temps, nous avons étudi¢ I’effet d’une supplémentation nutritionnelle (bétaine ou
C-phycocyanine) associée ou non a la pratique d’une activité physique volontaire (roue d’activité)
sur I’équilibre redox et I’inflammation, chez des rats sains. Nous avons montré que la bétaine et la C-
phycocyanine augmentaient les défenses antioxydantes tandis que 1’activité physique volontaire
n’avait pas d’effet si elle n’était pas couplée a une supplémentation. Nous avons également mis en
évidence que C-phycocyanine inhibait 1’augmentation de Cox-2 musculaire induite par I’activité
physique.

Dans un second temps, nous avons ¢tudi¢ 1’effet de la bétaine et/ou la C-Phycocyanine sur la
croissance des cellules A549 implantées chez des rats Nude. Nous avons montré que ces deux
micronutriments associés ou non ralentissaient la croissance des tumeurs pulmonaires, au travers de
mécanismes communs (activation de NF-kB, augmentation de la peroxydation lipidique et de
I’expression de cytokine pro-inflammatoire (IL-1p, Cox-2 et TNF-a) au sein de la tumeur) et de
mécanismes propres a chaque micronutriment. La C-phycocyanine a induit une diminution du ratio
AKT phosphorylé / AKT total et une augmentation du ratio p38 phosphorylé / p38 total, mécanisme
en faveur de I’apoptose et de I’autophagie. La bétaine associ¢e a la C-phycocyanine a augment¢ le
ratio caspase-3 / pro-caspase-3.

Dans un dernier temps, nous avons évalué 1’effet de 1’activité physique volontaire sur la croissance
tumorale des cellules A549 implantées chez des rats Nude. Nous avons mis en évidence que ’activité
physique volontaire ralentissait la croissance des tumeurs pulmonaires induites, sans différence
significative avec la bétaine et/ou la C-phycocyanine. Il apparait que 1’augmentation de la
peroxydation lipidique, I’activation de la MAPK p38 et de NF-«B, et I’inhibition d’AKT, favorisant
la mort cellulaire soient impliquées dans cette diminution tumorale.

Un régime enrichi en bétaine et/ou C-phycocyanine ralentit la croissance cellulaire d’adénocarcinome
pulmonaire implanté chez le rat, suggérant leur intérét dans I’action anti-carcinogéne pulmonaire.
L’activité physique semble jouer sur les mémes mécanismes. Nos résultats méritent d’étre confirmés
par des protocoles a plus large échelle et suggerent de possibles applications chez des patients porteurs
de tumeurs pulmonaires.

Mots clés : bétaine, C-phycocyanine, roue d’activité, stress oxydatif, apoptose, inflammation,
cellules A549, rats nude
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Effect of betaine, C-phycocyanin or physical activity on tumour growth of
lung cancer in rats.

Oxidative stress seems to play a crucial role as a secondary messenger in the regulation of
several cellular processes such as apoptosis, survival and proliferation, and could be involved
in all steps of the lung carcinogenesis (i.e. initiation, promotion and progression). Physical
activity and nutrition are two factors able to modulate oxidative stress and associated
mechanisms. Betaine and C-phycocyanin are two known micronutrients having antioxidant,
anti-inflammatory and anti-proliferative effects. Previously, our team showed that betaine
and/or C-phycocyanin treatment decreased the viability of A549 cells in vitro (pulmonary
adenocarcinoma cell line).

The main objective of this work was to evaluate the effect of nutritional factors (betaine, C-
phycocyanin) or physical activity on growth of implanted A549 cells in Nude rats and to
determine underlying mechanisms.

Firstly, we studied the effect of nutritional supplementation (betaine or C-phycocyanin)
combined or not with voluntary physical activity (wheel running) on redox balance and
inflammation in healthy rats. We showed that betaine and C-phycocyanin increased antioxidant
defenses, whereas voluntary physical activity did not have an effect when it was not associated
with micronutrient supplementation. We also observed that C-phycocyanin inhibited physical
activity-induced muscle Cox-2 activity increase.

Secondly, we studied the effect of betaine and/or C-phycocyanin on growth of implanted A549
cells in Nude rats. We showed that these two micronutrients, whether associated or supplied
separately, slowed down the lung tumour growth through similar mechanisms (NF-xB
activation and increase of lipid peroxidation and expression of pro-inflammatory cytokines (IL-
1B, Cox-2 et TNF-a) in tumour). Also, some mechanisms were specific for each micronutrient
or their combination. C-phycocyanin induced a decrease of phosphorylated AKT / total AKT
ratio, and an increase of phosphorylated p38 / total p38 ratio, both mechanisms promoting
apoptosis and autophagy. On the other hand, betaine associated with C-phycocyanin increased
caspase-3 / pro-caspase-3 ratio.

Finally, we studied the effect of voluntary physical activity on growth of implanted A549 cells
in Nude rats. We showed that voluntary physical activity slowed down the lung tumour growth,
without significant difference if animals were supplied with betaine or/and C-phycocyanin. It
seems that the increase of lipid peroxidation, NF-kB and p38 activation, and AKT inhibition,
all having a role in promotion of a cell death, are responsible for the tumour growth slowdown
following the physical activity.

In conclusion, diet enriched with betaine or/and C-phycocyanin slows down the growth of
pulmonary adenocarcinoma cells implanted in rats, suggesting their interest in anti-cancer
activity. Physical activity seems to act on similar mechanisms as these micronutrients. Our
results have to be confirmed with further studies, but are already suggesting a potential
application in lung cancer patients.

Keys words: nutrition, betaine, C-phycocyanin, voluntary physical activity, oxidative stress,
apoptosis, inflammation, lung cancer, wheel running, A549 cells, rats
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Figure 1. Bases moléculaires de la cancérogénése. (Collége Francgais des Pathologistes, 2012)
Figure 2. Les trois phases du processus de la cancérogénése. (Liu et al., 2015)

Figure 3. Les importantes mutations dans les voies de signalisation impliquées dans
I’adénocarcinome pulmonaire (Harris & McCormick, 2010)

Figure 4. Implication des especes réactives d'oxygene (ERO) et de I’inflammation, induites ou
non par la consommation de tabac, dans le développement d’une broncho-pneumopathie
obstructive chronique (BPCO) et du cancer du poumon. (Adcock et al., 2011)

Figure 5. Liste des constituants de la fumée de cigarette considérés comme cancérigenes.
(Sciences et avenir, 2013)

Figure 6. Mécanismes induits par la consommation de tabac, provocant la survenue d’un cancer
du poumon. (Hecht, 2012)

Figure 7. Lien entre rythme circadien, activité endocrine, défenses immunitaires et progression
tumorale. Figure adaptée de (Eismann et al., 2010)

Figure 8. Activation des voies anti-tumorales et pro-tumorales par des cytokines.

Figure 9. Interactions entre les cellules tumorales et les cellules immunitaires et inflammatoires
dans le microenvironnement tumoral. (Lin & Karin, 2007)

Figure 10. Les radicaux libres et leurs métabolites actifs. (Durackova, 2010)
Figure 11. Régulation ERO-dépendante des sirtuines. Adaptée de (Merksamer et al., 2013)

Figure 12. Schéma général des marqueurs de 1’oxydation des lipides, des acides aminés et des
acides nucléiques au cours du stress oxydant. (Michel et al., 2008)

Figure 13. Mécanismes en chaine de la peroxydation des acides gras. (Guéritat, 2015).

Figure 14. Localisation des principales défenses antioxydantes au sein de la cellule. (Garait,
2006)

Figure 15. Les radicaux libres, leurs métabolites et les antioxydants permettant leur ¢limination.
Adaptée de (Durackova, 2010)

Figure 16. Réactions de conjugaison entre le glutathion et d’autres composés. (Ballatori et al.,
2009)
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Figure 17. Activation de la voie Keap1/Nrf2. (May, 2012)

Figure 18. Voies activées suite a la fixation de TNF-a sur le récepteur TNFR-1. (van Horssen
et al., 20006)

Figure 19. Conséquences de I’activation des IKK. (Perkins, 2007)
Figure 20. Activation de la voie PI3K/AKT/mTOR et ses conséquences. (Oda et al., 2015)

Figure 21. Activation de la voie p38 MAPK et réponses biologiques associées. Adaptée de
(Rana et al., 2013)

Figure = 22.  Voies apoptotiques menant a  l’activation de  caspase-3.
https://pubs.acs.org/cen/news/84/i38/8438molecule.html

Figure 23. Activation de la signalisation par les ERO dans le muscle squelettique en réponse a
un exercice. (Scheele et al., 2009)

Figure 24. Structure chimique de la bétaine. (Ueland, 2010)

Figure 25. Synthése de la bétaine a partir de la choline. (1) Choline déshydrogénase; (2) bétaine
aldéhyde déshydrogénase. (Peluso et al., 2000)

Figure 26. Métabolisme de la choline et de la betaine et leur lien avec le métabolisme du
carbone. (Ueland, 2010)

Figure 27. Role protecteur antioxydant de la C-Phycocyanine via I’activation de Nrf2. Adaptée
de (Gao et al., 2016)

Figure 28. Signalisation cellulaire et facteurs transcriptionnels impliqués dans I’induction de
HO-1 par les ROS. (Lyoumi et al., 2007).

Figure 29. Schéma expérimental de 1’étude 1.
Figure 30. Schéma expérimental de 1’étude I1.
Figure 31. Schéma expérimental de 1’étude III.

Figure 32. Réponses antioxydantes suite a I’augmentation des ERO induite par une activité
physique. Adaptée de (Olsen et al., 2015)

Figure 33. Production de ERO pouvant conduire a I’apoptose. (Qiu et al., 2015)
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Avant-Propos

Selon I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS 2017), la population des personnes de plus
de 60 ans est celle qui augmente le plus ces dernic¢res années. Le vieillissement de la population
engendre une augmentation des cas de maladies chroniques telles que le diabéte et les maladies
cardio-vasculaires mais également des cas de cancers. En 2015, le cancer était la deuxiéme
cause de mortalité dans le monde avec 8.8 millions de décés dont un tiers était dii a des facteurs
comportementaux (alcool, tabac, sédentarité) et alimentaires (OMS 2017). Trente a cinquante
pourcents des cancers actuels pourraient étre prévenus via la réduction de ces facteurs de risque

(OMS 2017).

Un cancer se développe en trois étapes : I’initiation, la promotion et la progression. Suite a une
Iésion importante au niveau de I’ADN, la cellule va se transformer. Cette cellule modifiée va,
par la suite, se développer et proliférer, formant ainsi des amas de cellules transformées. Ces
cellules acquiérent des caractéristiques spécifiques a la cellule cancéreuse, d’un point de vue
morphologique et fonctionnel. Le cancer est caractérisé notamment par des altérations des
mécanismes de régulation cellulaire : mutations des oncogénes et des génes suppresseurs de
tumeur, défaut de différenciation, dérégulation de 1’apoptose, et déséquilibre de balance pro-
oxydant/antioxydant, induisant une augmentation du stress oxydatif. A terme, ce dernier peut
engendrer des dommages sur les constituants de la cellule : les protéines, les lipides et I’ADN.
Un systeme de défense antioxydant endogéne permet de réduire le stress oxydatif via la
détoxification des espéces pro-oxydantes notamment. Il est également possible d’améliorer son
systéme de défenses antioxydantes par la pratique d’une activité physique réguliére, cette
pratique permettant des adaptations physiologiques ou bien encore par I’apport de certains
micronutriments considérés comme antioxydants (Clarkson & Thompson, 2000). La bétaine
(dérivé d’acides aminés présent dans la nourriture) et la C-Phycocyanine (C-PC)
(phycobiliprotéine extraite d’algues) sont deux micronutriments connus pour leurs propriétés

antioxydantes mais également pour leurs propriétés anti-inflammatoires et antiprolifératives.

Ce travail s’intéresse particulierement au cancer du poumon non-a-petites cellules qui est la
premiére cause de déces par cancer dans le monde (Siegel et al., 2013). Parmi les facteurs de
ce cancer, le stress oxydatif joue un role important et peut étre modulé grace a des facteurs
nutritionnels tels que 1’alimentation et I’activité physique. Il est connu qu’une alimentation
riche en fruits et 1égumes, sources de micronutriments tels que les antioxydants et qu’une
activité physique réguliere permettent de diminuer le risque d’avoir un cancer du poumon

(Steindorf et al., 2006; Tarrazo-Antelo et al., 2014).
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Avant-Propos

Connaissant le lien entre cancer du poumon et les mécanismes redox-sensibles, nous
avons évalué I’effet de la bétaine, de la C-PC ou de Pactivité physique réguliére modérée
sur I’équilibre redox et les mécanismes redox-sensibles tels que I’inflammation et

I’apoptose dans un cadre non pathologique et pathologique (cancer du poumon).

Une premiére étude in vivo réalisée par notre équipe a permis d’évaluer I’effet de la bétaine
et/ou la C-PC sur la croissance tumorale des cellules A549 (adénocarcinome pulmonaire
humaine) et sur certains mécanismes redox-sensibles (expression de NF-kB et de p38 MAPK,
et cycle cellulaire). En effet, nous avons montré que la bétaine seule ou associée a la C-PC
permettait une diminution de la viabilité des cellules A549. L’association de la bétaine et de la
C-PC induisait également une réduction de 1’expression de NF-kB stimulée par TNF-a et une
augmentation de 1’expression du pro-apoptotique p38 MAPK. Mon travail a consisté a évaluer
chez des rats sains 1’effet de la bétaine ou la C-PC associée ou non a une activité physique sur
la modulation de 1’équilibre redox et I’inflammation. Dans un second temps, chez des rats Nude
ayant une tumeur pulmonaire sous-cutanée implantée, I’effet de la bétaine et/ou la C-
Phycocyanine ou I’activité physique sur la croissance tumorale de cellules A549 in vivo, a été
investigué ainsi que certains mécanismes explicatifs de cet effet, en lien avec I’inflammation et
I’équilibre redox. Nous avons émis 1’hypothése que les facteurs nutritionnels étudiés
ralentiraient la croissance tumorale via la stimulation de mécanismes en lien avec le stress

oxydatif et I’inflammation.

La premiére partic du manuscrit permet de comprendre le contexte général grice a une
introduction bibliographique divisée en trois parties. Seront traités le cancer et plus
particulierement le cancer du poumon ainsi que les termes associés (classification, traitement,
prévention) et les principaux facteurs de risque. La seconde partie s’intéresse au stress oxydatif,
phénomene physiologique impliqué dans la cancérogenése pulmonaire. Apres avoir défini ce
processus et cité¢ des moyens de 1’évaluer, ce chapitre traite des raisons de son implication dans
I’ensemble des étapes de la cancérogénese et des mécanismes associés. La relation entre
nutrition, stress oxydatif, mécanismes redox-sensibles et cancer du poumon sera traitée, avec

une attention particuliére pour deux micronutriments que sont la bétaine et la C-Phycocyanine.

La seconde partie du manuscrit présente les différentes études réalisées sous forme de
publications, précédées d’un résumé, permettant de répondre aux hypothéses exposées dans les
objectifs de cette thése. La derni¢re partiec de ce manuscrit est constituée de la discussion

générale de 1’ensemble des résultats et des perspectives.
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1.1.1.[1Définition

Le cancer est la survenue dans un organe d’une population cellulaire dont la croissance et la
prolifération échappent aux mécanismes de régulation de I’organisme. Les conséquences
principales sont de deux ordres : 1) I’apparition d’une tumeur, 2) la possibilité de migration
puis de fixation de cellules tumorales a distance formant des métastases. Des facteurs exogenes
(I’exposition a des substances toxiques de natures extrémement diverses) et endogeénes (troubles
génétiques, épigénétiques) favorisent la carcinogénese. Face a cela, 1’organisme est doté de
mécanismes de défenses (immunité, apoptose, réparation tissulaire ...). La cancérisation d’un

tissu apparait lorsque les mécanismes de défenses de 1’organisme sont dépassés.

Sur le plan génétique, suite a des mutations ponctuelles de segments du génome (remaniements,
amplifications, délétions), I’ADN est 1¢s¢ et les cellules sont alors transformées, ce qui améne
a des perturbations de mécanismes clés tels que la prolifération et la différenciation.
L’organisme posséde un systetme de réparation d’ADN (réparation directe de la 1ésion,
réparation par excision de base ou de nucléotides, réparation des mésappariements, réparation
par jonction d'extrémités non homologues, réparation par recombinaison homologue) (Sancar
et al., 2004). L’accumulation d’altérations génétiques conduit a une multiplication de
déréglements du fonctionnement des cellules. Le systéme de réparation n’est alors plus suffisant
et progressivement, la cellule normale se transforme en cellule cancéreuse (Figure 1) (Collége
Francais des Pathologistes, 2012). Les cellules cancéreuses initiées (initiation) vont proliférer
(promotion) et 1’apoptose va étre inhibée jusqu’a un stade pré-néoplasique (stade réversible).
Enfin, la tumeur va progresser via notamment des désordres génétiques supplémentaires, une
instabilité génétique. La croissance tumorale varie d’une tumeur & I’autre et I’extension peut

étre soit locale, soit a distance (métastases) (Figure 2) (Liu et al., 2015).
Une cellule cancéreuse peut se caractériser par de nombreuses propriétés dont :

=[] des propriétés morphologiques : une anisocytose (variabilit¢ de la taille), des
modifications nucléaires (mitoses anormales et plus nombreuses, variation de la taille,

augmentation du rapport nucléocytoplasmique, chromatine en mottes, nucléoles
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volumineux, irréguliers et/ou multiples) et des modifications cytoplasmiques
(basophilie) (Robertis & Robertis, 1983)

»[] des propriétés fonctionnelles : croissance cellulaire illimitée (immortalité),
indépendance vis-a-vis des systémes de régulation de la prolifération cellulaire, perte de
I’inhibition de contact, pouvoir invasif, angiogenése, perte d’adhésivité (possibilité¢ de

migrer) et métastases (pouvoir de greffe) (Mallard, 2010).
Deux types de genes sont impliqués dans la prolifération tumorale :

=[] les oncogenes codant pour une protéine induisant une prolifération cellulaire maligne,
soit apportés par un virus, soit activés par un proto-oncogene (=geéne normal codant pour
une protéine régulant positivement la prolifération cellulaire)

=[] les anti-oncogenes correspondant aux geénes suppresseurs de tumeur (=geéne normal
codant pour une protéine régulant négativement la prolifération cellulaire). Une perte
d’activité de la protéine induit ainsi une prolifération cellulaire maligne (Lacave,

Larsen, & Robert, 2005; Mallard, 2010).
1.1.2.0]Classification
Les cancers sont d’abord classés suivant leur type histologique :

-[1 les cancers solides qui comprennent ceux développés au dépend des muqueuses
(épithélioma ou carcinomes) et ceux développés au dépend du tissus conjonctif
(sarcomes) ;

-1 les cancers du tissu sanguin.

I1 existe aussi des classifications histopronostiques trés utilisés en pratique clinique car utiles
aux indications thérapeutiques. Pour le cancer du poumon, qui est un carcinome développé au
dépend de la muqueuse bronchique, la classification TNM est la principale classification
pronostique permettant d’établir la stratégie thérapeutique. La classification TNM s’appuie sur
I’ensemble des résultats de I’examen clinique, de 1’imagerie, des endoscopies et des biopsies et
permet ainsi de déterminer les stades en fonction de la taille de la tumeur primitive (T), de la

présence d’adénopathies (N), et des métastases a distance (M).

Effet de la bétaine, de la C-phycocyanine ou de I’activité physique sur la croissance tumorale du cancer = 12
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1.1.3.0/Concept de facteur de risque et de prévention

Un facteur de risque est une variable qui augmente le risque de maladie de maniére
statistiquement significative. Chaque cancer a ses propres facteurs de risque, les principaux
facteurs de risque identifiés sont : la génétique, les infections, la nutrition, la sédentarité, le
surpoids et 1’obésité, le tabac, 1’alcool, les médicaments, les facteurs hormonaux, les radiations

ou/et les expositions professionnelles (Lacave et al., 2005).
Afin de réduire I’incidence et la prévalence des cancers, il existe trois types de prévention :

=[] la prévention primaire : qui se fait en amont de la maladie et qui vise a diminuer
I’incidence de la maladie dans une population. Elle comprend la vaccination, les régles
hygiéno-diététiques et des supplémentations nutritionnelles.

=[] la prévention secondaire : qui correspond aux mesures prises pendant la maladie et qui
vise a diminuer la prévalence de la maladie (durée et gravité). Elle comprend le
dépistage et le traitement.

=[] la prévention tertiaire : qui se fait en aval de la maladie afin de diminuer la prévalence
des incapacités chroniques et des récidives. Elle comprend des mesures de réadaptation

et de rééducation (OMS 2017).
1.1.4.0Traitements
Suite au diagnostic d’un cancer, différents traitements sont alors possibles, seuls ou associés :

=[] la chirurgie : curative (exérése tumorale, des métastases et un curage ganglionnaire),
préventive (traitement des lésions précancéreuses), de reconstruction et palliative
(permettant de préserver la qualité de vie des patients incurables)

=[] la radiothérapie (électromagnétique ou particulaire) : curative (exclusive, en association
avec la chirurgie (néo-adjuvante ou adjuvante), en association avec la chimiothérapie
(association séquentielle ou concomittante), palliative (exclusive ou en association avec
la chimiothérapie) et symptomatique (antalgique, de décompression, hémostatique)

=[] la chimiothérapie : curative (exclusive, en association avec la chirurgie (néo-adjuvante
ou adjuvante), en association avec la radiothérapie (association séquentielle ou
concomitante), palliative

=[] I’hormonothérapie : concerne les cancers hormonodépendants

Effet de la bétaine, de la C-phycocyanine ou de I’activité physique sur la croissance tumorale du cancer = 13
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=[] Pimmunothérapie : a pour but d’augmenter 1’expression de certains composants du
systéme immunitaire
=[] les thérapies ciblées : visent a diminuer I’activité des protéines impliquées dans la

prolifération cellulaire (“DCEM modules en schémas,” 2007).
LI DO C [mé € née ni [

En France, le cancer du poumon est le troisiéme cancer le plus fréquent chez les hommes et
chez les femmes (39 495 nouveaux cas en 2012 dont 71% d’hommes) et est la premiére cause
de déces par cancer (29 949 décés en 2012) (Inca 2017). C’est un cancer de mauvais pronostic
car 85% des patients sont diagnostiqués a des stades avancés (dont 55% a un stade métastatique)

et la survie a 10 ans est inférieure a 33% (Tas et al., 2013) .

Les facteurs de risques sont le tabac, I’amiante, les rayon X, le radon, et des substances telles
que chrome arsenic nickel, particules fines de diesel.... L’ importance de la consommation de
tabac et, a un degré moindre, de 1’exposition professionnelle et environnementale font du cancer

du poumon un enjeu majeur de santé public dans le monde.

On différencie les cancers du poumon « non a petites cellules » (80% des cas) des cancers du
poumon a petites cellules, de pronostic trés péjoratif. Les cancers non a petites cellules se
divisent eux-mémes en trois groupes : le carcinome épidermoide (45% des cas),
I’adénocarcinome (25%) et les autres variétés histologiques moins fréquentes (dont le

carcinome a grandes cellules (10%) (Filaire et al., 2013).

La classification histopronostique TNM est utilisée. La recherche d’anomalies génétiques
(mutations du géne codant pour EGFR, translocations et altérations de certains génes) et de
« checkpoints » inhibiteurs de I’'immunité est permet de caractériser le profil biomoléculaire

des tumeurs et de personnaliser les traitements des patients.

En 2017, sur le plan thérapeutique, le traitement a visée curative est centré sur la chirurgie seule
ou en association avec la chimiothérapie et ou la radiothérapie. Dans certains cas, pour des
patients jugés inopérables, la radio-chimiothérapie est utilisée. Les traitements a visée palliative

utilisent la chimiothérapie, la radiothérapie, les immunothérapies, les thérapies ciblées.
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1.3.1.[JAnomalies génétiques a I’origine de la dérégulation des voies de signalisation

La signalisation cellulaire correspond a 1I’ensemble des processus cellulaires permettant la
transduction d’un signal, allant de la fixation d’un ligand a un récepteur membranaire jusqu’a
la réaction cellulaire. Une voie de signalisation correspond a la succession de protéines activées
suite a ’activation du récepteur par le ligand, conduisant a une réponse cellulaire finale

(apoptose, prolifération, différenciation, ...).

De nombreuses mutations dans les voies de signalisation induisant une activation ou une
inhibition de la voie ou des mutations des récepteurs peuvent étre impliquées dans la

cancérogenese pulmonaire.

EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) est un récepteur transmembranaire, activé par
liaison au ligand et qui engendre une autophosphorylation et I’activation de nombreuses
molécules et cascades de transcription du signal en aval (Carpenter & Jiang, 2013). Plus
précisément, c’est un récepteur a tyrosine kinase qui active Ras/MAPK, JAK/STAT et
PI3K/AKT (Jorissen et al., 2003). Ces voies sont versatiles et peuvent étre activées par de
nombreux facteurs de croissance, des cytokines inflammatoires et des hormones (Ho et al.,
2016). Elles régulent la prolifération cellulaire, la survie, la migration et la différenciation,
inhibent 1’apoptose et jouent un role important dans le développement et la progression du
cancer du poumon non a petites cellules (CPNPC) (Ho et al., 2016; Jorissen et al., 2003). On
estime qu’environ 27% des patients avec un cancer du poumon présentent une mutation du géne
codant pour ’EGFR (Figure 3). Dans les CPNPC, le géne codant pour ’EGFR est régulé a la
hausse, amplifi¢, muté ou surexprimé (Hirsch et al., 2003; Kanematsu et al., 2003). L’activation
de la cascade d’EGFR est davantage augmentée dans les biopsies bronchiques des fumeurs avec
ou sans broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO) comparés aux non-fumeurs
(O’Donnell et al., 2004) et I’arrét du tabac ne conduit pas a une réduction de 1’expression
d’EGFR (Lapperre et al., 2007). Une surexpression d’EGFR a été 1’'une des premicres
anomalies constatées chez les fumeurs présentant un risque ¢levé de développer un cancer du
poumon (Wilbur et al., 2002) et les mutations somatiques dues a la cigarette peuvent persister
pendant des années (Franklin et al., 1997; Wistuba et al., 1997). L’activation d’EGFR engendre
une hypersécrétion des mucus en réponse a 1’élastase neutrophile (enzyme digestive, produite

par les neutrophiles lors d’une infection ou réaction inflammatoire) et au stress oxydatif, reliant
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ainsi I’inflammation des voies aériennes a un mécanisme important du cancer du poumon

(Burgel & Nadel, 2004).

La voie PI3K/AKT/mTOR joue un role important dans la régulation de la prolifération et de la
survie cellulaire (Engelman et al., 2006). Cette voie est dérégulée dans 50 a 70% des cas de
CPNPC (Ding et al., 2008). Une activation aberrante de cette voie est I’un des mécanismes
impliqués dans la résistance aux inhibiteurs d’EGFR, utilisés lors des traitements du cancer du

poumon (Fumarola et al., 2014)

Des réarrangements du récepteur a tyrosine kinase ALK (Anaplastic lymphoma kinase)
résultant de la fusion d’ALK avec EML4 (echinoderm microtubule-associated protein-like4)
sont observés dans 4% des CPNPC (Cooper et al., 2013). L’activation aberrante d’AKT est
impliquée dans la prolifération cellulaire et ’inhibition de 1’apoptose induites par les voies
Ras/Raf/MAPK1, PI3K/AKT et JAK3-STAT3 (Cooper et al., 2013; Shaw & Solomon, 2011).
C’est ¢galement le cas de ROS-1 qui est un proto-oncogéne dont I’activation conduit a la
signalisation des PI3K/AKT/mTOR, STAT3 et Ras/sMAPK/ERK (Chin et al., 2012). Les
kinases Raf sont aussi des médiateurs essentiels de la voie de signalisation MAPK et, de ce fait,
ont un role important dans de nombreux processus cellulaires tels que la prolifération, la
différenciation et la régulation transcriptionnelle. On retrouve une mutation de BRaf dans 3 a 5
% des CPNPC, essentiellement chez les fumeurs ou les anciens fumeurs (Brustugun et al.,
2014). Les protéines Ras sont ¢galement capables d’activer PI3K/AKT/mTOR et
Raf/MEK/ERK. Des mutations de NRas sont observées dans 1% des CPNPC (Ohashi et al.,
2013). La protéine c-MET (Cellular-mesenchymal-epithelial transition) est considérée comme
un proto-oncogene, activant de nombreuses voies d’aval dont PI3K/AKT/mTOR et contribuant
notamment a 1’angiogeneése, la croissance et 1’invasion cellulaire (Cooper et al., 2013). Une

surexpression de c-MET est fréquemment observée chez les patients atteints d’un CPNPC.

Dans environ 80% des cas de cancer du poumon, des mutations du géne suppresseur de tumeur
p53 ont été observées. Ces mutations de p53 ont été positivement associées a la consommation
de la cigarette ou a son exposition (Cooper et al., 2013) et sont également associées a une
résistance au traitement. Des mutations de p53 induisent la progression et la migration

cellulaires (Mogi & Kuwano, 2011).

La découverte de molécules capables d’inhiber certaines voies de signalisation a permis des

progres importants dans le traitement du cancer du poumon dans les années 2000.
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1.3.2.[/Facteurs de risque comportementaux et environnementaux

A divers degrés, les facteurs environnementaux et comportementaux sont impliqués dans deux

mécanismes liés au cancer du poumon : I’inflammation et le stress oxydatif.

Fa 2 Ea Fa > EdEcd

Le tabagisme est le facteur de risque principal du cancer du poumon, qui est associ¢ au
tabagisme dans 85% des cas (Warren & Cummings, 2013). Le risque de développer un cancer
du poumon est 20 fois plus €élevé chez un fumeur que chez un non-fumeur (Tyczynski et al.,

2003).

La fumée de tabac apporte directement de radicaux oxygénés au niveau des poumons (Pryor et
al., 1983) et en libére également par des mécanismes indirects (inflammation, auto-oxydation
des composés). Le stress oxydatif induit 1’activation de nombreuses voies intracellulaires
incluant des kinases, des facteurs de transcription et des événements épigénétiques qui
modulent la réponse inflammatoire, le cycle cellulaire et la prolifération cellulaire (Chung &

Adcock, 2008) (Figure 4).

La fumée de cigarettes comporte des radicaux libres et plus de 5000 composants dont plus de
90 sont considérés comme carcinogéniques par I’agence internationale pour la recherche contre

le cancer (Hecht, 2012) (Figure 5).

Certains composants de la cigarette sont des carcinogeénes réactifs mais la plupart sont pro-
carcinogénes et ont besoin d’étre activés par des enzymes de phase I comme celles encodées
par la famille du cytochrome P450 (CYP) et d’étre convertis en carcinogenes actifs. La plupart
des carcinogenes actifs peuvent se lier a ’ADN et former des adduits a I’ADN capables
d’induire des mutations et d’initier le cancer. A la suite des réactions de phase I, les enzymes
de phase II comme les GST (glutathion S transférase) sont responsables de la détoxification des
formes actives de PAH (polycyclic aromatic hydrocarbons) époxydes (Shimada et al., 2004).
Le métabolisme des substances nocives présentes dans la fumée de tabac par des enzymes
métabolisant les xénobiotiques est habituellement bénin mais dans certains cas, le processus
métabolique peut transformer des substances inoffensives en substances chimiques toxiques
(Ben-Zaken et al., 2007), ce qui suggere que les différences dans le métabolisme des

xénobiotiques peuvent contribuer a la fois au développement d’une broncho-pneumopathie
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par la consommation de tabac, dans le développement d’une broncho-pneumopathie obstructive
chronique (BPCO) et du cancer du poumon (Adcock, Caramori, and Barnes 2011)
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obstructive chronique (BPCO) et d’un cancer du poumon (Gresner et al., 2007; Rotunno et al.,

2009) (Figure 6).

Le Benzo[a]pyreéne est I’'un des principaux carcinogenes de la fumée de cigarette. 11 induit la
production de OHe, qui est favorisée par la prostaglandine E2 et a tendance a augmenter le
malondialdéhyde (MDA) et la production de 8-ox0-2’-désoxyguanosine (8-o0xo-dG), pouvant
ainsi induite des dommages oxydatifs au niveau de I’ADN (Chen et al., 2011). Il a également
tendance a diminuer la production de superoxyde dismutase (SOD) et glutathion peroxydase
(GPx) (Chenetal., 2011). Les dommages produits sur I’ADN par le B[a]p induisent une cascade
de réponses cellulaires, impliquant le cytochrome-c médiant lui-méme [’activation de la

caspase-3.

D’autres substances peuvent engendrer des modifications favorisant la progression du cancer
du poumon. NNK (nicotine-derived nitrosaminoketone) induit a lui seul une prolifération AKT

dépendante et la survie des cellules cancéreuses pulmonaires NF-kB dépendante.

Outre les substances cancérigeénes, la fumée de cigarettes engendre également des changements
dans la réponse inflammatoire. En effet, elle active les cellules épithéliales et les macrophages,
induit une inflammation pulmonaire et la sécrétion de cytokines et chimiokines inflammatoires
comme TNF-o (Tumor Necrosis Factor-Alpha), TGF-B (Transforming Growth Factor-Beta),
IL(Interleukine)-1, IL-6, IL-8, CXCL (Chemokine CXC) 9 et CXCL10 (Adcock et al., 2011;
Takahashi et al., 2010) a travers les voies du stress oxydatif et promeut la tumorogénése du
cancer du poumon par déclenchement de I'inflammation dépendante de IKk-B et JNKI
(Takahashi et al., 2010). Des changements pro-inflammatoires ont été observés dans les
poumons des fumeurs et I’inflammation est fermement associée a la promotion de la tumeur et
I’activation de NF-kB (Malkinson, 2005). Cette inflammation peut persister des années apres

I’arrét du tabac (Adcock et al., 2011).

Concernant la e-cigarette, les avis sont controversés et aujourd’hui, il n’y a pas assez de preuves
scientifiques permettant de dire que la consommation n’est pas nocive pour I’organisme méme
si, a priori, elle serait au moins 20 fois moins dangereuse que la cigarette (Dautzenberg &
Garelik, 2016). La e-cigarette induit également la production d’espéces pro-oxydantes dont le
peroxyde d’hydrogéne et induit la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, comme

I’IL(interleukine)-6 et IL-8 (Lerner et al., 2015a; Lerner et al., 2015b). L’incandescence du
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tabac est de 800°C environ, tandis que celle de la cigarette électronique est de 60°C seulement,

ce qui n’a pas la méme conséquence sur le plan de I’inflammation.

Blnggul s @I @ne nod Bhs d MiPlodahs s Plgila?l

La seconde cause du cancer du poumon serait I’exposition professionnelle. Les agents
cancérigeénes sont de trois natures différentes : physiques (radiations ionisantes, radiations
ultra-violets), chimiques (amiante, benzéne, béryllium et ses composés, cadmium et ses
composés, chlorométhyl méthyl éther ...) et biologiques (virus, parasites ...) (Stewart &
Kleihues, 2005). Les expositions a 1’amiante, au benzeéne, aux poussieres de bois et aux
radiations ionisantes constitueraient la grande majorité des cancers liés & une exposition
professionnelle (centreleonberard.fr, 2017). La proportion des cancers du poumon liés a une
exposition professionnelle est estimée a 15% chez les hommes (INCa, 2017). La pollution
environnementale (particules fines de diesel, insecticides, fongicides et herbicides) serait la
troisiéme cause de cancer du poumon (moins de 5% des cancers) (Baldi & Lebailly, 2007;
Stewart & Kleihues, 2005).

L’exposition a des carcinogenes va engendrer des ERO et des 1ésions génétiques (Delattre et
al., 2005). L’amiante, par exemple, génére des radicaux hydroxyles via la stimulation des
macrophages alvéolaires. Le MDA produit suite a une exposition a I’amiante, conduit a la
formation d’adduits 3-(2-deoxy-p-d-erythro-pentafuranosyl)pyrimido[ 1,2-a]purin-10(3H)-one
deoxyguanosine (M;dG). S’ils ne sont pas réparés, ces adduits peuvent bloquer la réplication
cellulaire et engendrer des mutations impliquées dans la carcinogenese (Bonassi et al., 2017).

L’exposition a I’amiante augmente par 5 le risque d’avoir un cancer du poumon.

PRIZIELs /2P RIER) @rPlPaA P12

On estime qu’un tiers des morts par cancer est lié au surpoids/obésité, a la sédentarité et une
alimentation pauvre en micronutriments (Zoeller, 2009). Des ¢tudes ont notamment établi que
la sédentarité et 1’obésité augmentaient le risque d’avoir un cancer du poumon (Cao et al., 2012;

Schmid & Leitzmann, 2014).
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> [1Sédentarité

La sédentarité est caractérisée par la répétition de comportements n’induisant pas de dépenses
énergétiques supérieures a 1.5 MET (metabolic equilvent task), en position assise et allongée,
telles que regarder la télévision, lire ou conduire. Les comportements sédentaires différent de
I’inactivité qui est considérée comme 1’absence d’activité physique a intensité modérée et
vigoureuse (Shen et al., 2014). La pratique d’une activité physique peut protéger contre la
survenue de maladies pulmonaires et du cancer du poumon (Wang et al., 2016) (voir partie
3.1.1). A contrario, la sédentarité va engendrer des effets délétéres et un risque important
d’obésité, pouvant également étre associé a un risque plus élevé de cancer du poumon.
L’inactivité physique sans prise de poids pendant deux semaines induit un ensemble de
changements métaboliques et physiologiques (Olsen et al., 2008) incluant une diminution de la
masse musculaire et de la sensibilit¢é a I’insuline et une augmentation des triglycérides
plasmatiques, indiquant une rapide adaptation a une diminution du niveau énergétique (Scheele
et al., 2009). En effet, I’absence d’exercice réduit la sensibilité a 1’insuline et a terme, peut
engendrer une insulino-résistance (pouvant étre impliquée dans le cancer du poumon) (Booth

et al., 2008).
> [10bésité

Les liens entre cancer et obésité sont nombreux. L’obésité provoque, entre autres, des
résistances a I’insuline et a la leptine et de nombreux dysfonctionnements au niveau du tissu
adipeux, pouvant engendrer I’expression de cytokines pro-inflammatoires et une augmentation
de VEGF (Prieto-Hontoria et al., 2011). La relation inverse entre obésité et cancer du poumon
est confirmée par la leptine (Yang et al., 2013). La leptine a des activités mitogéniques, pro-
inflammatoires et pro-angiogéniques. Les tissus pulmonaires expriment la leptine et ses

récepteurs (Malli et al., 2010).

L’implication de I’axe insuline-IGF dans le cancer du poumon chez les fumeurs est indépendant
de la voie de I’obésité mais pourrait étre induit par I’inflammation chronique créée par 1’obésité

associée au fait de fumer, I’inflammation réduisant la sensibilité a I’insuline (Ho et al., 2016).
» [/Nutrition déséquilibrée

Des apports insuffisants ou a contrario des apports trop importants en certains nutriments

constituent également un facteur de risque important. Une consommation insuffisante de fruits
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et légumes (moins de 400 g par jour) comportant de nombreux composé€s protecteurs
(vitamines, antioxydants, fibres ...) augmente le risque d’avoir un cancer. Une alimentation
comportant trop de viandes rouges et de charcuteries (plus de 500 g par semaine), d’alcool, de
sel, de produits fumés, séchés ou salés et de produits riches en acides gras saturés et en sucres

raffinés augmente également le risque d’avoir un cancer (Donaldson, 2004).

1.3.3.[/Facteurs de risque endogeénes

BlnA ns o2

Bien que le cancer du poumon ne soit pas un cancer hormono-dépendant et que les stratégies
thérapeutiques ne reposent pas sur I’hormonothérapie, certaines équipes ont travaillé sur les
liens entre hormones et cancer du poumon. Des auteurs ont mis en évidence que les hormones
pouvaient étre impliquées aussi bien dans I’initiation que dans la progression du cancer du
poumon. Les hormones n’étant pas 1’objet de cette thése, ce sujet n’est que succinctement

abordé.

Certaines hormones telles que 17-B-cestradiol(E2) agissent comme un mitogeéne pour les
cellules CPNPC in vitro et in vivo (Siegfried et al., 2012) et peuvent moduler 1’expression des
geénes importants pour le controle de la prolifération cellulaire dans les lignées cellulaires
CPNPC (Siegfried, 2014). Par ailleurs, les rythmes circadiens contrélent une variété de
processus biologiques dont la division cellulaire et le métabolisme, deux mécanismes impliqués
dans la carcinogénése pulmonaire (Papagiannakopoulos et al., 2016). Les hormones ayant un
rythme circadien (e.g. mélatonine, hormone de croissance, cortisol) peuvent altérer la
croissance tumorale, via la suppression de I’angiogenése, la stimulation de I'immunité anti-
tumorale et le contrdle de certains oncogenes (Eismann et al., 2010) (Figure 7). Il a ét¢ montré
que les patients atteints d’un cancer du poumon subissaient une dérégulation des rythmes
circadiens, et plus particuliecrement une dérégulation de I’axe hypothalamo-hypophysaire
surrénalien (Mazzoccoli et al., 2010). Une insuffisance surrénale (diminution du niveau de
cortisol, d’aldostérone et d’androgeénes (DHEA, DHEA-S et androsténedione) est associée au
CPPC (Noguchi et al., 2016). La manipulation de la voie androgénique permet une meilleure

survie chez les patients exposés avant et aprés le diagnostic (Harlos et al., 2015).

Enfin, I’insuline et IGF-1 augmentent la susceptibilit¢ d’avoir un cancer du poumon car ils

peuvent étre un mitogéne puissant en signalant les voies Ras/MAPK et PI3K alors que IGFBP-
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3 (qui supprime ces deux voies) réduit leur risque (Ho et al., 2016). Lors de la tumorogénése et
le développement du cancer du poumon, on a observé une diminution de IGFBP-3 (Insulin-like
growth factor-binding protein), ce qui ferait de lui un biomarqueur possible du cancer du
poumon (Cao et al., 2012). Chen et al. (2009) a démontré que IGFBP-3 était inversement corrélé

avec le risque de cancer du poumon et qu’il pouvait agir comme suppresseur de tumeur.

ExolBi PE i us@APEERIEBER i B/EsE

L'inflammation des voies aériennes inférieures peut jouer un rdéle important dans le
développement du cancer du poumon (Wistuba, 2007). Cette progression pas a pas peut étre
facilitée chez les fumeurs qui développent une BPCO en raison de troubles de la clairance de
substances cancérigénes renforcés par le dépot de particules dans les grandes bronches (Segal
et al., 2002). L’inflammation chronique causée par des infections persistantes est largement
impliquée dans le développement tumoral (Coussens & Werb, 2002). L’initiation, la promotion
et la progression des tumeurs sont stimulées par 1’augmentation systémique des cytokines pro-
inflammatoires (TNF-a, IL-17, IL-1B, IFN-y) (Handschin & Spiegelman, 2008; Kawata et al.,
2012; Mei & Liu, 2016; Nadda et al., 2013). Par ailleurs, le développement tumoral peut étre
caus¢ par une dérégulation immunitaire et une auto-immunité (Grivennikov et al., 2010). En
fait, le microenvironnement tumoral est composé de cellules tumorales et de son stroma
environnant mais ¢également de cellules immunitaires innées (dont les macrophages, les
neutrophiles, les cellules NK (natural killers), les cellules dendritiques ...) et adaptatives
(Iymphocytes B et T) (de Visser & Coussens, 2006). La communication entre ces différentes
cellules est soit directe, soit par I’intermédiaire de la production de cytokines et de chimiokines.
En fonction de leur origine, les différentes cytokines peuvent a la fois induire ou inhiber la
croissance tumorale (Lin & Karin, 2007). A travers I’activation de certains effecteurs tels que
des facteurs de transcription (NF-kB (nuclear factor — kappa B) et AP-1 (activator protein) qui
sont des régulateurs du cycle cellulaire) et des caspases (Figure 8), les cytokines peuvent
contrdler I’environnement immunitaire et inflammatoire, soit en faveur de la progression
tumorale (avec IL-6, IL-17, IL-23), soit en faveur d’une immunité anti-tumorale (IL-24)

(Grivennikov et al., 2010) (Figure 9).

Dans le microenvironnement tumoral, I’immunité anti-tumorale est souvent supprimée par
plusieurs lignées de leucocytes, induisant une diminution de I’efficacité des thérapies

combinées du cancer du poumon (Dougan et al., 2011). Plus précisément, les cellules
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suppresseurs dérivées de myéloide (MDSC) générent des ERO et des cytokines immuno-
régulatrices supprimant les réponses des cellules T CD4 + et CD8 + favorisant la progression
tumorale et les métastases (Sawant et al., 2013). La reconnaissance de cette étape clé de la
carcinogenese et la découverte de médicament capable de restaurer I’immunité anti-tumorale
(I’immunothérapie) représentent aprés les thérapies ciblées, la 2°™ « révolution » dans le

traitement du cancer du poumon.

Les macrophages sont des cellules immunitaires innées jouant des roles centraux dans de
nombreuses réponses immunitaires. Ce sont des facteurs clés reliant I’inflammation et le cancer.
Ils constituent la majorité¢ de I’infiltration immunitaire au sein des tumeurs et dans la majorité
des cancers, la présence de macrophages associés aux tumeurs (TAMs) est de mauvais pronostic
(Conway et al., 2016). Par ailleurs, les macrophages M2 favorisent 1’angiogenése et sont

considérés comme promoteurs de tumeurs (Mantovani et al., 2002).

Le rdle des cellules immunitaires et de I’inflammation dans la carcinogenése pulmonaire n’est
pas encore totalement établi (Conway et al., 2016). Dans la partie 2.2.3, nous abordons plus

précisément les liens entre inflammation et cancer du poumon.
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Les radicaux libres sont des espéces moléculaires ayant un ou plusieurs électrons appariés, leur
nature chimique « instable » induit une réactivité trés importante. Au cours du métabolisme, les
cellules produisent de fagon permanente des espéces réactives. Les espéces réactives sont de
nature endogene et exogéne. Les sources endogeénes comprennent des peroxysomes et des
enzymes, en particulier les enzymes détoxifiantes provenant du complexe P450 et des
complexes des NADPH (nicotinamide adénine dinucléotide) oxydases (Nox). La plupart de ces
enzymes agissent dans la mitochondrie, qui est le site principal du stress oxydatif. Les sources
exogenes rassemblent quant a elles les radiations, les ultra-violets, les composés chimiques

(polluants environnementaux, fumée de cigarette, alcool), les champs électriques et I’exercice.

A 1’état physiologique, il existe un équilibre redox entre la production des especes réactives et
les systémes de défense antioxydants. Sous certaines conditions et notamment sous 1’effet de
certains stimuli endogénes (hypertension, diabéte ...) ou exogénes (polluants
environnementaux, tabagisme ...), il apparait un déséquilibre provoqué soit par une production
exagérée de radicaux libres soit par une diminution des défenses antioxydantes. On parle alors
de stress oxydatif. Ce mécanisme conduit a des altérations moléculaires, elles-mémes
impliquées dans de nombreux processus pathologiques comme le cancer, 1’athérosclérose,

I’inflammation, la dégénérescence neuronale ...

Les espéces réactives peuvent étre dérivées de 1’oxygeéne (ERO ou ROS), de 1’azote (ERN ou
RNS), du souffre (ERS ou RSS) ou du chlorure (ERC ou RSC). Les ERO sont les plus

abondantes dans 1’organisme et seront 1’objet de la prochaine partie.

2.1.1.[1La production des espéces réactives dérivées de I’oxygéne (ERO)

Au cours de phénomenes de stress oxydatif ou lors du métabolisme normal du dioxygene (O>),
certaines cellules vont produire des especes réactives dérivées de I’oxygene (ERO) et donner
naissance a des produits intermédiaires, pouvant étre induits suite a des réactions de Haber-

Weiss ou de Fenton. Les ERO forment une famille d’entités chimiques composée de :
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» [radicaux libres oxygénés (espeéces chimiques possédant un électron célibataire — non
appari€) qui sont le radical superoxyde (O;"), le radical perohydroxyle (HO;"), le radical
hydroxyle (OH®), le radical peroxyle (RO;") et le radical alkoxyle (RO")

» [Idérivés non radicalaires (ne possédant pas d’électron célibataire) dont la toxicité est
importante, tels que 1’oxygéne singulet, 1’anion peroxyde (O,-), le peroxyde

d’hydrogene (H,0»), et le peroxynitrite (ONOO-)).

On peut distinguer les radicaux primaires ayant un role physiologique particulier et les radicaux
secondaires, issus de la réaction des radicaux primaires avec des entités biochimiques
cellulaires (lipides, protéines, glucides...). La production d’énergie suite a la consommation
d’O; n’est pas la seule source d’ERO. Les sources de ERO peuvent étre endogénes ou exogeénes
(substances toxiques de I’environnement dont la fumée de cigarettes comme vu précédemment,
radiations ionisantes ou Ultra-Violets, champs électriques, xénobiotiques pro-oxydants et

cytokines pro-inflammatoires) (Ayala et al., 2014).

Les sources primaires d’especes réactives dérivées de 1’oxygene endogenes sont le réticulum
endoplasmique, les peroxysomes (importante source de H>O,) et la mitochondrie (Moldovan &
Moldovan, 2004) mais également une variété de mécanismes dont des réactions enzymatiques
et I’auto-oxydation de certains composés. En effet, de nombreux systémes enzymatiques

identifiés dans les cellules sont capables de générer des especes oxydantes (Birben et al., 2012) :

=[] les NAD(P)H oxydases sont des enzymes catalysant la formation d’O,"" en utilisant
NADH ou NADPH comme substrat. Outre leur role important dans la réponse
immunitaire, les NAD(P)H oxydases auraient également un role dans la croissance
cellulaire (Krause, 2004)

*[] la xanthine-oxydase joue un role important dans la production des ROS
(particulierement O, et H,O5). Elle catalyse la dégradation de I’hypoxanthine en acide
urique (sous condition de forte en ATP et de déficit en O,), mais également 1’oxydation
de la xanthine en acide urique (lors de I’ischémie/reperfusion ou en condition
hypoxique)

=[] le réticulum endoplasmique est doté d’enzymes catalysant de nombreuses réactions
détoxifiant les molécules liposolubles et certains produits métaboliques toxiques. Le
cytochrome P450, I’enzyme la plus connue de ce complexe, oxyde les xénobiotiques et
les AGI (acides gras insaturés), ce qui induit la production de ERO (McLean et al.,

2015). La production d’ERO est également li¢e a la présence de cyclo-oxygénase (Cox).
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La mitochondrie reste la principale source d’ERO dans 1’organisme, via la chaine respiratoire
mitochondriale. L’oxygéne est réduit a 95 % dans les mitochondries par voie enzymatique en
molécule non toxique comme H,O. Ainsi, au sein de la respiration mitochondriale, la réduction
de I’oxygene par 4 électrons conduit a la formation d’H,0. Cette réduction totale passe par
différentes étapes et environ 2 a 4% de 1’oxygene consommé au niveau mitochondrial induit la
formation d’espéces radicalaires, qui sont les intermédiaires de cette réduction et qui agissent
en cascade. Les trois principaux ERO sont 1’anion superoxyde, le radical hydroxyle et le

peroxyde d’hydrogéne.

Les radicaux superoxydes sont potentiellement toxiques mais ne sont pas les plus délétéres et
vont étre catalysés par les superoxydes dismutases, ce qui va engendrer la production de
peroxyde d’hydrogéne (H,O,) via les NADP[H] oxydases (NOX), la xanthine oxydase et les
acides aminés oxydases, dans les peroxysomes grace a la consommation d’une molécule
d’oxygene (Dupuy et al., 1991). Cette molécule peut devenir toxique via des réactions Haber-
Weiss et de de Fenton qui, en présence de métaux de transition vont donner naissance au radical
hydroxyle (-OH). ‘OH est le ERO le plus réactif et est régulé grace a la catalase (qui accélere
sa dismutation) et a la glutathion peroxydase qui catalyse sa réduction par le glutathion.
L’attachement de 1’oxygene sur des radicaux centrés sur le carbone engendre également la
formation de radicaux peroxyles (RO;"). L’oxydation d’un substrat RH donne naissance a des
hydroperoxydes (RO,H). La décomposition des RO,H par des cations métalliques engendre
quant a elle des radicaux alkoxyles (RO-"). La production d’autres radicaux est également
possible en présence de certaines substances ; par exemple, en présence de chloride, H,O, va

étre converti en acide hypochloreux (HOCI) (Figure 10).
2.1.2.[Les effets bénéfiques des ERO

Les espéces réactives jouent un réle important dans la régulation de la transcription des génes
et de la synthése protéique (Jackson, 2005; Steensberg et al., 2007), et dans le controle
physiologique de la fonction cellulaire : amplification des voies de signalisation, modification
du calcium intra-cytosolique (qui un régulateur essentiel dans certaines voies de signalisation
cellulaires) et activation de récepteurs des voies de signalisation intracellulaires, de protéines
kinases, des cascades des MAPK (mitogen-activated protein kinase), et des facteurs de

transcription tels que AP-1 and NF-kB (Delattre et al., 2005). Les MAPK et notamment p38 et
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INK, peuvent étre les médiateurs de signaux pro-apoptotiques et affecter certaines protéines

impliquées dans I’apoptose, telles que NF-kB ou caspase-3.

Une ¢lévation de la concentration en ERO est essentielle pour induire 1’expression de geénes
ayant une activité antioxydante. L’homéostasie redox repose sur 1’induction de cascades
médiées par les ERO, conduisant a une augmentation de 1’expression des enzymes
antioxydantes et/ou a une augmentation du systéme de transport de la cystéine qui lui-méme
facilite ’augmentation du glutathion intracellulaire (qui est un puissant antioxydant) (Droge,
2002). A long terme, la stimulation du systéme pro-oxydant, peut induire des adaptations du

systéme antioxydant (dans la partie 3.1.1., le cas de I’activité physique sera abord¢).

Les ERO jouent également un role dans la réponse immunitaire. Dans un environnement
pathogene et inflammatoire, une importante production d’ERO induite par les macrophages
constituerait la premiére ligne de défense (Droge, 2002). Elles permettent 1’adhérence des
leucocytes aux cellules endothéliales (Roy et al., 1999) et améliorent 1’activation fonctionnelle

des lymphocytes T (Hehner et al., 2000).

La production de radicaux libres est essentielle pour le métabolisme cellulaire. Par exemple, les
sirtuines sont des désacétylases d’histone NAD-dépendantes, impliquées dans le métabolisme
cellulaire via la régulation de mécanismes épigénétiques. Elles jouent un réle dans la réponse
oxydative en désacétylant de nombreux facteurs de transcription régulant les genes
antioxydants. Elles peuvent également activer le coactivateur proliferator-activated receptor-
gamma coactivator-la (PGC-1a) et les facteurs de transcription de la famille FOXO qui
stimulent 1’expression de geénes antioxydants tels que SOD2. Les sirtuines vont également

inactiver NF-kB (Merksamer et al., 2013) (Figure 11).
2.1.3.[1Les dommages oxydatifs

Le schéma ci-contre reporte les produits de dégradation induit par 1’oxydation des lipides, des

protéines et des acides nucléiques (Figure 12).

ERIAMXEIR Ehs @RI ull?]
Les cellules sont en partie constituées de lipides, notamment au niveau des membranes. Dans
les membranes, 1’oxydation des acides gras poly-insaturés (AGPI) peut altérer leur fonction,
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diminuer leur fluidité, inactiver leurs récepteurs et les enzymes, augmenter la perméabilité non
spécifique aux ions et perturber leur structure (Sathish et al., 2003). Les deux ERO pouvant
profondément affecter les lipides sont le radical hydroxyle et I’hydroperoxyde (Ayala et al.,
2014). Lors de la premiére phase de la peroxydation lipidique, les acides gras libres, les
phospholipides, les triglycérides, les esters de cholestérol et le cholestérol peuvent conduire a
la formation d’hydroperoxydes (ROOH), de radicaux et de diénes conjugués particuliérement
instables. Ces produits primaires de 1’oxydation lipidique vont par la suite se décomposer
rapidement en produits secondaires : les endoperoxydes cycliques qui eux-méme vont se
décomposer en produits terminaux : en aldéhydes (RCOH, i.e. le malondialdéhyde), en 4-
hydroxyl-alkénals (dont 4-hydroxynonénal) ou en isoprostanes. Ces produits de la peroxydation
lipidique et notamment les produits terminaux stables vont permettre d’évaluer I’oxydation des
lipides (Figure 13) (Guéritat, 2015). Il est également intéressant de mesurer les di¢nes
conjugués car cela permet d’accéder aux produits d’oxydation lipidiques primaires (Catala,

2012).

Les ERO peuvent également interagir directement avec les acides gras poly-insaturés (tels que
I’acide arachinodique) pour former de la 8-epiprostaglandine (PGF 2 a) appartenant a la famille

des isoprostanes.
» [Les isoprostanes

Les isoprostanes sont des ¢éicosanoides formés lors de la peroxydation lipidique des AGPI,
pouvant avoir des effets pro-inflammatoires. Parmi eux, les F2-isoprostanes sont des molécules
treés stables et fréquemment utilisées comme marqueur de la peroxydation lipidique (Roberts &
Milne, 2009) mais aussi comme marqueur de 1’inflammation (Basu & Helmersson, 2009). La
quantification des isoprostanes serait le dosage de référence pour I’évaluation du stress oxydant,
grace a leur stabilité et leur sensibilit¢ (Morrow & Roberts, 1997). Par contre, des précautions
doivent étre prises concernant les échantillons (prélévement et stockage) car des isoprostanes

peuvent se former accidentellement, via un processus d’auto-oxydation.
»[1Le 4-hydroxynonénal

Le 4-hydroxynonénal (4-HNE) est considéré comme le principal produit toxique généré par les
peroxydes lipidiques suite a des attaques sur les acides gras omega-3 et omega-6 (Esterbauer et

al., 1991). 4-HNE, réagit avec les protéines, peut conduire a I’apparition de groupements

Effet de la bétaine, de la C-phycocyanine ou de I’activité physique sur la croissance tumorale du cancer = 28
du poumon chez le rat- Carmen Dupuis - 2017



HO. *

AN\ B\ B\ py 00
arachidonate

radical arachidonyle i i it i

.
radical diéne conjugusé
= T‘
radical peroxyde
W arachidonate

™ 1
1 |
1 endoperoxyde hydroperoxyde :
|

“ |
: " +Fer \\“ \\\ -
I I 0 1
i HE—On, O p® L] :
: ethane MDA 1
1 N i il
: .‘:'{_‘E:l;,_“ I\/\I\N" . Produits i :
I | terminaux |1
1 pentane hydroxynonenal isoprostanes e L i atl 3 |

L----------------------------------------------—

Figure 13. Mécanismes en chaine de la peroxydation des acides gras. (Guéritat, 2015)




Introduction bibliographique Stress oxydatif et cancer du poumon

carbonyles dans les protéines (Michel et al., 2008). 4-HNE serait impliqué dans la régulation
de nombreux facteurs redox-sensibles comme Nrf2 (Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like
2), AP-1 et NF-kB et ainsi, impliqué, entre autres, dans la prolifération cellulaire, la survie
cellulaire et 1’apoptose (Ayala et al., 2014). Par ailleurs, 4-HNE est capable d’activer
PI3K/AKT (voie anti-apoptotique) via une modification et une inhibition de PTEN (phosphate
and tensin homolog deleted on chromosome 10), qui est considéré comme un geéne suppresseur
de tumeur et le régulateur primaire d’AKT (Chalhoub & Baker, 2009). Le dosage de 4-HNE
est moins utilisé que celui du MDA, cependant, celui-ci est possible par chromatographie en

phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (Michel et al., 2008).
» [lLe malondialdéhyde

Le malondialdéhyde (MDA) est le produit final de décomposition oxydative de lipides
insaturés, produit secondaire du métabolisme de ’acide arachidonique, relativement stable
grace a sa fonction aldéhyde (Steghens et al., 2001). Le MDA peut agir comme messager dans
la signalisation cellulaire et réguler 1’expression des geénes. L’excés de MDA produit peut
s’associer aux groupements amingés libres des protéines, conduisant a la formation de produits
d’addition pouvant altérer les propriétés biologiques des protéines concernées (Michel et al.,
2008). Le MDA est réguliérement utilis¢é comme marqueur de la peroxydation lipidique car il
réagit facilement avec 1’acide thiobarbiturique (TBA) (Ayala et al., 2014). Ainsi, les substances
réactives de 1’acide thiobarbiturique (TBARS) peuvent également étre utilisées comme
marqueur de la peroxydation lipidique. Cependant, leur concentration n’est pas spécifique a
I’attaque des lipides ; notamment, [’auto-oxydation des échantillons augmente leur
concentration. Le dosage des aldéhydes comme marqueur de la peroxydation lipidique n’est

pertinent que dans le cadre d’un régime alimentaire contrélé (Wilson et al., 2002).

B nxER @hs EZldze P P Flo?

Les protéines et les acides aminés peuvent subir des attaques indirectes (par glyco-oxydation et

lipo-oxydation) et des attaques directes conduisant a :

=[] I’apparition de groupements hydroperoxydes (-OOH) et de groupements carbonyles
suite a la fragmentation des protéines et I’oxydation du squelette carboné de la chaine

polypeptidique
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=[] I’oxydation des chaines latérales des acides aminés avec la formation de ponts
disulfures, de méthionine sulfoxyde et de groupements carbonyles qui subissent un
processus d’hydroxylation

=[] la formation de dérivés chlorés et nitrés (nitrotyrosine) lors du contact de la tyrosine
avec respectivement, le systtme MPO/H,0; et le radical oxyde nitrique (Pisoschi &

Pop, 2015).

L’oxydation des acides aminés va engendrer des modifications de structure des protéines et des
acides aminés pouvant altérer leurs propriétés biologiques voire les fragmenter ou les dénaturer.
En effet , les phénoménes d’oxydation peuvent conduire a I’inhibition de la phosphorylation de
certaines protéines, a I’inactivation d’enzymes, ou encore a la formation de ponts disulfures

(Delattre et al., 2005).

Les principales cibles de 1’oxydation sont les acides aminés basiques (arginine, histidine,
lysine), les acides aminés aromatiques (phénylalanine, tryptophane et tyrosine) et les acides
aminés soufrés (cystéine et méthionine) (Delattre et al., 2005). Les acides aminés soufrés et
aromatiques sont les plus redox-sensibles. Les dommages sur la cystéine et la méthionine sont
réversibles ; pour toutes les autres protéines, selon la nature des dommages, leur oxydation
engendre leur dégradation (Coux, 2011). Les groupements carbonyles des protéines et les
nitrotyrosines sont des produits stables de 1’oxydation des protéines et permettent ainsi de

I’évaluer. Les protéines carbonylées sont utilisées afin d’évaluer 1’oxydation des protéines.

B nxBR s BRIdRPRIP0S uPdPlP uPla?]

Les produits de la peroxydation lipidique peuvent interagir avec I’ADN, conduire a la formation
d’adduits et engendrer des modifications telles que des mutations génétiques impliquées dans
la carcinogénése (Valko et al., 2004). La génotoxicité des ERO dans les divers processus
cellulaires est la principale cause de la cancérogenése induite par le stress oxydatif (Lee & Lee,
2006). A trop fortes concentrations, les ERO ont des effets déléteres en induisant 1’apoptose
des cellules saines, via 1’activation de diverses protéines (NF-kB, p38, JNK) et de caspases et
le codage de I’expression de cytokines pro-inflammatoires (IL1-f, IL-6 IL-18, IFN-y, TNF-a)
(Naik & Dixit, 2011). Les ERO et notamment le radical hydroxyle, peuvent alors engendrer de
nombreuses dégradations au niveau des acides nucléiques, en induisant des cassures simples ou
double-brin, I’oxydation des bases puriques et pyrimidiques, des mutations au sein de I’ADN
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et une inactivation des protéines et des enzymes impliquées dans les voies de signalisation. La
formation de 8-hydroxy-2’-désoxyguanosine (8-OHdG) est communément utilisée pour
évaluer les dommages a I’ADN. La formation de 8-ox0-7,8-dihydroguanine (8-oxoGua) permet
¢galement d’évaluer les dommages sur I’ADN. La présence de résidus 8-oxoGua dans I’ADN
conduisent a des transversions GC—TA, et leur présence dans la cellule peuvent engendrer des

mutations ponctuelles (Tudek et al., 2010).

La production accrue d’ERO peut également affecter des mécanismes épigénétiques tels que la
méthylation de I’ADN (Hitchler & Domann, 2007). Plus précisément, les ERO (notamment
I’anion superoxyde et peroxyde d’hydrogeéne) augmentent la méthylation de I’ADN, via une
hyperméthylation de PKCe (protein kinase Ce), de RUNX3 (runt-related transcription factor 3)
ou de DNMT1 (DNA (cytosine-5)-methyltransferase 1) (Wongpaiboonwattana et al. 2013;
Xiong et al., 2012).

Enfin, les ERO peuvent jouer un role dans la réponse inflammatoire et activer certaines voies
de signalisation redox-sensibles (abordés respectivement dans les parties 2.2.3 et 2.2.4 dans le

cadre du cancer du poumon).
2.1.4.[Les systémes de défense antioxydants

Pour contrer les dommages oxydatifs, 'organisme est doté de plusieurs systémes de défenses.
Une grande variété de molécules, désignées sous le terme d'antioxydants, assurent une
protection des sites biologiques, du fait d'une élimination directe ou indirecte des molécules
pro-oxydantes. La régulation des ERO se fait soit par la stimulation des systémes antioxydants
constitutifs de la cellule, soit par I’induction de génes impliqués dans la réponse antioxydante
et la répression de geénes impliqués dans la réponse pro-oxydante (You & Chan, 2015). Un
antioxydant peut étre défini comme une substance qui, présente a de faibles concentrations
comparées a celles des substrats oxydables, prévient significativement ou retarde l'initiation du
processus d'oxydation. Selon le type, les antioxydants peuvent agir en réduisant ou en dismutant
les ROS, en les piégeant pour former un composé stable, en séquestrant les métaux de transition
libres ou en générant du glutathion (GSH), molécule biologique antioxydante d'importance. Les
antioxydants sont donc des régulateurs du taux de pro-oxydants dans l'organisme. Le systéme
de défense contre les ERO est composé d’antioxydants endogénes (synthétisés par le corps) ou
exogenes (apportés par I’alimentation, qui feront 1’objet d’une autre partie). Ces défenses

antioxydantes peuvent étre des enzymes, des protéines, des molécules de petite taille telles que
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les vitamines, ou bien encore des oligo-¢éléments agissant sur les différents sites de la cellule
(Figure 14) (Garait, 2006). Les principales enzymes antioxydantes intracellulaires sont les
superoxyde dismutases, la catalase et les glutathion peroxydases. Les principaux antioxydants
non enzymatiques sont : le glutathion, 1’acide urique, la bilirubine, 1’acide lipoique, et la
coenzyme Q10. Des protéines enzymatiques comme les thiols oxydoréductases et transférases
(systéme des thiorédoxines, peroxirédoxines, et gluatarédoxines) et des hémes oxygénases, des
protéines non enzymatiques (transferrine, ferritine, lactoferrine, céruloplasmine, albumine,
métallothionéines ...) et des facteurs de transcription codant pour des génes impliqués dans la
réponse antioxydantes complétent ce systéme de défenses antioxydantes. D’autres molécules
peuvent présenter des propriétés antioxydantes, comme les sels d’urate, certaines protéines ou
certains acides aminés (exemple : tryptophane, tyrosine, histidine, cystéine ...) mais leur
pouvoir antioxydant intracellulaire reste difficile a apprécier car ils font intervenir de nombreux

facteurs (Pisoschi & Pop, 2015).
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Suite a une attaque radicalaire, la détoxification active des especes réactives va se faire grace
aux trois principales enzymes antioxydantes intracellulaires: le superoxyde dismutase (SOD),

la catalase (CAT) et le glutathion peroxydase (GPx) (Delattre et al., 2005) (Figure 15).
»[La superoxyde dismutase

La SOD est la premicre ligne de défense de 1’organisme contre les ERO, qui catalyse la
dismutation de ’anion superoxyde en hydrogéne peroxyde et en oxygene. Il y a 3 isoformes
des SOD a cofacteurs métallique (CuZn-SOD, Mn-SOD, Ec-SOD) et sont localisés soit dans le
cytoplasme (CuZn-SOD, SODI1), soit dans la mitochondrie (Mn-SOD, SOD?2), soit dans la
matrice extra-cellulaire (Ec-SOD, SOD3). Les réactions catalysées par SOD sont les suivantes :
M™Y"—SOD + 0, Mn" —SOD + 0, et Mn' — SOD + O, + 2H'> M™*V" — SOD + H,0,
(Birben et al., 2012).

> [1La catalase

La CAT est une enzyme héminique localisée essentiellement dans les peroxysomes, permettant

la suppression des fortes concentrations de peroxyde d’hydrogéne (2H,0,~> O, + H,0) mais
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permet également la dégradation de certains substrats (notamment dégradation hépatique de

I’alcool et de I’éthanol en acétaldéhyde) (Subst + H,O,—> résidu + H,0) (Delattre et al., 2005).
» [Le glutathion peroxydase

Le GPx qui est une enzyme a cofacteur de sélénium se localisant dans le cytosol et la matrice
mitochondriale. Son action nécessite la présence de glutathion réduit (GSH). Elle a pour activité
la dégradation des peroxydes organiques (ROOH) (et notamment des peroxydes lipidiques
résultant de I’effet du stress oxydatif sur les acides gras poly-insaturés) et de la majorité du
peroxyde d’hydrogeéne : 2GSH + H,O,~> GSSG + 2H,0 et 2GSH + ROOH - GSSG + ROH
+ H,O0. 1l existe 4 types de GPx encodant différents génes : GPx1 (au sein de la cellule, qui
réduit les peroxydes lipidiques et H,O,), GPx2 (dans les cellules épithéliales gastro-intestinales,
qui réduit les peroxydes provenant de 1’alimentation), GPx3 (dans la matrice extra-cellulaire)
et GPx4 (hydroperoxyde phospholipide GPx permettant la réduction des lipides estérifiés)
(Arthur, 2000).

»[1Le glutathion réductase

La glutathion réductase permet, quant a elle, la régénération NADPH-dépendante du glutathion

réduit a partir du glutathion oxydé.
» [Les thiorédoxines

D’autres enzymes ont une activité antioxydante, comme les thiorédoxines (TRx), qui sont des
enzymes d’oxydo-réduction intrinséques comme toutes les protéines a groupement thiol (-SH),
et qui jouent un role important dans la régulation du systéme immunitaire. Elles facilitent la
réduction d’autres protéines en formant des ponts disulfures entre les résidus cystéine. Les
thiorédoxines réductases (TRxR) maintiennent les TRx dans un état réduit actif. L’attaque
nucléophile du pont disulfure de la protéine substrat va libérer un thiol, ce qui va engendrer la
formation d’un pont disulfure entre la protéine et la TRx, et aboutir a une forme oxydée de la
thiorédoxine. C’est alors que la TRxR réduit la TRx, en transférant des électrons provenant de

NADPH et permet ainsi la régulation des ERO et de I’apoptose (Collet & Messens, 2010).
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» [1Les glutathion S-transférases

Les Glutathion S-transférases (GST) sont une famille de supergénes d’enzymes de phase II
ayant une activité antioxydante, présents dans de nombreux tissus dont le poumon, sous trois
formes : cytosolique, mitochondriale et microsomale, jouant un réle dans le métabolisme des
eicosanoides et du glutathion (GSH) (Hayes & McLellan, 1999). Ces enzymes catalysent la
détoxification d’une variété de composés réactifs électrophiles et inactivent les métabolites
secondaires tels que les aldéhydes insaturés, les epoxydes et les hydroperoxydes (Cote et al.,

2009).
» [ILes hémes oxygénases

D’autres systémes endogeénes peuvent étre considérés comme antioxydants. Le systéme des
hémes oxygénases est constitu¢ de trois isoenzymes : HO-1 inductible, HO-2 conductible et
HO-3. Les HO permettent la conversion de I’héme en monoxyde de carbone, en biliverdine et
en fer et ont donc un effet protecteur indirect car il vient de la transformation de la biliverdine
en bilirubine et vient é¢galement du fer produit par I’activité de HO, qui stimule la synthése de

la ferritine (Loboda et al., 2016).
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Il peut arriver que les espéces oxygénées passent les premicres lignes de défense. Une
détoxification passive aura alors lieu. Elle inclut tous les antioxydants non enzymatiques
capables de neutraliser seulement un radical libre par molécule tels que les vitamines C et E,
les caroténoides, les composés phénoliques, les flavonoides, 1’albumine, ’acide urique, les
polyamines, 1’acide lipoique, ... Les composés pouvant étre dans I’alimentation, tels que les

caroténoides, les vitamines E et C et les oligo-¢léments seront abordés dans la partie 3.2.
»[1Le glutathion réduit et oxydé

Le glutathion est un tripeptide pouvant interagir avec les especes réactives oxygénées mais est
principalement utilis¢ comme substrat de la glutathion peroxydase, qui assure 1’élimination des
lipides oxydés et le peroxyde d’hydrogene (Birben et al., 2012). Le glutathion est également
capable d’interagir avec des électrophiles, des oxydants, des radicaux, des métaux et des

disulfides (Figure 16). Des concentrations élevées en GSH augmentent la capacité antioxydante
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(Ballatori et al., 2009). Le glutathion est présent sous forme réduite (GSH) ou oxydée (GSSG).
Sous conditions oxydatives, les atomes sulfures de deux molécules de GSH donne chacun un
¢lectron et sont convertis en GSSG (Giustarini et al., 2016). Une augmentation du GSSG
intracellulaire peut survenir suite une rupture d’H,O; par le glutathion peroxydase. Le ratio
GSH/GSSG est un indicateur du stress oxydatif (Zitka et al., 2012). Le ratio tend a diminuer
soit par une augmentation du glutathion disulfide, soit une diminution du GSH. L’équilibre
redox peut étre maintenu, méme face a un stress oxydatif par augmentation de I’activité du
glutathion réductase ou via 1’¢limination du GSSG par les cellules. Un ratio GSH/GSSG élevé
est le reflet d’une augmentation susceptible du stress oxydatif, pouvant induire des dommages
impliqués dans les maladies telles que le cancer (Ballatori et al., 2009). Il est présumé que la
diminution de GSH contribue a la mort cellulaire seulement lorsque le stress oxydatif est
prolongé et que les systémes cellulaires ne sont pas suffisants pour contrebalancer les attaques
des ROS. En effet, dans les mitochondries saines, les niveaux de mGSH peuvent faire face aux
ERO générés apres un stimulus apoptotique (Mari et al., 2013). De plus, des concentrations trop

basses en GSH induisent une diminution des défenses immunitaires.

Par ailleurs, certains facteurs de transcription tels que Nrf2 ou des myokines telles que ’irisine

participent également a la réponse antioxydante.
» []/Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 (Nrf2)

Nrf2 est un facteur de transcription faisant partie du systéme antioxydant endogeéne. Dans des
conditions normales, de faibles concentrations de Nrf2 maintenues par la dégradation
protéosomique grace a un mécanisme Keap-1-dépendant promeuvent une ubiquitination
efficace et un renouvellement rapide (Shibata et al., 2008). Keap1 régule négativement I’activité
de Nrf2 en ciblant la dégradation protéosomique (Singh et al., 2006). Aprés phosphorylation et
détachement de son inhibiteur Keap-1, Nrf2 est transféré dans le noyau et se lie a des éléments
de réponse antioxydante (ARE) eux-méme liés a des geénes codant pour des protéines
détoxifiantes antioxydantes (Figure 17). Par une induction transcriptionnelle des génes porteurs
d’ARE, Nrf2 active donc des voies cellulaires impliquées dans la régulation des lésions
oxydatives, de I’inflammation, de I’immunité et de I’apoptose (Cho et al., 2006). Nrf2 augmente
¢galement 1’expression de plusieurs enzymes protectrices et détoxifiantes de phase II et des
enzymes antioxydantes comme les péroxyrédoxines (Shibata et al., 2008), SOD, CAT, et HO-
1; et controle positivement 1’expression de plusieurs protéines et enzymes impliquées dans la

génération de glutathion (Rotblat et al., 2012) (Figure 17).
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Figure 17. Activation de la voie Keap1/Nrf2. (May, 2012)
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> [L’irisine

L’irisine est considérée comme une myokine proliferator-activated receptor-gamma
coactivator-la (PGC-1a)-dépendante et est une hormone protéolytique dérivée du FNDCS,
secrétée par les myocytes (Zhu et al., 2015). Une augmentation de 1’expression de I’irisine
refléte I’action du co-activateur transcriptionnel PGC-1a. Ce co-activateur médie de nombreux
programmes biologiques reliés au métabolisme énergétique, et notamment un coactivateur de
PPARY qui module I’expression d’uncounpling protein-1 (UCP-1) et la thermogenése. PCG-
la controle également la biogenése mitochondriale et le métabolisme oxydatif de nombreux
types cellulaires et stimule 1’expression d’antioxydants tels que GPx1, CAT, MnSOD et
I’expression de produits génétiques musculaires comme FNDCS5 (qui encode I’irisine) (St-
Pierre et al., 2006). Il conduit & un brunissement de la graisse blanche via 1’¢lévation de UCP-
1 menant a la thermogenése et I’amélioration métabolique (Halpern, 2016). PGC-1a joue un
role dans le contrdle des ERO, en supprimant leur production par 1’augmentation de
I’expression de genes impliqués (i.e. FOXO, Nrf2) dans la détoxification des ERO, par
I’augmentation de I’expression des UCP qui sont capables d’atténuer la production d’ ERO et
par la modulation de p53 (qui est un géne suppresseur de tumeur) (Fu et al., 2016; Garcia-
Quintans et al., 2014; Sen et al., 2011). L expression d’irisine peut donc étre considérée comme
un marqueur du stress oxydatif (Ost et al., 2016), et ce d’autant plus qu’elle est positivement
corrélée au MDA et négativement au GSH (Samy et al., 2015). L’augmentation de I’irisine

serait donc une réponse possible au stress oxydatif (Samy et al., 2015).
»[1Les glutarédoxines

Les glutarédoxines (des thioltransférases) sont des protéines dithiols ou monothiols impliquées
dans la régulation redox des facteurs de transcription (par exemple NF-xB, AP-1) et les
cascades de signalisation. La glutarédoxine est réduite par le glutathion cellulaire réduit (GSH),
qui est lui-méme réduit par NADPH et le glutathion réductase. Les glutarédoxines sont capables
de réduire les ponts disulfures ainsi que les protéines disulfures oxydées et le produit formé par

le complexe protéine oxydée/molécule de glutathion (Vlamis-Gardikas & Holmgren, 2002).
D’autres défenses antioxydantes non enzymatiques participent a la détoxification des ERO :

» [les protéines thiols

»[I’acide urique qui interagit avec les ERO et tout particuliérement le radical hydroxyle
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> [la bilirubine, I’albumine

» [les protéines régulatrices, de transport, et de séquestration des métaux de transition
(ferritine, transferrine)

» [les protéines découplantes (UCP)

»[lle coenzyme Q10 (ubiquinone) qui est principalement présent sous sa forme réduite
(ubiquinol) et qui est capable d’inhiber la peroxydation lipidique

» [les autres antioxydants (vitamines, polyphénols, métaux) apportés par I’alimentation

(traités en partie 3.2).
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Le stress oxydatif est reconnu pour étre impliqué dans de nombreuses pathologies dont le

cancer, notamment via les dommages sur I’ADN.
2.2.1.[Le stress oxydatif et les étapes de la cancérogenése pulmonaire

Le stress oxydatif intervient dans les trois stades du cancer. Lors de D’initiation, les ERO
peuvent produire des dommages sur I’ADN par mutations génétiques et altérations structurelles
dans ’ADN. Lors de la promotion, les ERO contribuent a une expression génétique anormale
,au blocage de la communication entre cellules et & des modifications des systémes de seconds
messagers. Il en résulte une augmentation de la prolifération cellulaire et une diminution de
I’apoptose. Enfin, les ROS participent a la progression tumorale par addition d’altérations de

I’ ADN sur les cellules initiées (Klaunig et al., 1998; Reuter et al., 2010).

Les poumons ont un fort risque de pathologies induites en partie par les radicaux libres
provenant de I’oxygene et par la peroxydation lipidique. Ceci est dii au fait que le tissu
pulmonaire contient des acides gras insaturés, qui sont des substrats lors de la peroxydation
lipidique mais également au fait que les poumons sont exposés a de trés fortes concentrations
en oxygene (Torres et al., 2004). Chez les individus sans pathologie, les taux de peroxydation
lipidique sont faibles car les poumons possédent des systémes de défense antioxydants tres
puissants. Dans certaines conditions, les défenses antioxydantes pulmonaires sont amoindries.
Dans de nombreux cas tels qu’une exposition chronique a une situation de stress oxydatif élevé
ou une pathologie (diabéte, cancer, maladies neuro-dégénératives ...), la peroxydation des
membranes lipidiques semble inévitable (Torres et al., 2004).
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Par ailleurs, certains oncogeénes (dont Ras) sont connus pour induire 1’augmentation de la
concentration d’ERO (Ogrunc et al., 2014; Visconti & Grieco, 2009). Un taux élevé d’especes
pro-oxydantes et un taux bas de molécules antioxydantes ont été relevés chez les patients
atteints du cancer du poumon a un stade avancé comparativement a une population saine (Esme
et al., 2008). Les concentrations de MDA et de 8-OH-dG des patients atteints d’un cancer du

poumon sont plus élevées que celles d’une population saine (Cobanoglu et al., 2011).

Les génes (NFE2L2, Nqol) impliqués dans la modulation des composés oxydants et déléteres
semblent jouer un role important dans les interactions avec I’environnement génétique du
cancer du poumon (Seibold & Schwartz, 2011). Les dommages oxydatifs au niveau de I’ADN
engendrent la formation de Iésions comme 8-oxo-deoxyguanosine et le stress oxydatif accentué
cause une augmentation de la formation d’adduits 8-oHdG (Conaway et al., 1991). 8-oHdG est
un marqueur important dans la cancérogenese dil a ses instabilités et sa capacité a causer les

transversions de G (guanine) en T (thymine) et A (adénine) en C (cytosine) (Cheng et al., 1992).

2.2.2.[1Modifications des défenses antioxydantes lors d’un cancer du poumon

Lors d’un cancer du poumon, de nombreuses altérations au niveau des défenses antioxydantes
ont été observées et notamment des perturbations au niveau des défenses enzymatiques et de

I’expression de Nrf2 et de I’irisine.
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Kontakiotis et al. (2011) ont mis en évidence une augmentation de la capacité antioxydante
totale et de I’expression du glutathion dans liquide de lavage broncho-alvéolaire (LLBA) de
patients atteints d’un cancer, sans augmentation au niveau sérique. Cette augmentation au
niveau du LLBA représenterait une réponse adaptative induite par un stress oxydatif chronique

local causé par le cancer.

Une autre étude a mis en évidence une augmentation de GSH au niveau du fluide de revétement

épithéliale ainsi qu’une diminution de I’activité¢ de SOD (Melloni et al., 1996).

Enfin, une étude comparant des tissus sains a des tissus tumoraux pulmonaires a montré une
augmentation de Mn-SOD et CuZn-SOD et une diminution de Ec-SOD dans les tissus tumoraux

(Svensk et al., 2004). Mn- et CuZu-SOD sont les plus étudiés. Des études précédentes ont mis
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en évidence que leur expression était associée a un mauvais pronostic (Kinnula & Crapo, 2004)
et qu’ils pouvaient étre une cible de p53 (Pani et al., 2000). De plus, une surexpression de Mn-

SOD a été associée a la prolifération cellulaire in vitro (Kahlos et al., 2000).
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Nrf2 permet une protection des cellules normales mais aussi des cellules tumorales. En effet,
I’action permanente antioxydante de Nrf2 diminuant le niveau de ROS intracellulaire pourrait
favoriser la survie des cellules cancéreuses (Chartoumpekis et al., 2015). Cette activation peut
étre due a plusieurs facteurs : 1) I’impossibilité¢ de Keap1 de séquestrer Nrf2 dans le cytoplasme,
2) une anomalie de Nrf2 ou de I’expression de son géne 3) la participation de Nrf2/Keap1 dans
les voies impliquées dans le cancer (Padmanabhan et al., 2006). Ainsi, dans le cancer du
poumon, plusieurs études ont montré I’importance de Nrf2. En effet, une expression aberrante
ou une activation des membres de la voie de Nrf2 sont trés fréquentes dans le cancer du poumon
(Ganan-Gomez et al., 2013). Dans des lignées cellulaires, des mutations faux-sens de Keapl
¢taient associées a une perte de la répression de Nrf2 (Padmanabhan et al., 2006). De plus,
Singh et al. (2006) ont montré dans 6 lignées de cancer du poumon sur 12 et dans 10 cancers
pulmonaires non a petites cellules sur 54, qu’une mutation, une insertion ou une délétion de
Keapl était présente et que ces cellules présentaient une augmentation du niveau de Nrf2
associée a la transcription de ses geénes cibles. De méme, dans une étude portant sur 65 cas de
cancer du poumon, il a été décrit une fréquence élevée de mutation de Keapl dans les

adénocarcinomes du poumon (Ohta et al., 2008).

Une forte expression constitutive de Nrf2 est observée dans de nombreuses cellules cancéreuses
montrant une résistance au traitement anti-cancer. Une surexpression aberrante ou une hyper-
activation de Nrf2 dans les cellules associée a une activité importante de PI3K/AKT peut
engendrer un phénotype hyper-prolifératif et éventuellement, une croissance tumorale (Ganan-
Gomez et al., 2013). Des mutations somatiques communes au niveau de la région de codage du
gene Nrf2 sont associées a un mauvais pronostic dans le cadre d’un carcinome squameux du
poumon (Shibata et al., 2008). Les mutations résultant d une perte de la fonction de Keap1 sont
davantage courantes dans les adénocarcinomes pulmonaires (Ohta et al., 2008; Padmanabhan
et al., 2006; Singh et al., 2006). Nrf2 peut étre une molécule cible importante dans le traitement

des cancers du poumon non-a-petites-cellules, ou sont présentes des mutations des génes
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EGFR, K-Ras ou Keapl (Yamadori et al., 2012). La suppression de la surexpression de Nrf2

apparait étre une stratégie thérapeutique intéressante (Lim et al., 2013).
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Actuellement, peu d’études se sont intéressées au role de I’irisine dans la carcinogénése. Une
¢tude sur le cancer du sein a mis évidence que les niveaux d’irisine sériques étaient
significativement inférieurs chez les patientes ayant un cancer mammaire que chez les femmes
du groupe controle (Provatopoulou et al., 2015). Une autre étude, in vitro cette fois, avait montré
qu’un traitement a I’irisine diminuait le nombre de cellules malignes MDA-MB-231 (cancer du
sein), leur migration et leur viabilité, via une activation de 1’apoptose caspase-dépendante
(Gannon et al., 2015). Par ailleurs, il a ét¢ montré que I’irisine inhibait 1’activation de la voie
de signalisation ROS/p38 MAPK/NF-kB supprimant ainsi 1’inflammation vasculaire et le
dysfonctionnement endothélial retrouvés dans I’athérosclérose (Zhang et al., 2016). Outre son
role dans le stress oxydatif, I’irisine régule divers mécanismes dont I’apoptose et certaines voies
de signalisation intracellulaires (Shao et al., 2016), dont PI3K/AKT (Liu et al., 2015; Xin et al.,
2016) et peut inhiber la prolifération des myoblastes cardiaques (Xie et al., 2015). Dans une
étude trés récente, il a ét€ montré qu’un traitement a I’irisine réduisait 1’invasion des cellules
A549 via I'inhibition de la transition épithélio-mésenchymateuse, qui est un processus de
reprogrammation ¢épithéliale impliqué dans le développement du cancer, et de la voie

PI3K/AKT (Shao et al., 2016).
2.2.3.[IStress oxydatif, inflammation et cancer du poumon

L’inflammation joue un rdéle ambivalent dans le cancer (Huang & Mellor, 2014). D’un c6té,
I’inflammation induit la formation d’ERO (Azad et al., 2008) pouvant contribuer a la
cancérogenese par I’intermédiaire d’une instabilité génomique, des altérations génétiques, une
résistance a 1I’apoptose, I’angiogenése et des métastases (Coussens & Werb, 2002; Fitzpatrick,
2001). De plus, I’inflammation chronique peut étre liée a la tumorogénése dans certaines
conditions (Grivennikov et al., 2010; Vivier et al., 2008). D’un autre c6té, de nombreux
marqueurs inflammatoires stimulés par les ERO peuvent induire des mécanismes anti-tumoraux

(Pedersen et al., 2016).
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Les cytokines sont des substances de la signalisation cellulaire du systéme immunitaire jouant
un role important dans les réponses inflammatoires et immunitaires (DeCotiis et al., 2016). Les
cytokines sont régulées, sous 1’action de stimulations immunitaires spécifiques, par de
nombreux mécanismes : production en cascade et amplification, action synergétique, inhibition
direction ou rétro-inhibition ; et apres liaison a leurs récepteurs, les cytokines peuvent induire

une production d’ERO (Delattre et al., 2005).

TNF-a est I’'une des principales cytokines pro-inflammatoires. La relation entre TNF-a et les
ERO est a double sens. En effet, lors de la nécroptose (nécrose programmeée) induite par TNF-
a, la phosphorylation de MLKL (mixed lineage kinase domain-like) médiée par RIPK1/3
(receptor interacting protein kinases) génére une production d’ERO au niveau de la
mitochondrie et une activation de JNK (c-Jun N-terminal kinases) (Hennet et al., 1993; Zhao et
al., 2012). Mais la production ROS peut également induire une expression de TNF-a (Liu et
al., 1998). TNF-a peut étre soluble (STNF) ou li¢ a une membrane (mTNF). L attachement de
sTNF au récepteur TNFR1 peut engendrer 1’activation de NF-kB. En aval de TNF-a, les ERO
sont essentiels a la signalisation de NF-kB qui contrdle I’expression de nombreux facteurs anti-
apoptotiques mais également I’expression de génes codant pour I’apoptose, comme c-myc ou
p53 (Blaser et al., 2016). TNF-a est impliqué notamment dans I’apoptose, la différenciation
cellulaire et la transcription génique, par 1’activation de caspases et de kinases spécifiques telles
que MAPK, et de NF-kB (Figure 18). TNF-a stimule a la fois la mort cellulaire via 1’apoptose
(caspase-dépendante) et la nécrose (qui n’est pas caspase-dépendante) (Fiers et al., 1999), et la
survie cellulaire via D’activation de facteurs de transcription augmentant des protéines
apoptotiques (Baud & Karin, 2001). TNF-a induit I’apoptose en ciblant les cellules a travers
son récepteur TNFarl, en activant deux types de caspases impliquées dans I’initiation et
I’exécution de 1’apoptose (B. Liu et al., 1998). TNF-a est notamment capable d’augmenter

I’activité de caspase-3 (Hughes et al., 2005).

Par ailleurs, TNF-a pourrait réguler la fonction protéique de manicére redox-dépendante

(Sullivan et al., 2000).

Aucune différence d’expression TNF-o au niveau du liquide de lavage broncho-alvéolaire

(LLBA) n’a été trouvée entre des sujets sains et des sujets ayant le cancer du poumon (Chen et
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Figure 18. Voies activées suite a la fixation de TNF- a sur le récepteur TNFR-1. (van Horssen, Ten
Hagen, & Eggermont, 2006) APAF-1, apoptosis protein activating factor 1; Bcl-2, B-cell lymphoma
2; Bid, Bak, Bax, and Bcl-XL, mitochondrial proteins of the Bcl-2 family; CAD, caspase-activated
DNAse; Caspase- 3/8/9, cysteine aspartase (apoptotic protease) 3/8/9; Cdc37, co-chaperon of HSP90;
cIAP, cytoplasmic inhibitor of apoptosis; cFos/ cJun, transcription factors; DD, death domain;
EndoG, mitochondrial DNAse; FADD, Fas-associated DD; HSP90, heat shock protein 90; I-CAD,
inhibitor of CAD; IkB, inhibitor of NF-x B; IKK a / B, I ¥ B kinase; JNK, cJun n-terminal kinase;
MEKKI1, mitogen-activated protein kinase/extracellular signal-related kinase kinase 1; MKK3/7,
MAPK kinase 3/7; NEMO, NF-kB essential modulator; NF-xB, nuclear factor kappa B transcription
factor; NIK, NF-«B inducing kinase; p38MAPK, p38 mitogen-activated protein kinase; RIP, receptor
interacting protein; SODD, silencer of DD; sTNFR-1, soluble TNFR-1; TNF- a , tumor necrosis
factor alpha; TNFR-1, TNF receptor 1; TRADD, TNF receptor-associated DD; TRAF-2, TNF
receptor-associated factor-2.
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al., 2014). Par contre, les concentrations en TNF-a sériques étaient plus €levées chez des
patients ayant un cancer du poumon que chez des sujets sains (Dalaveris et al., 2009; De Vita

et al., 1998).
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Les NF-kB sont des protéines faisant partie de la famille des facteurs de transcription
impliquées dans de nombreux processus cellulaires normaux comme les réponses
inflammatoires et immunitaires, la croissance cellulaire et 1’apoptose. Ces facteurs de
transcription sont trés actifs aux différents stades de maladies telles que le cancer, les

inflammations chroniques, 1’asthme, les maladies neurodégénératives et cardio-vasculaires.

I1 existe 5 formes de NF-kB : p50, p52, c-Rel et Rell (p65), Rel-B encodées respectivement
par NFkB1, NFkB2, REL, REL A et REL B. Les NF-kB sont liés par un domaine de
liaison/dimérisation a I’ADN appelé le domaine d’homologie Rel (RH : Rel Homology) en N-
terminal. NF-«B se lient aux sites kB présents sur le promoteur des génes cibles et régulent leur
transcription via le recrutement de coactivateurs et co-répresseurs. Seuls p65, c-Rel et Rel B
possédent le domaine d’activation de la transcription nécessaire a la régulation positive de
I’expression des genes (Karin & Lin, 2002; Pahl, 1999). p50 et p52 peuvent uniquement
réprimer la transcription sauf s’ils s’associent a un autre NF-«kB contenant un domaine
d’activation de la transcription ou a d’autres protéines capables de recruter des coactivateurs.
La partie N-terminale de NF-kB donne la sélectivité des sites kB et les résidus hydrophobes du

domaine C-terminal octroyant I’interface de dimérisation entre les sous-unités de NF-kB.

Dans son état inactif, les dimeres de NF-kB sont liés soit a une protéine : [kB-a, IkB-f ou IxB-
g, soit a un précurseur des protéines p100 et p105. Les protéines IkB permettent le maintien des
dimeres de NF-kB dans le cytoplasme et ainsi, inactivent NF-kB et préviennent la translocation
nucléaire et leur liaison a I’ADN. IkB-a est la protéine la plus étudiée et est rapidement
dégradée pendant I’inactivation de la voie de signalisation de NF-kB, ce qui induit la libération

de nombreux dimeres de NF-kB. p65/p50 est I’'une des premiéres cibles de IkB-a.

Les NF-kB peuvent étre activés par de nombreux stimuli incluant les cytokines pro-
inflammatoires, les mitogénes des cellules T et B, des bactéries, des lipopolysacccharides, des

virus et les phénomenes de stress cellulaire et notamment par les ERO. Trois voies d’activation
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de NF-kB sont décrites. La voie la plus classique est déclenchée en réponse a des infections ou
a la présence de cytokines pro-inflammatoires activant le complexe IKK et conduisant a la
phosphorylation puis la dégradation de IxkB. L’activation de cette voie est importante pour
I’immunité innée et peut jouer un réle important dans 1’inhibition de 1’apoptose dans certaines
conditions (Figure 19). La seconde voie d’activation est déclenchée par certaines cytokines
(dont TNF-a, IL-1p) et joue un réle important dans I’immunité adaptative (Jobin et al., 1999).
La derniére voie d’activation de NF-«kB est déclenchée par les UV via la dégradation d’IkBa
ou le stress oxydatif via la phosphorylation d’IkB-a. Les ERO induits par TNF-a suppriment
I’activation de NF-kB (Shen & Pervaiz, 2006), réduisant ainsi la survie cellulaire induite par
NF-kB (Blaser et al., 2016). Plus précisément, les ERO inactivent les phosphatases régulant
I’activité des kinases qui controlent NF-kB (Morgan & Liu, 2011). Une fois activé, NF-«B
ciblera a son tour des molécules d’adhésion, des cytokines, des chimiokines, et des régulateurs

de I’apoptose et de la prolifération cellulaire.

Certaines études ont montré une activation anormale et soutenue de NF-kB dans le cancer du
poumon, générant et maintenant un environnement inflammatoire pro-tumoral (Zaynagetdinov
et al., 2015) et qu’un traitement visant a inhiber 1’activation de NF-kB permettait de diminuer

la croissance tumorale des cellules A549 (Choi et al., 2014).
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La cyclooxygénase a trois isoformes avec des structures et des fonctions identiques mais
encodées par différents génes (Smith, DeWitt, & Garavito, 2000) : la Cox-1 (forme constitutive)
a un réle cytoprotecteur en maintenant 1’homéostasie des organes, la Cox-2 (forme inductible)
est présente dans les foyers inflammatoires, et la Cox-3 est une variante de la Cox-1 mais
uniquement présente au niveau du cceur et du cortex cérébral (Chandrasekharan et al., 2002).
Les Cox catalysent les mémes réactions biochimiques et ont des constantes cinétiques égales
concernant la conversion de I’acide arachidonique en prostanoides. En effet, les Cox
convertissent ’acide arachidonique en prostaglandines (PGE2, PGD2 ou PGI2) ou en
thromboxanes, par I’intermédiaire de leur précurseur PGH,. En conditions normales, Cox-2
n’est pas exprimée dans la plupart des cellules et son expression est liée a I’inflammation (Bhat
et al., 2014), c’est pourquoi elle est fréquemment utilisée pour évaluer I’inflammation (Claria

& Romano, 2005). Cependant, Cox-2 peut également affecter d’autres processus, dont
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Figure 19. Conséquences de I’activation des IKKp. (Perkins, 2007). En plus d’activer la voie de
signalisation canonique de NF-xB via la phosphorylation des protéines IKf, les IKK[3 phosphoryle
d’autres substrats dont des sous-unités de NF-kB. La phosphorylation de RelA sur la sérine 536 peut
entrainer une localisation nucléaire et une stimulation de ces fonctions de transactivation pouvant
aboutir a une réponse immunitaire et inflammatoire. ANK: ankyrin-repeat motif; [kB: inhibiteur

d’IxB; IKK: IkB kinase; NF-kB: nuclear factor-kB; P: phosphorylation; RHD: Rel-homology
domain; TAD: transcriptional activation domain.
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I’apoptose, la prolifération, I’angiogenése, I’invasion et I’immunosuppression, qui sont des
mécanismes impliqués dans le cancer (Hashimoto, 2012). Une augmentation de la Cox-2 est
impliquée dans la cancérogenése par son expression cellulaire et son activité métabolique (Cao
& Prescott, 2002). En effet, Cox-2 libére des radicaux hydroxyles qui exercent un role dans
I’activation de carcinogénes par la catalysation de I’oxydation de nombreux xénobiotiques dont
les substances intermédiaires qui sont susceptibles de se lier a1’ADN (Dannenberg et al., 2001).
Le thromboxane A2 (TXA2) a une activité Cox-2-dépendante. TXA2 convertit une partie de
PGH; en MDA, qui est un agent mutageéne capable de former des adduits a I’ADN (Rodrigues
etal., 2004). Cox-2 est également impliquée dans la cancérogenése par I’augmentation de PGE2
qui est en partie responsable de la diminution de I’apoptose (Bcl-2) et des défenses immunitaires
(IL-12), et de I’augmentation de I’angiogenése (VEGF) et de la prolifération tumorale (Matrix
Metalloprotéinase (MMP) 2, MMP9) (Lacave et al., 2005).

Une surexpression de Cox-2 est associée a de nombreux cancers et & un mauvais pronostic du
cancer du colon (Li et al., 2014), de la prostate (Zhao et al., 2010), du sein (Jana et al., 2014) et
du poumon (Bhat et al., 2014). Cox-2 interagit également avec NF-«B (Liao et al., 2015) et p53

(Corcoran et al., 2005), étant eux aussi impliqués dans la cancérogenése.

PEOZ |ERPUbE Bd?

Les interleukines (IL) sont secrétées par les cellules du systéme immunitaire (et majoritairement
par les lymphocytes Th (T helper) CD4" (cluster of differenciation 4), possédant de nombreuses
fonctions guidant a la maturation, la différenciation, la migration et I’adhésion des cellules
immunitaires (Droge, 2002; Sahoo & Im, 2010). Ces protéines initient des réponses
immunitaires apres liaison avec des récepteurs spécifiques. Leur réponse dépend du ligand et
du récepteur a la surface de la cellule impliqués et du signal en cascade activé. Ces régulatrices
et messageres du systeme immunitaire peuvent étre induites suite a une production accrue
d’ERO, via I’activation des voies redox-sensibles SFK-JNK et p38-NF-kB (Choi et al., 2015).
Les interleukines peuvent avoir aussi bien une action anti-inflammatoire (i.e. IL-4, IL-10) que
pro-inflammatoire (i.e. IL-1P3, IL-17), et peuvent étre impliquées dans la cancérogenése via
différents mécanismes dont la méthylation, I’immuno-inflammation, 1’autophagie et la
transition épithélio-mésanchymateuse et font 1’objet d’immunothérapies ciblées dans le cadre

du traitement du cancer (Anestakis et al., 2015).
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Les interleukines pro-inflammatoires IL-13, IL-6 et IL-17 seraient impliquées dans la
cancérogeéne et seraient la cible de thérapies combinées. Elles seraient plus particuliérement
impliquées dans la transition épithélio-mésenchymateuse et contribueraient ainsi au processus
métastatique (Anestakis et al., 2015). Une augmentation des cytokines pro-inflammatoires IL-
1B, IL-6, IL-8, IL-12 et IL-18 a été observée dans différents types de cancer dont le poumon
(Gomes et al., 2014). De plus, les interleukines anti-inflammatoires IL-4 et IL-10 seraient
¢galement impliquées dans la cancérogenese pulmonaire, via la stimulation de la croissance
tumorale (Gomes et al., 2012; Lan et al., 2006). A contrario, IL-24 aurait un effet anti-tumoral

et ferait partie des approches thérapeutiques du cancer du poumon (Zhang et al., 2013).
2.2.4.11ERO, voies de signalisation redox-sensible et cancer du poumon

En plus de Iinstabilité génomique, les ROS peuvent spécifiquement activer certaines voies de
signalisation et ainsi contribuer au développement tumoral par la régulation de la prolifération

cellulaire, I’angiogenése et les métastases (Storz, 2005).

PEzRHIREH ERER

La voie PI3K/AKT/mTOR est une voie de signalisation intracellulaire redox-sensible jouant un
role clé dans I’homéostasie cellulaire par sa fonction de régulation de 1’apoptose, de la
croissance et du cycle cellulaire, ainsi que de I’angiogenese (Figure 20). Elle est fréquemment
dérégulée dans les cellules cancéreuses, la plupart des protéines la constituant pouvant étre
mutée, déplétée ou surexprimée selon les cas (McCubrey et al., 2012). La majorité de ces
protéines constitutives sont des génes suppresseurs de tumeurs ou des proto-oncogenes, dont la

mutation peut favoriser le développement d’un processus tumoral.

Dans le cas du cancer du poumon, cette voie peut réguler le développement tumoral, la
croissance et la prolifération tumorales (Sun et al., 2015). Elle est la cible de nombreuses
thérapies et son inhibition permet notamment la transition épithélio-mésenchymateuse et

I’angiogenese (Chen et al., 2016).
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Figure 20. Activation de la voie PI3K/AKT/mTOR et ses conséquences. (Oda et al. 2015)
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Lavoie MAPK/Erk1/2 est également une voie redox-sensible. Il existe 4 kinases MAP (MAPK)
p38: a, B,y et o activées dans les cellules immunitaires par des cytokines inflammatoires mais
¢galement par des hormones et des stress tels que des chocs thermiques et osmotiques. Les
MAPK p38 peuvent a la fois étre activées par des cytokines et avoir un role conséquent dans la
réponse immunitaire en régulant I’expression d’un bon nombre de cytokines inflammatoires.
Les MAPK ont également un réle important dans la croissance cellulaire, 1’apoptose et la
régulation de I’expression génique. p38 MAPK est souvent associée a un effet anti-tumoral car

elle régule négativement la survie cellulaire et la prolifération (Coulthard et al., 2009).

Dans une étude in vitro sur des cellules cancéreuses pulmonaires, il a été observé que p38
MAPK régulait I’expression d’EGFR via une augmentation de la stabilité de p53 (Park et al.,
2016). Une autre étude in vitro a mis en évidence que la suppression de la voie p38 MAPK
engendrait une augmentation de I’invasion et de la migration des cellules A549 (Xia et al.,
2016) mais également une diminution de la capacité de réparation de I’ADN (Tsai et al., 2012).
Dans le cas du cancer du poumon, la stimulation de la voie p38 MAPK a donc un effet anti-

tumoral via son rdle dans I’apoptose et I’autophagie (Figure 21).
2.2.1.7EROQO, apoptose et cancer du poumon : réle de la caspase-3

Les phénomeénes d’apoptose peuvent étre induits via 1’action de différentes substances dont des
cytokines (i.e. TNF-a) et des agents chimio-thérapeutiques. Dans de nombreux cas, 1’apoptose
est accompagnée d’une augmentation des ERO tels que H,O, et O,.. ce qui suggere que les
ERO sont des médiateurs de I’apoptose (Kim et al., 2000). La mort cellulaire peut étre caspase-
dépendante ou caspase-indépendante (Hyman & Yuan, 2012). L’activation des caspases est un
événement apoptotique central. Les caspases sont des protéases a cystéine, présentes dans
I’organisme sous forme inactive (pro-caspases). En réponse a des stimuli intrinséques
(cytochrome c) ou extrinséques (les complexes : FasL (ligands extracellulaires)-Fas, TNF
ligand-TNF-R1 et DR4/5-Apo2 L/TRAIL), les pro-caspases se clivent et deviennent actives
(Parrish et al., 2013). Il existe 10 caspases identifiées qui peuvent étre pro- ou anti-apoptotiques
(Kim et al., 2000). Parmi elles, la caspase-3 regoit une attention particuliére du fait de sa forte

implication dans le processus pro-apoptotique.
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Figure 21. Activation de la voie p38 MAPK et réponses biologiques associé¢es. Adaptée de (Rana et
al. 2013) et de http://35.8.152.15/faculty/gallo/~prev-fulltextGallo.html
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Figure 22. Voies apoptotiques menant a 1’activation de caspase-3. Cyt ¢ : Cytochrome c, Apaf-1 :
Apoptotic peptidase activating factor 1.
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L’apoptose caspase-dépendante peut étre initiée par deux voies différentes (Figure 22). Dans le
premier cas, des liaisons ligand/récepteur sont impliquées. Dans le second cas, la libération du
cytochrome-c a partir de la mitochondrie dans le cytosol va faciliter 1’activation de caspase 9
(caspase initiatrice), qui ensuite active en aval d’autres caspases dont caspase-3. Caspase-3 est
une caspase exécutrice qui cause la digestion des protéines structurelles dans le cytoplasme, la
dégradation de I’ADN chromosomal, et éventuellement la phagocytose des cellules affectées.

Ainsi résulte la mort cellulaire par apoptose (Movassagh & Foo, 2008).

Concernant le cancer du poumon, une relation inverse a été établie entre 1’expression de la
caspase-3 et de VEGF, qui est un facteur angiogénique (Volm et al., 1999). Une étude évaluant
la caspase-3 suite a un traitement a montré qu’une activation de caspase-3 induisait 1’apoptose

des cellules A549 (Li, 2016).
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Le terme « nutrition » comprend aussi bien les apports nutritionnels (alimentation) que les
dépenses énergétiques au travers de 1’activité physique. En effet, ’OMS définit la nutrition
comme « I’apport alimentaire qui répond aux besoins de I’organisme. Une bonne nutrition,
c’est-a-dire un régime adapté et équilibré, et la pratique réguliére d’exercice physique, sont
autant de gages de bonne santé¢ ». Dans cette partie, nous allons donc aborder les effets de
I’activité physique via des adaptations et I’alimentation via des apports en micronutriments
d’intérét sur le maintien de 1’équilibre redox et la modulation les mécanismes redox-sensibles

au sein de I’organisme.
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3.1.1.[ 1Effets de ’activité physique

L’activité physique (AP) implique des changements a différents niveaux : composition
corporelle, niveaux d’hormones, inflammation systémique, fonctions des cellules immunitaires,

qui sont de possibles médiateurs du role protecteur de 1’activité physique.
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Un exercice aigu engendre une augmentation de 1’activité mitochondriale et des périodes
répétées d’exercice augmenteraient la respiration mitochondriale, 1’utilisation du glucose et de
I’oxydation des acides gras (Scheele et al., 2009), et I’exercice chronique diminuerait les

triglycérides (Samy et al., 2015).

Les ERO induites par la pratique d’une activité physique produisent une réponse hormonale
qui, a bas niveaux, a des effets promoteurs de santé et des effets adaptatifs. L’activité physique
augmente, entre autres, les niveaux de I’épinéphrine, du cortisol, d’hormones de croissance
ayant des effets immuno-modulateurs (Nieman, 2001). Des épisodes d’exercice aigu induisent
une augmentation des hormones du stress et des myokines (Ganesan et al., 2010) qui ont un
effet antiprolifératif direct sur les cellules cancéreuses mammaires et colorectales (Aoi et al.,

2013; Hojman et al., 2011).
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En plus des changement métaboliques, I’exercice augmente les ERO et induit des mécanismes
de défenses endogenes antioxydants (Gomez-Cabrera et al., 2008). Effectivement, le stress
oxydatif induit par I’activité physique joue un role dans 1’induction des mécanismes de défenses
cellulaires, conduisant au retardement du processus de vieillissement et a la diminution de

I’incidence des maladies liées au stress.

L’exercice intense est associé a une augmentation de la production des RL et ERO ainsi qu’un
stress au niveau du réticulum endoplasmique (ER-stress). A un niveau excessif, il engendre des
dommages musculaires et la mort cellulaire. Cependant, une augmentation du stress oxydatif et
du ER-stress sont nécessaires pour les améliorations adaptatives (Ost et al., 2016). L’ER-stress
est li¢ aux dysfonctionnements dans la mitochondrie et a la génération d’ERO dans le muscle
et est un mécanisme adaptatif dans le muscle squelettique durant 1’exercice mais aussi en

réponse a des altérations de 1’alimentation (Rayavarapu et al., 2012).

L’exercice régulier conduit & I’induction des systémes antioxydants et de réparation des
dommages permettant une protection contre les ERO et d’atténuer le processus de
vieillissement. Un entrailnement en endurance conduit, quant a lui, a une augmentation de la
densité mitochondriale et de la capacité oxydative (Scheele et al., 2009). Ainsi, a intensité
modérée, I’exercice peut étre considéré comme un antioxydant car il permet une augmentation

adaptative des enzymes antioxydantes (Gomez-Cabrera et al., 2008).

Les ERO produits suite a un exercice engendrent 1’activation de p38 MAPK, ainsi que ERK1
et ERK2 (Gomez-Cabrera et al., 2005) et moduleraient ¢galement la voie de signalisation

PI3K/AKT/mTOR (Ma et al., 2013).

Par ailleurs, la génération d’ERO suite a 1’exercice est essentielle a I’activation de certains
mécanismes. Ainsi, la génération de superoxyde et de peroxyde d’hydrogéne a partir de la
mitochondrie du muscle est cruciale pour 1’induction des cytokines pro-inflammatoires telles
que les myokines (Scheele et al., 2009). Un comportement sédentaire engendre une diminution
de I’expression de PCG-1a tandis que ’activité physique engendre une surexpression de PCG-
la, qui est coactivateur transcriptionnel médiant de nombreux effets cellulaires de 1’activité
physique (Russell et al., 2005). PCG-1a est un régulateur cl¢ de la biogeneése mitochondriale

dans le muscle squelettique et aurait un role dans la régulation des genes de défenses
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antioxydantes. Une déplétion PGC-1a chez la souris a eu pour résultat une diminution des
enzymes piégeuses de ERO dans le muscle cardiaque : SOD2, ThxR2 (thioredoxin reductase-
2) et CAT (Olsen et al., 2008). De plus, PGC-1a aurait un réle clé dans les adaptations a long
terme a l’exercice (Handschin & Spiegelman, 2008). Une perte de PCG-la engendre
I’induction transcriptionnelle de nombreux genes dans le muscle, qui prennent part a
I’inflammation locale ou systémique (Handschin & Spiegelman, 2008). L’investigation des
protéines sécrétées a partir de la surexpression de PCG-1a dans le muscle squelettique a amené
a identifier I’irisine et la meteorin-like (metrnl) comme des myokines induites par 1’exercice
avec de potentiels effets bénéfiques pour la santé (Bostrom et al., 2012; Rao et al., 2014). Au
cours d’un exercice musculaire, I’expression PGC-1a est augmentée dans le muscle. Ceci induit
I’expression de FNDCS5 (type I membrane protéine fibronectin type III domain containing 5)
qui une fois clivée va engendrer la formation de I’irisine (Halpern, 2016). Une surexpression
de I’irisine entraine une augmentation de la dépense énergétique totale et une perte de poids,
améliore la tolérance au glucose et évite I’insulino-résistance chez les rats ayant des régimes
enrichis en lipides (Bostrom et al., 2012). Le taux d’irisine dans le sérum est négativement
associé¢ a I’hyperglycémie, I’hypertriglycéridémie, et 1’adiposité viscérale chez des patients

atteints de diabéte de type II (Kurdiova et al., 2014).
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Le muscle squelettique est un organe endocrinien produisant et sécrétant des myokines en
réponse aux contractions musculaires, ainsi influengant le métabolisme d’autres tissus et
organes. Les contractions musculaires semblent provoquer une réponse cytokinique via des
mécanismes TNF-a et NF-kB dépendants. En effet, le muscle squelettique a la capacité
d’exprimer de nombreuses myokines et celles-ci prennent part au réseau permettant les
adaptations induites par I’exercice (Scheele et al., 2009) (Figure 23). La réponse cytokinique a
I’exercice semble avoir un role important anti-inflammatoire, métabolique et physiologique. Le
fait que I’exercice provoque une augmentation de la production des cytokines permet d’établir

un lien potentiel entre I’activité contractile et la fonction immunitaire.

Les cellules immunitaires ont un fort pourcentage d’acides gras polyinsaturés au sein de leur
membrane plasmatique et sont particuliérement sensibles aux changements du statut
antioxydant car de nombreuses réactions se font a partir des radicaux libres de 1’oxygéne

(Ganesan et al., 2010). En effet, les ERO peuvent induire des facteurs de transcription redox-
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sensibles, ce qui a pour résultat ’activation de cytokines inflammatoires par le muscle durant
I’exercice (Pedersen & Febbraio, 2008) et peuvent avoir un role de médiateurs de la
signalisation cellulaire au sein du muscle squelettique (Scheele et al., 2009). D’un c6té,
I’infiltration des cellules immunitaires dans les tissus adipeux blancs et I’inflammation qui suit,
sont positivement corrélées avec le développement de certaines pathologies (Haffner, 2006;
Hotamisligil, 2006). D’un autre c6té, certaines cytokines induites par I’exercice, produites et
secrétées par le muscle squelettique semblent avoir des effets anti-inflammatoires et modifient

le métabolisme cellulaire (Pedersen et al., 2003).

3.1.2.[1Les effets de I’activité physique sur P’initiation et la progression tumorale du

cancer du poumon

BRI ER)s PRIAR)

Des ¢études longitudinales ont permis de mettre en évidence I’effet de ’activité physique (AP)
sur le risque d’avoir un cancer du poumon. Il semblerait que la pratique d’activité physique soit
inversement associée a l'incidence du cancer du poumon et ce d'autant plus si c'est une AP
d'intensité modérée ou élevée (Friedenreich & Orenstein, 2002; Sinner et al., 2006; Sprague et
al., 2008; Steindorf et al., 2006; Tardon et al., 2005). Ainsi, I’intensité de I’activité physique de
loisir serait inversement associée avec le risque de mort prématurée par cancer, chez les
hommes. Des auteurs ont montré que I'AP permettait une diminution du risque de cancer du
poumon chez les femmes (agées) (Sinner et al., 2006), tandis que d'autres affirment que cette
diminution du risque n'est valable que pour les hommes (Lee et al., 1999). Lee et al. (1999) ont
mis en évidence qu’une activité physique modérée sur six a huit heures dans la semaine, soit
une dépense énergétique supplémentaire de 12 600 joules par semaine, pourrait réduire le risque
de cancer du poumon de fagon significative. Steindorf et al. (2006) ont estimé que la réduction
du risque d’avoir un cancer du poumon n’était significative qu’en pratiquant des activités
sportives quelles qu’elles soient chez les hommes, du vélo et des activités physiques
vigoureuses non-professionnelles chez les femmes. L’AP diminuerait le risque de cancer
notamment grdce a : une augmentation de la fonction pulmonaire, une diminution des
concentrations d’agents carcinogeénes dans les poumons, une amélioration de la fonction
immunitaire, une réduction de I’inflammation, une amélioration de la capacité de réparation de
I’ADN et d’une diminution du niveau des hormones de croissance (dont IGF-1) (Anzuini et al.,

2011; Emaus & Thune, 2011).
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L'activité physique permettrait également de maintenir un Indice de Masse Corporelle (IMC)
bas en réduisant la résistance a I'insuline et en augmentant le cholestérol HDL, cela étant associé
a une diminution du risque de cancer mais aussi en diminuant les taux plasmatiques d'insuline

et d'IGF-1 (ceci favorisant la prolifération cellulaire) (Friedenreich & Orenstein, 2002).

Méme si dans un premier temps, I'AP de type aérobie produit des espéces réactives dérivées de
l'oxygéne (ERO), il semblerait que des adaptations physiologiques (Radak et al., 1999)
(régulation de la synthése et de l'activité des composés antioxydants et anti-inflammatoires)
permettent par la suite de supprimer ces effets déléteres et d'engendrer des effets bénéfiques en
termes de préventions du cancer du poumon (Gongalves & Novaes, 2012). En effet, ’AP de
type aérobie permettrait d'améliorer 'activité antioxydante et des enzymes de phase II dans le
poumon, ce qui aurait des effets anti-cancer (Duncan et al., 1997; Teixeira et al., 2009). L’ AP
aurait ¢galement un impact sur des hormones peptidiques tels que les Insulin-like Growth
Factor (IGFs) (H. Yu & Rohan, 2000) et leurs protéines de liaison (IGFBPs) ; une augmentation
de IGFBP-3 (Insulin-like Growth Factor Binding Protein-3) serait notamment un facteur de

diminution du risque de cancer (Mao et al., 2003).

BRI e Rodhs Aui nFRdE

L’activité physique joue également un rdle dans la prévention secondaire de nombreuses
maladies telles que le diabéte, le cancer, I’hypertension ou d’autres maladies cardiovasculaires
(Gomez-Cabrera, 2014). Bien qu’aucun consensus sur le type, la durée ou I’intensité de
I’activité n’ait été trouvé, il existe des recommandations pour les patients atteints d’un cancer

(Humpel & Iverson, 2005).

Higgins et al. (2014) ont réalisé une étude chez les rats permettant de mettre en évidence que
I’exercice physique (de type aérobie) ralentissait la progression tumorale pulmonaire, peut-étre
grace a I’activation de p53 et a la stimulation de 1’apoptose. D’autres auteurs ont également
conclu que I’activité physique permettait de diminuer la croissance tumorale (foyers acidophiles
moins importants dans le pancréas) (Roebuck et al., 1990). Une autre étude animale visant a
montrer I’effet de I’activité physique volontaire sur la croissance tumorale a permis de mettre
en évidence que ce type d’exercice induisait une suppression de la croissance tumorale, via
notamment des mécanismes [L-6 dépendants et épinéphrine-dépendants tels que la mobilisation

et la redistribution des cellules NK (Pedersen et al., 2016). En effet, 1’activité physique a un
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impact sur le systéme immunitaire notamment en augmentant le niveau de cytokines dont TNF-
o qui est une cytokine pro-inflammatoire pouvant avoir un effet anti-tumoral et anti-infectieux
par stimulation de I’activité phagocytaire des leucocytes. Par ailleurs, une activité physique
réguliere permet d’augmenter I’infiltration et ’activation des cellules NK, qui sont connues

pour engendrer la mort des cellules cancéreuses (Deng et al., 2014; Pedersen et al., 2016).

Peu d’études ont comparé 1’activité physique des patients atteints d’un cancer du poumon par
rapport a celle de sujets « en bonne santé ». Grace a un GPS et un accélérométre, Granger et al.
(2014) ont pu quantifier de fagon précise I’activité de ces patients et ont mis en évidence qu’ils
avaient une activité physique moins importante que la population contrdle (en termes de nombre
de pas par jour notamment). Jones et al. (2011) est I'une des premicres équipes de recherche a
¢valuer I’effet de I’activité physique en aérobie sur le statut oxydatif des patients atteints du
cancer du poumon. L’activité physique en aérobie augmente de maniére significative les taux
de F2-isoptostanes urinaires des patients atteints d’un cancer du poumon non a petites cellules.
Une étude humaine indique qu’un programme pré-opératoire court d’exercice en aérobie (deux
semaines) augmenterait de maniere significative les concentrations urinaires de F2-isoprostanes
en post-opératoire (Jones et al., 2011). D’autres équipes ont mis en évidence une amélioration
du systéme de défense antioxydant, engendrée par des exercices réguliers en endurance
(Clarkson & Thompson, 2000; Radak et al., 2008). Par ailleurs, il semblerait que la pratique
d’une activité physique permette une réponse adaptative au stress oxydatif (Rebillard et al.,

2013).

L’activité physique aurait également des effets sur les métastases. Selon une étude de
Giovannucci et al. (2005), une activité vigoureuse pratiquée plus de 3 heures par semaine
permettrait de réduire le développement métastasique du cancer de la prostate. De méme,
I’exercice aigu permettrait de diminuer les métastases pulmonaires d’un mélanome (Davis et
al., 1998). D’autres auteurs ont montré qu’une activité physique spontanée permettrait
d’améliorer la fonction immunitaire naturelle (par 1’intermédiaire des Natural Killers
notamment) mais aucun effet n’a été relevé sur I’incidence des métastases (MacNeil &

Hoftman-Goetz, 1993).

Grace aux avancées de la médecine, le nombre de patients guérissant d’un cancer est de plus en
plus important. La présence marquée de certains marqueurs inflammatoires tels que la TNF-q,
IL-6 ou encore la PR-C est associée a une mauvaise santé chez les patients survivants d’un

cancer (Sabiston & Brunet, 2012). Or, durant 1’exercice, les cellules immunitaires de la
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circulation sont mobilisées de fagon intensive (Pedersen et al., 2003) et 1’activité physique

pourrait protéger de I’inflammatoire chronique (Fairey et al., 2002).
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La nutrition est aujourd’hui au centre de I’attention car elle joue un réle clé dans de nombreuses
maladies chroniques telles que les cancers. Plus de 500 composés issus de la nourriture ont été
identifiés comme pouvant modifier le processus du cancer via des modifications au niveau de
la différenciation cellulaire, de la réparation de I’ADN, de la réponse inflammatoire, de la
réponse hormonale, de la croissance tumorale, de 1’apoptose et du métabolisme des
carcinogenes (Milner, 2008). Concernant le cancer du poumon, des études font état de 1’intérét
de certains micronutriments dans les trois niveaux de préventions. Ainsi, en prévention
primaire, la consommation de fruits n’aurait pas d’effets protecteurs par 1’intermédiaires de
substances actives (vitamines, oligo-éléments, polyphénols ...) ; par contre, la consommation
de légumes, et notamment de légumes a feuilles vertes ou encore la consommation de thé vert
permettraient de diminuer le risque d’avoir un cancer du poumon (Tang et al., 2009; Tarrazo-
Antelo et al., 2014; Yun et al., 2008). Selon d’autres auteurs, des sous-groupes botaniques
spécifiques de fruits et légumes auraient un rdle protecteur et serait inversement associé au
risque du cancer du poumon chez ’homme ; parmi ces sous-groupes, il y aurait les rosacées
(pommes, péches, nectarines, prunes, poires et fraises), les convolvulacées (pommes de terre

douces et igname) et les ombelliféres (carottes) (Wright et al., 2008).

Certains micronutriments aux propriétés antioxydantes ont un potentiel anti-cancer établi,
notamment car ils permettent de réduire les dommages oxydatifs, la prolifération et
I’angiogeneése et d’augmenter 1’apoptose. Dans cette partie, nous allons donc voir briévement
quels micronutriments ont des propriétés bénéfiques pour la santé et nous nous intéresserons
un peu plus en détail a deux micronutriments antioxydants et avec de nombreuses autres

propriétés : la bétaine et la C-Phycocyanine.
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3.2.1.[1Les vitamines

PERI 3ERE

L’organisation mondiale de la santé préconise un apport journalier de 5000 IU en vitamine A
pour les adultes. La vitamine A et ses précurseurs jouent un role ambivalent dans 1’initiation et
la progression du cancer du poumon. Tout d’abord, les caroténoides (pro-vitamine A)
permettraient de réduire le risque de cancer du poumon (Sommer & Vyas, 2012), notamment
grace a leur action antioxydante. En effet, les caroténoides interagissent avec I’oxygene singulet
et peuvent ainsi empécher I’oxydation de plusieurs substrats biologiques dont les acides gras
polyinsaturés. Par contre, une supplémentation en -caroténe, précurseur de la vitamine A,

augmenterait ce risque, de fagon significative (Sommer & Vyas, 2012).

La vitamine A joue un rdle important dans le développement pulmonaire, la croissance et la
différenciation cellulaire et la signalisation de la voie de la vitamine D (de Bittencourt et al.,
2013; Poulain et al., 2009). La consommation de vitamine A augmente la concentration des
métabolites actifs de la vitamine A dont I’acide rétinoique (Arnhold et al., 1996). L’ acide
rétinoique et le ligand du récepteur rétinoide X (RXR) assistent la signalisation du récepteur de
la vitamine D et suppriment la dégradation de la vitamine D circulante (Sanchez-Martinez et
al., 2006). Ainsi, la vitamine A permettrait d’assister la vitamine D dans la prévention des

cancers du poumon chez les fumeurs (Cheng et al., 2014).

Le rétinol joue également un role ambivalent et important dans 1’équilibre redox. En effet, la
vitamine A a un rdle antioxydant en piégeant les radicaux peroxyles (Palace et al., 1999).
Cependant, la vitamine A et ses métabolites ont également un réle pro-oxydant pouvant causer
des dommages oxydatifs, une perturbation du cycle cellulaire et la mort cellulaire (de
Bittencourt et al., 2013). Ce role pro-oxydant n’est pas toujours délétére. Une étude sur des
cellules A549 (cellules tumorales pulmonaires humaines) a montré qu’un effet pro-oxydant de
la vitamine A (augmentation de la peroxydation lipidique et de la carbolynation des protéines)

permettaient d’activer p38 MAPK et NF-kB (de Bittencourt et al., 2013).
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Les folates font partie de la famille des vitamines B. Il a ét¢ montré qu’un traitement a 1’acide
folique (vitamine B9) permettait d’inhiber I’augmentation de la peroxydation lipidique et la
diminution des défenses antioxydantes induites par un stress psychologique (Budni et al., 2013).
Les composés du métabolisme du carbone, comme les folates (vitamine B9), la cobalamine
(vitamine B12), la riboflavine (vitamine B2), la pirydoxine (vitamine B6) ou la méthionine,
sont impliqués dans la régulation de la réaction de la méthylation de I’ADN. La déficience en
folates est ’'une des carences en vitamines les plus communes (Hercberg & Galan, 1992). Une
carence en folates induit et accélére la cancérogenése a cause de perturbations de différents
processus, notamment 1’altération de la balance des précurseurs de I’ADN (la purine et la
pyrimidine), mais également 1’inhibition de la réparation de I’ADN. De plus, la méthylation de
la cytosine est altérée, conduisant a une hypométhylation globale de I’ADN et/ou des
changements dans la méthylation des geénes spécifiques (Duthie, 2011). Chez I’humain, une
déficience en folates induit des dommages chromosomiques et est associée a une augmentation
du risque de différents cancers et notamment celui du poumon (Duthie, 2011). Peu d’études
concernent spécifiquement le cancer du poumon. Mais il a ét¢é mis en évidence que les
concentrations en folates sont significativement basses dans les cancers du poumon a petites

cellules (Piyathilake et al., 2000).

PEARI B EREE

La vitamine C (acide ascorbique) est présente dans les épinards et les agrumes, il est
recommandé d’en consommer 110 mg par jour. En trop importante quantité, elle devient
cependant pro-oxydante. Au niveau de I’organisme, elle est présente dans les fluides extra-
cellulaires, piégeurs trés efficaces de ’anion superoxyde, du peroxyde d’hydrogéne et de
I’hydroxyde. Cette vitamine peut agir en milieu aqueux pour empécher la peroxydation

lipidique et va protéger les membranes cellulaires.

La vitamine C serait associée a la diminution du risque de certains cancers dont celui du
poumon. En effet, grace a ses propriétés antioxydantes, la vitamine C serait capable de protéger
les cellules contre les dommages moléculaires étant associés a la cancérogenése et pourrait

moduler la transduction et I’expression génétique (Schlueter & Johnston, 2011).
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PEARI BE@E

Les apports journaliers recommandés en vitamine D sont de 600 IU. Un déficit en vitamine D
est couramment observé chez les patients atteints d’un cancer (Harvie et al., 2014). La vitamine
D est inversement associée au risque du cancer du poumon chez les non-fumeurs et les anciens
fumeurs mais pas chez les fumeurs actuels (Cheng et al., 2014). La consommation de tabac est
associée a de faibles apports en vitamine D. La vitamine D améliore I'immunité dans le poumon
et inhibe plusieurs voies de signalisation de la cancérogenése du poumon (Cheng et al., 2014).
Elle inhibe certaines voies de signalisation du cancer du poumon dont les mutations d’EGFR,
les dérégulations du systéme Wnt-f-catenine et les mutations de K-Ras, qui sont associées au

cancer du poumon non a petites cellules (Cheng et al., 2014).

PEARI BEER

La Vitamine E (tocophérol, a-tocophérol) est la principale vitamine antioxydante liposoluble.
Elle est présente dans les huiles végétales, les germes de blé, les noix, certains [égumes a feuilles
vertes. Chez I’humain, 1’apport journalier conseillé est de 12 mg. Elle est capable de piéger
I’oxygéene singulet et de réagir avec 1’hydroxyde (le plus puissant des radicaux libres nuisibles).
La vitamine E rompt la réaction en chaine de la peroxydation lipidique, ce qui représente le
moyen de défense principal des membranes cellulaires contre les dommages oxydatifs (Hanson
et al., 2013). Une augmentation des apports en vitamine E permettrait une diminution du niveau
des protéines carbonylées sériques et une augmentation du niveau de glutathion (de Batlle al.,
2010). Présente dans les lipo-protéines et les membranes, elle se re-synthétise a partir de la
vitamine C et un antioxydant endogene, le glutathion. La vitamine E peut agir seule mais agit

souvent en synergie avec le sélénium, la vitamine C ou le glutathion.

I1 a été¢ montré que les tocophérols avaient des effets protecteurs et réduisaient le risque d’avoir
un cancer du poumon chez les hommes et les femmes (Roswall et al., 2010). Certains auteurs
notent ces observations uniquement chez les hommes fumeurs (Woodson et al., 1999) et chez

les femmes non-fumeuses (Wu et al., 2014).
3.2.2.[1Les oligo-éléments

Différents oligo-¢éléments présents dans la nourriture peuvent jouer un role dans le systéme de
défense antioxydant grace a leur fonction de cofacteurs :
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=[]le sélénium : cofacteur de la glutathion peroxydase

=[Jle cuivre : cofacteur de la SOD et métal dit de transition dans le déclenchement des
réactions conduisant a la formation de ERO

= [le zinc : cofacteur de la SOD, peut protéger les groupements thiols des protéines et peut

inhiber partiellement les réactions de formation d’espéces induites par le fer ou le cuivre.

Les liens entre le risque d’avoir un cancer du poumon et I’apport en minéraux dépendent de
I’oligo-élément en question, du statut fumeur et du sexe des sujets. Le magnésium augmenterait
le risque de cancer du poumon chez les hommes et les fumeurs, alors que le fer aurait tendance
a le diminuer uniquement chez les femmes (Mahabir et al., 2010). D’autres études ont mis en
¢vidence qu’une alimentation riche en magnésium, en zinc et en cuivre €tait associée a une
diminution du risque de cancer du poumon (Mahabir et al., 2007, 2008). Enfin, des basses
concentrations de sélénium contribueraient au développement du cancer du poumon

(Gromadzinska et al., 2008)
3.2.3.[/La bétaine

La bétaine a été découverte il y a plus de 60 ans suite a I’extraction de saccharose dans les

betteraves a sucre (Beta Vulgaris) (Cromwell & Rennie, 1953).

BRI AR IRt s ER\hElEbe s I Pl il I @nru FRRl o P12 B

Les bétaines sont des ammoniums quaternaires dérivés des acides aminés (Liebeke & Bundy,
2013). La glycine bétaine (CsH;1NO,) également nommée triméthylglycine (N,N,N-
trimethylammonioacetate) est la forme la plus courante mais il existe beaucoup d’analogues ou

dérivés: lycine, oxyneurine, proline bétaine, alanine bétaine ... (Craig, 2004).

La bétaine est un zwitterion avec un groupe tri-methylammonium chargé positivement et un
groupe carboxyle chargé négativement, qui est stable et hautement soluble dans 1’eau. La
bétaine a un poids moléculaire de 117.2, a pour formule moléculaire CsH;;NO, et pour formule

chimique est (CH3) sN'CH,COO (Figure 24).

Des ¢tudes animales ont montré une absorption rapide postprandiale de la bétaine dans I'intestin
gréle par l'intermédiaire du duodénum (Peters-Regehr et al., 1999; Wettstein et al., 1998). Des

¢tudes humaines ont ¢galement montré que 1’absorption et la distribution de la bétaine apres
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son ingestion étaient relativement rapides, avec une augmentation du pic dans le sérum entre
une et deux heures (Schwahn et al., 2003). La bétaine est ¢liminée par le métabolisme, méme a
des doses élevées (100mg.kg de poids™) (Schwahn et al., 2003). Une élimination par excrétion
urinaire peut traduire une insuffisance rénale ou un cas de diabéte (Dellow et al., 1999; Lever

et al., 2012).

Des études animales ont mis en évidence qu’une ingestion de bétaine chronique ou non n’était
pas toxique si les doses se situaient entre 0 et 5% de la nourriture (Hayes et al., 2003). Chez
I’humain, il semblerait qu’une injection journaliére de 9 a 15g de bétaine ne soit pas nocive

(Craig, 2004).

La bétaine peut étre obtenue par deux voies différentes. Premiérement, la bétaine est un
micronutriment qui peut étre obtenu par 1’ingestion de nourriture (Ueland, 2010). On la retrouve
abondamment dans les aliments végétaux comme le son et le germe de blé ou encore les
¢épinards (Usda, 2004; Konstantinova et al., 2008; Ueland, 2010). La consommation moyenne
journaliére de bétaine oscille entre 100 a 300 mg et exceéde rarement 400-500 mg (Day &
Kempson, 2016). Deuxiémement, la bétaine peut étre formée dans le foie et les reins par
I’oxydation de la choline (autre micronutriment, alcool aminé, constituant des
phosphatidylcholines et de 1'acétylcholine) en deux étapes enzymatiques (Konstantinova et al.,
2008; Ueland, 2010). La catalysation de la choline par une enzyme mitochondriale, la choline
déshydrogénase convertit la choline en bétaine aldéhyde qui elle-méme est ensuite oxydée par
la bétaine aldéhyde déshydrogénase dans la mitochondrie ou le cytoplasme (Chern &
Pietruszko, 1999; Craig, 2004; Zeisel & Blusztajn, 1994) (Figure 25). La choline est présente
dans de nombreux aliments d’origine animale (ceufs, beeuf, porc, foie) et d’origine végétale

(soja, germe de blé) (Zeisel et al., 2003).

La bétaine est présente dans 1I’ensemble des tissus mais les plus fortes concentrations ont été
relevées dans le foie, les reins et les testicules. La concentration de bétaine dans le plasma

humain est entre 20 et 70 umol/litre (Day & Kempson, 2016).

Pour nos travaux, nous avons choisi d’étudier la glycine bétaine (ou triméthylglycine) car elle
est la forme la plus couramment utilisée pour les ¢études scientifiques, elle est facilement
dissoute dans 1’ecau et elle joue un réle important dans le maintien de 1’intégrité structurelle et

fonctionnelle des cellules au travers de différentes fonctions abordées ci-apres.
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La bétaine est un osmolyte organique qui s’accumule dans divers cellules (notamment les
cellules médullaires rénales) (Konstantinova et al., 2008) et sert donc a maintenir le volume des
cellules, a les protéger mais également a protéger les protéines et les enzymes contre un stress
environnemental (exemple : une température élevée) (Craig, 2004; Teixido et al., 2005) et
contre des conditions d’hypertonicité (Delgado-Reyes & Garrow, 2005). La fonction protective
d’un osmolyte se fait sans interaction délétére avec les macromolécules et n’interfeére pas avec
les fonctions cellulaires. La bétaine peut moduler la fonction immunitaire en cas de stress
osmolytique au sein des macrophages hépatiques (cellules de Krupffer), via notamment la
libération de TNF-a, et la suppression de la formation de prostaglandines et de I’expression de

Cox-2 (Zhang et al., 1996a; Zhang et al., 1996b).

ERIEE PRI ulbR R e

Une supplémentation en bétaine réduit la peroxydation lipidique et 1’accumulation d’oxyde
nitrite (NO) induites par des traitements tels que des chimiothérapies (Hagar et al., 2015), par
une contrainte (psychologique) (Ganesan et al., 2011), ou encore par la consommation d’alcool
(Kim et al., 2008). Elle permet la protection des mécanismes de défenses antioxydants (

Ganesan et al., 2011).

Ses propriétés antioxydantes s’expliquent par divers mécanismes. La bétaine favorise la
mobilisation des graisses du foie et apres ingestion, elle peut facilement traverser la membrane
lipidique (Kanbak, et al, 2001). Ensuite, une supplémentation en bétaine permet de prévenir des
dommages nécrotiques induits par les lipopolysaccharides par suppression de 1’inhibition de
I’activation des cellules de Kupffer (macrophages hépatiques) (Balkan et al., 2004; Warskulat,
et al, 1996). Enfin, I’action antioxydante de la bétaine est due a son implication dans la synthése
de la méthionine, qui est le principal substrat de la cystéine cellulaire permettant la synthése de
glutathion, par voie de trans-sulfuration (Ganesan et al., 2010), le glutathion étant lui-méme un

antioxydant.

Enfin, certains auteurs ont montré que la bétaine était capable d’inhiber la voie redox-sensible

AKT de fagon dose-dépendante (Kim, 2012).
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La bétaine a un effet anti-inflammatoire indéniable. En effet, I’ingestion de bétaine (et de
choline) a été inversement associée aux marqueurs inflammatoires de [’athérosclérose
(Detopoulou et al., 2008). Dans différentes conditions pathologiques (dommages induits par
I’alcool ou cancer du colon induit par de I’azoxymethane chez le rat, et in vitro sur des
macrophages), la bétaine inhibe I’expression de cytokines pro-inflammatoires dont TNF-a., IL-
6 et Cox-2, et I’activation de NF-kB (Jung et al., 2013; D. H. Kim et al., 2014). D’autres études
in vitro et in vivo avaient montré que la bétaine inhibait, d’une part, ’activation de NF-«xB, via
notamment une augmentation des kinases IkB et des MAPK induites par le stress oxydatif et

d’autre part, I’homéostasie redox des thiols, lors du processus de vieillissement (Go et al., 2007;

Go et al., 2005).

PRIBEREIE EIExd Ehrs EEmEP R R

Les modifications épigénétiques sont des modifications chimiques qui se superposent au
génotype pour former un épigénotype. Ces mécanismes moléculaires ont lieu au niveau des
régions riches en dinucléotides CpG et sont essentiels au controle épigénétique de 1’expression
des génes et au maintien de I’intégralité du génome (Friso & Choi, 2002). L environnement et
I’histoire individuelle peuvent influencés ces changements a caractére réversible, qui peuvent
étre héréditaires. La méthylation de ’ADN et les modifications des histones (acétylation,
méthylation ou phosphorylation) sont des mécanismes épigénétiques qui sont capables d’initier
des processus induisant une perte ou une activation de la transcription des geénes ; ceux-ci étant

impliqués dans la carcinogénese.

Le métabolisme du carbone est un réseau métabolique de voies interdépendantes
compartimentées dans le cytoplasme, la mitochondrie et le noyau. Dans le noyau, le
métabolisme du carbone a un réle prépondérant dans la réplication, la réparation et la
méthylation de ’ADN (Day & Kempson, 2016). Au niveau du cytoplasme des cellules rénales
et hépatiques, la bétaine étant I’'un des principaux donneurs de méthyles chez I’humain,
transfére un groupement méthyle par I’intermédiaire de 1’enzyme bétaine homocystéine
methyltransferase (BHMT) pour devenir de la diméthylglycine, et permet ainsi la conversion
de I’homocystéine en méthionine (Haynes, 2002; Konstantinova et al., 2008). La méthionine

est un précurseur de la S-adénosylméthionine (SAM), SAM étant un donneur de méthyle
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universel impliqué dans plus de 80 réactions biologiques de méthylation (Day & Kempson,
2016) (Figure 26). L’altération des concentrations en SAM peut influencer la transcription

génétique, I’empreinte et la stabilité génomique (Ueland, 2010).

En 2012, les autorités de la Santé Européenne ont déclaré que les produits contenant de la
bétaine peuvent prétendre contribuer au métabolisme normal de 1’homocystéine si et seulement
si, ils contiennent au moins 500 mg de bétaine par portion. Un effet est néanmoins observé a
partir d’une consommation quotidienne égale ou supérieure a 100 a 300 mg / kg de poids de

corps de bétaine (Bidulescu et al., 2009; Detopoulou et al., 2008).

BRIBE PRI @R PRRRuEmui s

Des apports élevés en bétaine (supérieurs a 300 mg par jour) et en choline (supérieurs a 150 mg
par jour) permettraient de réduire le risque d’avoir un cancer du sein (Zhang et al., 2013), mais
¢galement du poumon (Ying et al., 2013). Cependant, cette diminution du risque ne serait pas
significative pour les individus n’ayant jamais fumé (Ying et al., 2013). Une étude in vivo a mis
en évidence que le jus de betterave (contenant entre autres de la bétaine) diminuait 1’incidence
des tumeurs pulmonaires induites par des substances cancérogeénes (4-nitroquinoline 1-oxide +
8% glycérol) (Kapadia et al., 1996). In vitro, un traitement a la bétaine permettrait de diminuer

la viabilité des cellules cancéreuses hépatiques (Lee et al., 2014; Oliva et al., 2012).

Par ailleurs, la bétaine agirait sur la carcinogénése via son action anti-inflammatoire. Une
augmentation de Cox-2 est impliquée dans la tumorogénése a cause de son expression cellulaire
et de son activité métabolique (Cao & Prescott, 2002). Une étude sur le cancer colorectal a
montré que I’administration de bétaine permettait une diminution de I’expression de Cox-2 et
de NF-kB et permettrait de réduire la survenue des cancers colorectaux dépendant de
I’inflammation (Kim et al., 2014). Via la suppression de 1’activation de NF-kB et d’AKT, la
bétaine inhiberait également I’angiogenése, une étape essentielle dans la formation de nouveaux

vaisseaux sanguins favorisant la croissance tumorale et les métastases (Kim, 2012).

D’autre part, la bétaine aurait un effet sur la croissance tumorale du cancer du poumon via sa
fonction de donneur de méthyle. En effet, la privation de donneurs de méthyle cause une
hypométhylation de I’ADN (Ying et al., 2013). L'analyse globale des marqueurs épigénétiques,
incluant les histones, la méthylation de ’ADN (Goto et al., 2009) et les profils micro-ARN

(Landi et al., 2010), commencent a démontrer des profils distincts entre les types de cellules
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Figure 26. Métabolisme de la choline et de la betaine et leur lien avec le métabolisme du carbone.
(Ueland 2010) AdoHcy : S-adenosylhomocysteine, AdoMet : S-adenosylmethionine, BADH :
betaine aldehyde dehydrogenase, Bet : betaine, BHMT : betaine-homocysteine S-methyltransferase,
CCT : CTP-phosphocholine cytidylyltransferase, CHK : choline kinase, CHDH : choline
dehydrogenase, CPT : diacylglycerol cholinephosphotransferase (cytidine 5-diphosphate (CDP)
choline), DDH : dimethylglycine dehydro- genase, DMG : dimethylglycine, Gly : glycine, GNMT :
glycine N-methyltransferase, Hcy : homocysteine, Met : methionine, mTHF : 5-
methyltetrahydrofolate, MTHF : methylenetetrahydrofo- late, MTR : methionine synthase, PC :
phosphatidylcholine, PE : phosphatidylethanolamine, PEMT : phosphatidylethanol-amine N-
methyltransferase, Sarc : sarcosine (monomethylglycine), SDH : sarcosine dehydrogenase, Ser :
serine, SHMT : serine hydroxymethyltransferase, THF : tetrahydrofolate.
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cancéreuses. Des anomalies dans le processus de méthylation de I’ADN se traduisent par
l'activation d'oncogénes et l'inactivation de génes suppresseurs de tumeurs et elles sont souvent
présentes dans les 1ésions précancéreuses et dans les cellules histologiquement normales
épithéliales bronchiques (Sato et al., 2007). Le carcinome squameux du poumon résulte de
I'accumulation de multiples anomalies génétiques et épigénétiques indépendantes, y compris
des modifications de séquences d'ADN, les changements du nombre de copies, et une hyper-
méthylation aberrante des promoteurs (Sato et al., 2007). Les mutations du promoteur Og-
methylguanine-DNA methyltransferase (MGMT) sont des événements communs dans les
carcinomes pulmonaires primaires (Esteller et al., 1999). Dans le cancer du poumon,
I’inactivation de MGMT par la méthylation du promoteur entrainerait des changements
G:C—A:T dans les mutations du gene p53 (Wolf, et al, 2001) mais augmenterait également
I’apparition des mutations du geéne p53 dans la tumeur pulmonaire (Wu et al., 2008). La
méthylation du promoteur MGMT se produit plus couramment dans les adénocarcinomes, tant
chez les non-fumeurs que chez les fumeurs et ceci est associé a la progression tumorale (Pulling
et al., 2003). Ainsi, une hypométhylation globale de I’ADN, une hyperméthylation régionale
de genes suppresseurs de tumeurs et une hypométhylation régionale des oncogénes et génes
pro-métastasiques sont associées au cancer et notamment a celui du sein (Katz-Brull et al.,
2002), de I’ovaire (Iorio et al., 2010), du colon (Dueck et al., 1996; Nakagami et al., 1999) et
du poumon (Esteller et al., 1999). La bétaine, en tant que donneur de méthyle, permet d’inhiber
les changements, tels que I’inactivation des génes suppresseurs de tumeurs (p16) et I’activation

de proto-oncogeéne (c-myc) induits par un carcinogeéne (Du et al., 2009).

Enfin, la bétaine pourrait agir sur la carcinogénése pulmonaire via sa fonction de régulateur de
la respiration mitochondriale. Dans plus de 90% des cancers, une diminution voire une
suppression de 1’activité d’OXPHOS et une augmentation de la glycolyse anaérobie (effet
Warburg) ont été reportées (Hiittemann et al., 2012) ; c’est pourquoi, certaines approches
thérapeutiques visent a améliorer I’OXPHOS mitochondriale. Certains auteurs font I’hypothése
que la diminution de I’activité du COX (cytochrome c oxidase) induite notamment par une
augmentation de ’expression d’EGFR pourrait étre a 1’origine de 1’inhibition de 1’apoptose
dans les cellules tumorales (Hiittemann et al., 2012). Un traitement a la bétaine pourrait
supprimer I’inhibition de 1’apoptose via une augmentation de 1’activité du COX et du niveau

d’ATP, et la stimulation de la respiration mitochondriale et cellulaire (Lee, 2015).
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Lors d’un cancer du poumon, il a été noté, entre autres, des perturbations des défenses
antioxydantes, des mutations de génes impliqués dans la signalisation de voies redox-sensibles,
et des modifications de la méthylation de ’ADN et de la réponse inflammatoire. Etant donné
les caractéristiques de la bétaine (donneur de méthyle, régulateur de la respiration
mitochondriale, propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires), il nous a semblé opportun

d’étudier son effet dans le cadre d’un cancer pulmonaire.
3.2.4.[La C-phycocyanine (C-PC)

La famille des phycobiliprotéines est composée de phycoerythines, allo-phycocyanines et des
phycocyanines (Benedetti et al.,, 2006). Les phycocyanines sont les principales
phycobiliprotéines et sont classées en trois groupes : C-PC issue des cyanobactéries (telles que
la spiruline), R-PC issue des algues rouges, et R-PCII issue des Synechococcus. Pour ce travail,
nous nous sommes intéressés a la C-PC. Aprés avoir caractérisé ce micronutriment, nous nous
sommes intéressés a ses effets sur 1’équilibre redox, sur le systéme immunitaire et plus
particulierement I’inflammation, et sur les voies de signalisation redox-sensibles. Enfin, nous

avons abord¢ son effet sur le cancer du poumon.

BRI AR EIPRR) s éR\zhElRbe s (21 Pl rmiZeE PIE

La C-PC a une structure composée d’une fraction protéique et d’une fraction non protéique
(dont des pigments hydrosolubles : les phycocyanobilines (PCB)) (Ocarra, 1965). La C-PC est
¢galement composée de lipides, de vitamines, de minéraux, de chlorophylle, de B-caroténe et

de polysaccharides.

Aucune étude n’a été réalisée sur sa biodisponibilité. Des études ont montré que la C-PC n’était
pas toxique et n’engendrait pas de symptomes (Sabarinathan & Ganesan, 2008). La C-PC est
un colorant naturel bleu, fréquemment utilisé dans 1’industrie alimentaire (Thangam et al.,

2013).

ByEREIE uEf R e

La C-PC a une activité antioxydante reconnue notamment car elle est capable de piéger les
activités de OH’, O,”, de I’oxyde nitrique, et elle permet la chélation métallique contre les

différents radicaux (Thangam et al., 2013).
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I1 a également été montré que la C-PC est capable d’activer Nrf2. L’activation de Nrf2 pourrait
ainsi contribuer a I’activation d’enzymes de phase II détoxifiantes (e.g. gluthation S tranférases
(GST), méthyltransférases (MT), N-acetyltransférase (NT)) (Reuland et al., 2013) et protéger
les cellules contre I’apoptose induite par les ERO (Gao, Liu, et al., 2016) (Figure 27). Cette
activation de Nrf2 par la C-PC pourrait également expliquer le role de régulateur positif de C-
PC sur I’héme oxygénase 1 (HO-1). L’induction transcriptionnelle du géne HO-1 se fait dans
la région StRE (stress response element ou MARE (Maf response element)), soit par
I’intermédiaire du facteur AP1 (hétérodimere cJun/Fos) ; soit via Nrf2. Aprés phosphorylation,
Nrf2 migre vers le noyau et forme un complexe par dimérisation avec une des protéines bZip
(ATF4 ou cFos). Ce complexe se lie au StRE et active la transcription du géne HO-1 (Figure
28) (Lyoumi et al., 2007). HO-1 est également considéré comme ayant un role antioxydant. Son
augmentation permet 1’élimination de 1’héme (Lyoumi et al., 2007) et ainsi, diminue la
production de superoxyde via 1’inhibition de la maturation de la NADPH-oxydase (Taillé et al.,
2004).

Par ailleurs, les phycocyanobilines contenues dans la C-PC sont des inhibiteurs puissants de
NADPH oxydase, participant a la génération de superoxyde dans les neutrophiles (Terry et al.,
1993).

De plus, la C-PC peut également inhiber les dommages a I’ADN, via une régulation a la baisse
de I’expression du géne Fas (Fatty acid synthase) et une diminution du pourcentage de
fragmentation d’ADN (Hassan et al., 2012). Le géne Fas est un membre de la famille des
récepteurs de TNF et il a ét€¢ montré que des dommages a I’ ADN pouvaient étre le résultat d une

augmentation de son expression (Miiller et al., 1997).

PyPRER i i BIGhsEIE i usAPE

La C-PC exerce une activité immunomodulatrice et anti-inflammatoire, via notamment la
régulation de cytokines, dont les interleukines pro-inflammatoires IL-1 et IL6 et les
interleukines anti-inflammatoires IL-4 et IL-10 (Ali et al., 2015; Mao et al., 2000; Shokri, et
al., 2014).

.....

inflammatoire Cox-2. En effet, la C-PC posséderait des propriétés sélectives inhibitrices de

Cox-2 (Reddy et al., 2003). De plus, Penton-Rol et al. (2011) ont montré, lors d’une étude in
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Figure 27. Roéle protecteur antioxydant de la C-Phycocyanine via ’activation de Nrf2. Adaptée de
(Gao, Liu, et al. 2016)




Figure 28. Signalisation cellulaire et facteurs transcriptionnels impliqués dans I’induction de HO-1
par les ROS. (Lyoumi et al. 2007)
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vitro, qu’un traitement a la C-PC augmentait des marqueurs des lymphocytes T régulateurs

(Treg), dont TGF-P et I’interleukine anti-inflammatoire IL-10.

PlyPIZIER @ Nt oRFPIas Bl g2 Bhrs BREE rmyols ot gflo?)
> TPI3K/AKT

PI3K/Akt/FoxO1 est une voie modulée par la C-PC. Plus précisément, un traitement a la C-PC
limite la déphosphorylation d’AKT et de FoxO1, induite par le méthylglyoxal (sous-produits
de certaines voies métaboliques) (Gao et al., 2016). L’activité transcriptionnelle des facteurs
FoxO est régulée par la phosphorylation d’AKT. La C-PC protégerait la fonction de FoxO et
permettrait le maintien de I’homéostasie cellulaire. Ces facteurs peuvent étre impliqués dans la
prolifération cellulaire et dans 1’apoptose. Il peuvent également jouer un réle de suppresseur de
tumeur dans deux nombreux cancers (Greer & Brunet, 2005) et peuvent réguler a la hausse de

nombreux genes impliqués dans la réparation de I’ADN (Tran et al., 2002).
»[1P38 MAPK

C-PC est capable de réguler a la hausse la voie de signalisation MAPK/ERK et plus
particulierement p38 MAPK, ce qui induit la dégradation de MIFT (microphthalmia-associated
transcription factor) qui est un facteur associ¢ au développement et la survie cellulaire. C-PC
induit également une suppression de 1’activation de CREB, qui est le facteur de transcription

de MITF, via une régulation a la baisse de p38 MAPK (Wu et al., 2011).

BRI @Es FRIRRu@mui ns )

Peu d’¢études ont abord¢ I’effet de la C-PC sur le cancer du poumon, que ce soit en prévention

primaire, secondaire ou tertiaire.

C-PC agirait sur la carcinogénése grace a ses différentes fonctions précédemment nommées. A
notre connaissance, aucune étude n’a investigué 1’effet d’une supplémentation en C-PC sur le
risque d’avoir un cancer. L’ensemble des études concernant les liens entre C-PC et cancer ont
étudié soit ses effets dans la prévention des effets secondaires au traitement contre le cancer
(i.e. cisplatine), soit ses effets sur I’initiation et la progression tumorale, souvent in vitro et

parfois in vivo.
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Ainsi, il a été rapporté que la C-PC pouvait prévenir la diminution des défenses antioxydantes
rénales et 1’augmentation des dommages oxydatifs rénaux induits par un traitement a la

cisplatine (Ferndndez-Rojas et al., 2014).

Une activité anti-carcinogéne de la C-PC a ¢ét¢ montré sur différents types de cellules
cancéreuses : histiocytaires (Pardhasaradhi et al., 2003), hépatiques (Basha et al., 2008),
prostatiques (Gantar et al., 2012), ovariennes (Pan et al., 2015) et leucémiques (Niu et al., 2006).
Trés récemment, Li et al. (2015) ont étudié les effets de C-PC combinée a ’ATRA (all-trans
retinol acid) sur les cellules cancéreuses pulmonaires (A549), in vitro et in vivo. Cette équipe a
montré que, suite a un traitement a la C-PC, la viabilité des cellules A549 était diminuée in vitro
et les tumeurs ¢étaient plus petites in vivo. Ce ralentissement tumoral était associé a une
augmentation de I’expression de caspase-3 au sein des tumeurs du groupe supplémenté en C-
PC. L’activation des voies de la mort cellulaire programmée caspase-dépendante (Chu et al.,
2010; Li et al., 2006, Pardhasaradhi et al., 2003) est I’'une des principales explications du
pouvoir pro-apoptotique de la C-PC.

Malgré les nombreuses propriétés de la C-PC (antioxydantes, anti-inflammatoires et anti-
prolifératives), peu d’études se sont intéressées a ses effets dans la cancérogenese pulmonaire,

c’est pourquoi nous avons choisi de 1’étudier.
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Objectifs de these

Le cancer du poumon est la premiére cause de décés par cancer dans le monde. C’est une
pathologie multifactorielle de mauvais pronostic du fait de son diagnostic tardif. Parmi les
facteurs de ce cancer, le stress oxydatif semble jouer un réle important via des mécanismes
directs ou indirects. Le stress oxydatif peut étre modulé a travers les facteurs nutritionnels
suivants : 1’alimentation et I’activité physique. Une revue écrite par notre équipe fait état du

lien entre cancer du poumon, activité physique, nutrition et stress oxydatif (Annexe 1).

L’activité physique engendre des adaptations physiologiques permettant d'induire des effets
bénéfiques chez les sujets sains mais également en termes de préventions du cancer du poumon
(Gongalves & Novaes, 2012). L’AP diminuerait le risque de cancer notamment grace a : une
augmentation de la fonction pulmonaire, une diminution des concentrations d’agents
carcinogenes dans les poumons, une amélioration de la fonction immunitaire, une réduction de
I’inflammation, une amélioration de la capacité de réparation de I’ADN et d’un changement du
niveau des hormones de croissance (Emaus & Thune, 2011). Plus particuliérement, I’AP de
type aérobie permettrait d'améliorer 'activité antioxydante et des enzymes de phase II dans le
poumon, ce qui aurait des effets anti-cancers (Duncan et al., 1997; Teixeira et al., 2009). In vivo
(chez la souris), il a été montré que 1’activité physique spontanée (roue d’activité accessible at
libitum) ralentissaient la progression tumorale pulmonaire, peut-&tre grace a I’activation de p53

et a la stimulation de I’apoptose (Higgins et al., 2014).

Afin de déterminer les mécanismes sous-jacents des effets positifs de 1’activité physique sur la
santé, certaines équipes ont utilisé des tapis de course, des exercices de force ou la natation
comme mode¢le d’activité physique (Cavalié et al., 2003; Ma et al., 2013; Petersen et al., 2013).
Ces modgeles sont des programmes d’exercice involontaire et peuvent induire des adaptations
physiologiques, signes de stress chronique (Hong et al., 2015). L’utilisation de la roue d’activité
comme modele d’activité physique est une alternative intéressante car les rats ont acces
librement a la roue d’activité et cela est représentatif de ’activité physique spontanée chez

I’humain (Filaire et al., 2009).

De nombreuses études ont montré le role de certains micronutriments dans la survenue et le
développement du cancer du poumon. Lors des étapes de ce cancer multifactorielle, il a été
observé des perturbations des défenses antioxydantes, des mutations de génes impliqués dans
la signalisation de voies redox-sensibles, et une modification de la méthylation de I’ADN et de

la réponse inflammatoire.
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Etant donné les caractéristiques de la bétaine (donneur de méthyle, régulateur de la respiration
mitochondriale, propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires) et de la C-phycocyanine
(propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et antiprolifératives), notre équipe s’est

intéressée a 1’effet de ces deux micronutriments.

Elle est la premicre a avoir travaillé sur I’effet la bétaine et/ou la C-Phycocyanine sur la
croissance des cellules tumorales pulmonaires A549, que ce soit in vitro ou in vivo. L’effet de
la bétaine, de la C-Phycocyanine et de leur utilisation combinée sur la croissance des cellules
tumorales pulmonaires A549, in vitro et in vivo a été étudié par notre équipe (Bingula et al.,
2016). Des cellules A549 ont été co-incubées avec de la bétaine et/ou de la C-Phycocyanine.
Nous avons montré qu’une supplémentation en bétaine induisait une diminution de la viabilité
des cellules A549 de 50% de fagon dose-dépendante et que la combinaison des deux
supplémentations induisait une diminution de 60%. En effet, 1’association des deux
micronutriments a réduit I’expression de NF-kB stimulée par TNF-a et a augmenté la quantité
du pro-apoptotique p38 MAPK. Il est intéressant de noter que la bétaine associée a la
phycocyanine a induit un arrét du cycle cellulaire en phase G2/M pour environ 60% des cellules

(Annexe 3).

L’objectif général de ce travail de thése était d’évaluer I’effet de facteurs nutritionnels
(bétaine, C-PC ou activité physique) sur la croissance tumorale de cellules A549
implantées chez le rat Nude et de déterminer les mécanismes sous-jacents explicatifs de

cet effet.

Pour répondre a cet objectif principal, le projet de thése s’est divisé en 3 parties. Dans une
premiére étude, 1’effet d’une supplémentation en bétaine ou en C-Phycocyanine, associée ou
non a une activité physique sur I’équilibre redox et I’inflammation a été évalué in vivo sur des
rats sains. Trente Sprague-Dawley ont été divisés en 6 groupes : contrdle, bétaine, C-
Phycocanine, activit¢ physique spontanée, bétaine + activité physique spontanée, et C-
Phycocanine + activité physique spontanée. Au terme de six semaines d’observation, nous
avons étudi¢ les activités antioxydante, pro-oxydante et pro-inflammatoire au niveau
plasmatique et musculaire. Nous avions émis les hypothéses suivantes : 1) une supplémentation
en bétaine ou en C-Phycocyanine ou/et la pratique d’une activité physique volontaire
augmenterait la réponse antioxydante, 2) la bétaine et 1’activité physique auraient un effet

synergique, 3) I’irisine serait positivement corrélée avec les marqueurs antioxydants.
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Une deuxiéme étude avait pour objectif de déterminer si la bétaine et/ou la C-Phycocyanine
avai(en)t un effet sur la croissance des cellules A549 implantées chez des rats et de déterminer
certains mécanismes sous-jacents. Apres avoir injecté des cellules A549 en sous-cutanée et
avoir laissé les tumeurs se former durant 10 jours, nous avons supplémenté les rats Nude en
bétaine et/ou C-phycocyanine. Aprés 28 jours de supplémentation, nous avons sacrifié les rats
et étudié les marqueurs antioxydants et pro-oxydants au niveau circulant et tumoral, ainsi que
des marqueurs inflammatoires et apoptotiques au sein des tumeurs. Nous avons émis
I’hypothése qu'une supplémentation en bétaine ou/et en C-Phycocyanine permettrait de ralentir
la croissance tumorale pulmonaire via la modulation du stress oxydatif et des mécanismes

redox-sensibles tels que I’inflammation et I’apoptose.

La derni¢re étude consistait a évaluer 1’effet de I’activité physique spontanée sur la croissance
tumorale des cellules A549 implantées chez des rats Nude et déterminer si des mécanismes
redox-sensibles pouvaient étre impliqués. Aprés avoir injecté des cellules A549 en sous-cutanée
et avoir laisser les tumeurs se former et atteindre un volume tumoral supérieur & 500 mm?, nous
avons constitué¢ deux groupes : un groupe contrdle observé dans des conditions basiques et un
groupe ayant une roue d’activité a disposition 24h/24 et 7j/7. Aux termes de 28 jours
d’observation, nous avons analysé les échantillons sanguins, musculaires et tumoraux recueillis
le jour du sacrifice. Les analyses consistaient a évaluer des marqueurs de 1’équilibre redox,
inflammatoires, et apoptotiques. Nous avons émis 1’hypothése que la pratique d’une activité
physique spontanée permettrait de ralentir la croissance tumorale pulmonaire au travers la
modulation du stress oxydatif et des mécanismes redox-sensibles tels que I’inflammation et

I’apoptose.
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L’objectif de 1’étude I était d’évaluer 1’effet d’une supplémentation en bétaine (3.88 + 0.49 g
par kg de poids par jour) ou en C-PC (0.34 + 0.0 g par kg de poids par jour) seule ou associée
a la pratique d’un exercice volontaire (roue d’activité) sur le statut redox et I’inflammation chez

des rats sains. [
CI C1CAe T (0 ok b rr

Trente rats Sprague-Dawley rats (Harlan, France), agés de 42 jours, pesant entre 180 et 200 g
ont été utilisés. Apres la période d’acclimatation, ils étaient hébergés individuellement et dans
une salle ou la température était maintenue a 21.6 = 0.5°C, avec un cycle de 12 heures
d’obscurité et 12 heures de lumic¢re. L’ensemble de 1’expérimentation a été réalisée en suivant
les recommandations de la législation en vigueur concernant les animaux de laboratoire en
France. L ensemble de I’expérience a été approuvé le comité d’éthique de I’ Anses de Maisons-

Alfort (France).

Apres une semaine d’acclimatation, les rats ont été divisés en 6 groupes comme indiqué sur le

schéma ci-contre (Figure 29).

Au terme de 6 semaines d’observation, les rats ont été sacrifiés suivant les recommandations
institutionnelles. Aprés une injection d’analgésiques (Ketaminel000 (Vibrac, France) : 75
mg.kg '+ Xylazine (Bayer, France) : 8 mg.kg™), une ponction aortique a été réalisée. Le sang
était collecté dans trois tubes différents (Venosafe, France) permettant d’obtenir le plasma : K2
EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid), lithium heparin et d’obtenir le sérum (tube avec gel).
Apres centrifugation (3000 rpm, 15 min, 4°C), le plasma et le sérum ont été aliquotés et

conservés a -80°C jusqu’a analyse.
(T Cné di [ITbIneAAni [

L’ensemble des rats avait a disposition at libitum de I’eau de boisson et de la nourriture standard
(A03, Society Safe-diet, Augy, France), contenant 25.2% de protéines, 13.5% de lipides et le
reste en glucides. La bétaine (B2754, Sigma, France) et la C-PC (Greentech) étaient sous forme
de poudre dissoute dans 1’ecau de boisson, a hauteur de 4% des apports alimentaires (en
grammes) pour la bétaine et de 350 mg.kg de poids corporel” pour la C-PC. Chaque jour, 4 la

méme heure, les apports hydriques et les apports alimentaires étaient mesurés via la pesée des
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Randomisation . Sacrifice
Observation Aprés 6 semaines

Controle (n=5) : rats observés avec régime standard, sans roue d’activité

Activité Physique (n=5): rats disposant d une roue d’activité 24h/24 et 7j/7

Bétaine (n=5): rats supplémentés en bétaine dans 1’eau de boisson (4% des apports
alimentaires en g)

C-Phycocyanine (n=5): rats supplémentés en phycocyaninedans 1’eau de boisson (350
mg/kg de poids de corps)

Acclimatation

Bétaine + Activité Physique (n=5): rats supplémentés en bétaine dansI’eau de boisson
(4% des apports alimentaires en g) et disposant d’une roue d’activité 24h/24 et 7j/7

C-Phycocyanine + Activité Physique (n=5) : rats supplémentés en phycocyanine dans
I’eau de boisson (350 mg/kg de poids de corps) et disposant d’'une roue d’activité 24h/24 et 7j/7

77 JO0 J42

Figure 29. Schéma expérimental de 1’étude 1.
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biberons et des croquettes restantes. Les biberons étaient réalisés tous les deux jours. Les
apports en bétaine et en C-PC étaient ajustés en fonction des apports alimentaires et hydriques

ainsi que le poids de chaque rat.

O Cul bevdd [ RoAessél 1]

Les rats des groupes « activité physique » avaient a disposition une roue d’activité 7j/7 et
24h/24. Les roues étaient équipées de capteurs connectés a un logiciel permettant la mesure et
I’enregistrement du nombre de tour, de la durée d’activité et de la distance parcourue par chaque
rat (Intellibio, Nancy, France). L’enregistrement des données était réalisé sur 24h correspondant

a chaque jour d’observation.

I [ Mdoe [i bITAT Abnlilc e A

Lors de I’euthanasie, le gastrocnémien droit de chaque rat a été isolé, pesé et stocké a -80°C.
Pour les analyses, les gastrocnémiens maintenus dans de la glace ont été broyés avec du tampon
A (10 mM 2-amino-2-hydroxyméthyl-1,3-propanediol (TRIS), 10 mM potassium chloride
(KCI), 10 mM magnesium chloride (MgClI2), 1 mM DL-dithiothreitol (DTT), 0.lmM EDTA
and, 1% de cocktail avec des inhibiteurs de protéases (P8340-1ml, Sigma-Aldrich, France),
pendant 10 secondes, puis 5 x 20 secondes. Une fois broyés, les échantillons étaient transférés
dans des tubes et centrifugés (5 min, 15000xg, 4°C). Le surnageant (partie cytosolique) était
récupéré, aliquoté et stocké a -80°C. Chaque culot était re-suspendu dans du tampon A et
centrifugé (5 min, 15000xg, 4°C). Le surnageant était jeté et le culot était de nouveau suspendu
avec du tampon B (50 mM TRIS, 50 mM KCI, 150 mM NaCl, 0.1 mM EDTA, and 0.5% de
cocktail avec des inhibiteurs de protéases (P8340-1ml, Sigma-Aldrich), puis a subi trois cycles
d’ultrasons (1 min) et d’agitation dans de la glace 10 minutes) et centrifugé (5 min, 15000xg,
4°C). Le surnageant (partie péri-nucléaire et nucléaire) a été récupéré, aliquoté et congelé a -

80°C.

CIT Ci CroACA

1.5.1.[1Concentrations hormonales

La corticostérone produite par le cortex surrénal en réponse a un stress a été mesurée a 1’aide
d’un kit ELISA (Cayman Chemical, Interchim, Montlugon, France). La production d’une
réaction enzymatique entre la corticostérone et un corticostérone-acétylcholinestérase (AChE)
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conjugué (tracer de la corticostérone) a été mesuré dans le sérum via une mesure colorimétrique

a 420 nm (Photomeétre Multiskan FC ThermoScientific, MC2Lab, Clermont-Ferrand, France).

1.5.2.[/Concentrations protéiques

Les concentrations protéiques de 1’ensemble des échantillons (plasma, fraction totale,
cytosolique et nucléaire des tumeurs et des gastrocnémiens) ont été déterminées avec un kit de
quantification protéique nommé « BC Assay » (Interchim, Montlugon France). Les
concentrations étaient mesurées, a 560 nm, suite a la formation d’une coloration violette apres
réduction du Cu2+ en Cu+ par les protéines (Photometre Multiskan FC ThermoScientific,

MC2Lab, Clermont-Ferrand, France).

1.5.3.[/La peroxydation lipidique

Le niveau de substances réagissant a 1’acide thiobarbiturique (TBARS) qui sont produits lors
de la peroxydation lipidique, a ét¢ déterminé par un kit enzymatique (Cayman Chemicals,
Interchim, Montlugon, France) en accord avec les instructions du manuscrit, dans le sérum et
dans la fraction cytosolique du gastrocnémien. L’adduit MDA-TBA formé par la réaction
colorimétrique du MDA et du TBA sous haute température (entre 90 et 100 °C) et en conditions
acides a été mesurée a 520 nm (Photométre Multiskan FC ThermoScientific, MC2Lab,

Clermont-Ferrand, France).

1.5.4.0/Les marqueurs antioxydants

BuePAMxERREE ulBFld?R

L’évaluation de la SOD a été réalisée a 1’aide d’un kit enzymatique (Cayman Chemicals,
Interchim, Montlugon, France), dans le plasma et la fraction cytosolique des gastrocnémiens.
Ce kit utilise un sel de trétazolum pour la détection des radicaux superoxydes générés par la
xanthine oxydase et I’hypoxanthine et mesure trois types de SOD (Cu/Zn-SOD, Mn-SOD et
Fe-SOD) a 450 nm (Photometre Multiskan FC ThermoScientific, MC2Lab, Clermont-Ferrand,

France).
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L’activité de la catalase au niveau plasmatique et musculaire a été déterminée par 1’utilisation
de la fonction peroxydase de la catalase. Cette méthode est basée sur la réaction de cette enzyme
avec le méthanol en présence d’une concentration optimale en H,O, Le formaldéhyde produit
est mesuré colorimétriquement avec 4-amino-3-hydrazino-5-mercapto-1,2,4-triazpme
(Purpald) comme chromogeéne, a 540 nm (Photométre Multiskan FC ThermoScientific,

MC2Lab, Clermont-Ferrand, France).

B gul 2 s @R AMXEIZI 0212

L’activité du glutathion peroxydase (GPx) a été évaluée au niveau plasmatique et musculaire
par une réaction indirecte de couplage avec le glutathion réductase (GR) (Cayman Chemicals,
Interchim, Montlugon, France). Le glutathion oxydé, produit par réduction de I’hydroperoxyde
par le GPx, est recyclé a son état réduit par le GR and NADPH. L’oxydation de NADPH en
NADP+ est accompagnée d’une baisse a 340 nm (Photométre Multiskan FC ThermoScientific,
MC2Lab, Clermont-Ferrand, France).

B g/ B Es AniB g

Les concentrations en glutathion total (T-GSH) dans le plasma et la fraction cytosolique des
gastrocnémiens ont été déterminées grace a la méthode de Cereser et al. (Cereser et al., 2001).
Briévement, le plasma et les lysats ont été réduits par du dithiothreitol (DTT) (Sigma-Aldrich,
Saint-Quentin Fallavier, France) (incubation de 10 minutes, a température ambiante) et du GEE
(glutathion ethyl ester) a été ajouté, servant de controle interne. Apres la précipitation protéique,
le surnageant a ét¢ dérivé par addition d’OPA (ortho-phthal-aldehyde) (Sigma-Aldrich, Saint-
Quentin Fallavier, France). Une séparation par chromatographie en phase liquide a haute
performance des adduits GSH-OPA a été réalisée avec une colonne en phase inverse UP3 HDO
C-18 (150x3.60 mm; 3um particle size) de Phenomenex (Interchim, Montlugon, France)
maintenue a 37°C, suivie d’une détection fluorimétrique a 420 nm apres excitation a 340
nm(Summit HPLC system, Dionex SA, Courtaboeuf, France). Les dérivés ont été évalués en
utilisant un gradient d’acétonitrile de 10% a 50% dans 25 nm d’acétate d’ammonium, pH 6
pendant 5 minutes. Le débit moyen était de 0.5 ml.min-1 pour une durée d’élution de 15

minutes. L’intégration des chromatogrammes a été réalisée grace au logiciel Chromelon de
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Dionex (Version 6.80, Dionex SA, Courtaboeuf, France). La concentration de GSH a été

calculée grace a I’utilisation de la courbe standard établie dans les mémes conditions.

BB IR

La concentration d’irisine plasmatique a été évaluée par un kit ELISA par compétition (Cayman
Chemicals, Interchim, Montlugon, France). Un anticorps polyclonal reconnaissant I’irisine
native a réagi avec une série d’échantillons prédéterminés d’irisine recombinants en
compétition sur la plaque pré-induite. (Adipogen, COGER, Paris, France). Cette réaction était
mesurée a 450 nm (Photometer Multiskan FC ThermoScientific, MC2Lab, Clermont-Ferrand,

France).

1.5.5.[1Cox-2 comme marqueur pro-inflammatoire

La quantité de Cox-2 a été évaluée au sein de la partie périnucléaire et nucléaire musculaire par
un kit enzymatique (Cayman Chemicals, Interchim, Montlugon, France) avec la mesure de
I’activité peroxydase de la Cox. Un inhibiteur spécifique a 1’isoenzyme permettait de distinguer
I’activité de Cox-2 de I’activité de Cox-1. L’activité a été analysée colorimétriquement par le
suivi de I’apparence de TMPD oxydé (N,N,N’,N’-tetramethyl-p-phenylenediamine) a 590 nm
(Photométre Multiskan FC ThermoScientific, MC2Lab, Clermont-Ferrand, France).

L Do keAles é A

Les résultats ont été traités grace au logiciel SPSS (version 19.0) et reportés en moyenne +
erreur standard de la moyenne (SEM). L’analyse de la variance (ANOVA) a permis de
déterminer les différences entre les groupes. Les relations entre irisine et les parameétres
antioxydants ont été évaluées via la corrélation de Pearson. Un p < 0.05 était considéré comme

significatif.

LT o

L’objectif de I’étude II était d’évaluer I’effet d’une supplémentation en bétaine et/ou en C-PC

sur la croissance de tumeur pulmonaire induite (suite a une injection de cellules A549) in vivo.
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Les cellules A549 du cancer du poumon humain (ATCC® CCL-185™) ont été maintenues en
culture a Cellvax Pharma, dans un milieu de culture DMEM complet, 10 % FBS (Fcetal Bovin
Serum), SmM L-Glutamine, 1 % Penicillin/Streptomycin, dans un incubateur de culture
cellulaire 95 % air et 5 % de dioxyde de carbone (CO2). Les cellules A549 ont été mises en

culture jusqu’a une confluence d’environ 80%.
Le jour de I’injection, les cellules ont été récupérées via la procédure suivante :

=[] lavées 2 fois avec du PBS

=[] détachées par la trypsine

=[] re-suspendues avec du milieu DMEM puis centrifugées (500 x g pendant 5 min)

=[] le culot cellulaire a été repris dans du milieu DMEM sans sérum puis les cellules ont été
énumérées par la méthode du bleu de Trypan.

=[] les cellules ont été par la suite diluées dans du milieu DMEM sans sérum a raison de 10
x 10° cellules / 200 pL

=[] la suspension cellulaire a été, par la suite, mélangée (50 : 50) avec du matrigel (Matrigel)
et maintenue a 4°C pendant au moins 1 heure avant I’injection des cellules

=[] les cellules ont été injectées par voie sous-cutanée dans le flanc droit du rat.
(I CJOAe T M0 ké )

Trente-trois rats Nude rats (Harlan, France), agés de 42 jours ont été utilisés. Aprés une semaine
d’acclimatation et dix jours d’induction des tumeurs, la randomisation a eu lieu. Les rats étaient
alors hébergés individuellement dans une cage. La température était maintenue a 21.6 + 0.5°C,
avec un cycle de 12 heures d’obscurit¢ et 12 heures de lumiére. L’ensemble de
I’expérimentation a été réalisée en suivant les recommandations de la législation en vigueur
concernant les animaux de laboratoire en France. L’ensemble de I’expérience a été approuvé le

comité d’éthique de 1’ Anses de Maisons-Alfort (France).

Lors de la randomisation, les rats ont ét¢ divisés en quatre groupes comme indiqué sur le schéma

ci-contre (Figure 30).

Les rats ont été euthanasiés en suivant les recommandations institutionnelles. Aprés une
injection d’analgésiques (Ketaminel000 (Vibrac, France): 75 mgkg'+ Xylazine (Bayer,
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Randomisation
Volume tumoral (VT) moyen > 500 mm 3 Aprés 4 semaines ou
. si VT > 4000 mm 3
i Observation
J-10

Contrdle (n=8): rats avec régime standard

g B Bétaine (n=9): rats supplémentés en bétaine dans ’eau de boisson (EB) (4% des

§ 2 g apports alimentaires en g)

< C D

g 5 g

3 é g C-Phycocyanine (n=8) : rats supplémentés en phycocyaninedans 1’eau de

< 8 boisson (350 mg/kgde poids de corps)
Bétaine et C-Phycocyanine (n=8): rats supplémentés en bétaine (4% des
apports alimentaires en g) et phycocyanine (350 mg/kg de poids de corps) dans EB

A
J-17 JO J 28

Injection sous-
cutanée : 107 cellules
A549 + matrigel
(50/50) par rat

Figure 30. Schéma expérimental de 1’étude II.
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France): 8 mg.kg™"), une ponction aortique a été réalisée. Le sang était collecté dans trois tubes
différents (Venosafe, France) permettant d’obtenir le plasma : K2 EDTA
(ethylenediaminetetraacetic acid), lithium heparin et d’obtenir le sérum (tube avec gel). Apres
centrifugation (3000 rpm, 15 min, 4°C), le plasma et le sérum ont été aliquotés et conservés a -

80°C jusqu’a analyse.

T [Iné e [1TbIneAAni [

L’ensemble des rats avait a disposition at libitum de I’eau de boisson et de la nourriture standard
(A03, Society Safe-diet, Augy, France), contenant 25.2% de protéines, 13.5% de lipides et le
reste en glucides. La bétaine (B2754, Sigma, France) et la C-PC (Greentech) étaient sous forme
de poudre dissoute dans 1’ecau de boisson, a hauteur de 4% des apports alimentaires (en
grammes) pour la bétaine et de 350 mg.kg de poids corporel” pour la C-PC. Chaque jour, 4 la
méme heure, les apports hydriques et les apports alimentaires étaient mesurés via la pesée des
biberons et des croquettes restantes. Les biberons étaient réalisés tous les deux jours. Les
apports en bétaine et en C-PC étaient ajustés en fonction des apports alimentaires et hydriques

ainsi que le poids de chaque rat.
T CviréCleni [TCDABéc (6 A

Une semaine apres 1’injection des cellules, les tumeurs étaient mesurées grace a un pied a
coulisse et le volume tumoral (VT) (mm®) était calculé selon la formule suivante : longueur x
largeur’/2. La croissance tumorale était enregistrée pour chaque rat. Le volume relatif du TV
(mm®) au jour X (TVXx) était calculé selon la formule suivante : TVx (%) =TVx/TVO0 x100.

(TVO étant le volume tumoral au jour 0, jour de la randomisation).
(I O Cdbe Li bIICARCc (@ A

Le jour de I’euthanasie, la tumeur de chaque rat ¢ été isolée, pesée et stockée a -80°C. Pour les

analyses, les tumeurs ont subi deux protocoles différents.

Le premier protocole d’extraction consistait a broyer les tumeurs dans de la glace, avec du
tampon A (10 mM 2-amino-2-hydroxyméthyl-1,3-propanediol (TRIS), 10 mM potassium
chloride (KCI), 10 mM magnesium chloride (MgCl2), 1 mM DL-dithiothreitol (DTT), 0.1mM
EDTA and, 1% de cocktail avec des inhibiteurs de protéases (P8340-1ml, Sigma-Aldrich,

France), pendant 10 secondes, puis 5 x 20 secondes. Une fois broyés, les échantillons étaient
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transférés dans des tubes et centrifugés (5 min, 15000xg, 4°C). Le surnageant (partie
cytosolique) était récupéré, aliquoté et stocké a -80°C. Chaque culot était re-suspendu dans du
tampon A et centrifugé (5 min, 15000xg, 4°C). Le surnageant était jeté et le culot était de
nouveau suspendu avec du tampon B (50 mM TRIS, 50 mM KCI, 150 mM NacCl, 0.1 mM
EDTA, and 0.5% de cocktail avec des inhibiteurs de protéases (P8340-1ml, Sigma-Aldrich),
puis a subi trois cycles d’ultrasons (1 min) et d’agitation dans de la glace 10 minutes) et
centrifugé (5 min, 15000xg, 4°C). Le surnageant (partie péri-nucléaire et nucléaire) a été

récupéré, aliquoté et congelé a -80°C.

Pour le second protocole, les tumeurs étaient broyées dans du tampon RIPA (R0278-500ml,
Sigma-Aldrich) avec 1% de cocktail contenant des inhibiteurs de protéases (P8340-1ml, Sigma-
Aldrich) et 1% de cocktail contenant des inhibiteurs de phosphatases (P5726-1ml, Sigma-
Aldrich), pendant 10 secondes puis 5 x 20 secondes. Aprés avoir été broyés, les échantillons
¢taient transférés dans des tubes et centrifuges (5 min, 15000xg, 4°C). Enfin, le surnageant

(protéine totale) était récupéré, aliquoté et stocké a -80°C.

I Ci CroACAT

2.6.1.1Concentrations hormonales

La corticostérone produite par le cortex surrénal en réponse a un stress a été mesurée a 1’aide
d’un kit ELISA (Cayman Chemical, Interchim, Montlugon, France). La production d’une
réaction enzymatique entre la corticostérone et un corticostérone-acétylcholinestérase (AChE)
conjugué (tracer de la corticostérone) a été mesuré dans le sérum via une mesure colorimétrique

a 420 nm (Photometre Multiskan FC ThermoScientific, MC2Lab, Clermont-Ferrand, France).

2.6.2.[1Concentrations protéiques

Les concentrations protéiques de 1’ensemble des échantillons (plasma, fraction totale,
cytosolique et nucléaire des tumeurs) ont été déterminées avec un kit de quantification protéique
nommé « BC Assay » (Interchim, Montlugon France). Les concentrations étaient mesurées, a
560 nm, suite a la formation d’une coloration violette aprés réduction du Cu2+ en Cu+ par les

protéines (Photométre Multiskan FC ThermoScientific, MC2Lab, Clermont-Ferrand, France).
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2.6.3.1La peroxydation lipidique

Le niveau de substances réagissant a 1’acide thiobarbiturique (TBARS) qui sont produits lors
de la peroxydation lipidique, a ét¢ déterminé par un kit enzymatique (Cayman Chemicals,
Interchim, Montlugon, France) en accord avec les instructions du manuscrit, dans le sérum et
dans la fraction cytosolique de la tumeur. L’adduit MDA-TBA formé par la réaction
colorimétrique du MDA et du TBA sous haute température (entre 90 et 100 °C) et en conditions
acides a été mesurée a 520 nm (Photométre Multiskan FC ThermoScientific, MC2Lab,

Clermont-Ferrand, France).

2.6.4.[1Les marqueurs antioxydants

BuePAMxERRER ulFld?R

L’évaluation de la SOD a été réalisée a 1’aide d’un kit enzymatique (Cayman Chemicals,
Interchim, Montlugon, France), dans le plasma et la fraction cytosolique des tumeurs. Ce kit
utilise un sel de trétazolum pour la détection des radicaux superoxydes générés par la xanthine
oxydase et I’hypoxanthine et mesure trois types de SOD (Cu/Zn-SOD, Mn-SOD et Fe-SOD) a
450 nm (Photométre Multiskan FC ThermoScientific, MC2Lab, Clermont-Ferrand, France).

PE/E@ R

L’activité de la catalase au niveau plasmatique et tumorale a été¢ déterminée par 1’utilisation de
la fonction peroxydase de la catalase. Cette méthode est basée sur la réaction de cette enzyme
avec le méthanol en présence d’une concentration optimale en H,O, Le formaldéhyde produit
est mesuré colorimétriquement avec 4-amino-3-hydrazino-5-mercapto-1,2,4-triazpme
(Purpald) comme chromogeéne, a 540 nm (Photométre Multiskan FC ThermoScientific,

MC2Lab, Clermont-Ferrand, France).

B gul 2 s @R AMXEIZI 0212

L’activité du glutathion peroxydase (GPx) a été évaluée au niveau plasmatique et tumorale par
une réaction indirecte de couplage avec le glutathion réductase (GR) (Cayman Chemicals,

Interchim, Montlugon, France). Le glutathion oxydé, produit par réduction de 1I’hydroperoxyde
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par le GPx, est recyclé a son état réduit par le GR and NADPH. L’oxydation de NADPH en
NADP+ est accompagnée d’une baisse a 340 nm (Photométre Multiskan FC ThermoScientific,
MC2Lab, Clermont-Ferrand, France).

B g/ B Es Ani B

Les concentrations en glutathion total (T-GSH) dans le plasma, la fraction cytosolique des
tumeurs ont été déterminées grace a la méthode de Cereser et al. (Cereser et al., 2001).
Briévement, le plasma et les lysats ont été réduits par du dithiothreitol (DTT) (Sigma-Aldrich,
Saint-Quentin Fallavier, France) (incubation de 10 minutes, a température ambiante) et du GEE
(glutathion ethyl ester) a été ajouté, servant de contrdle interne. Apres la précipitation protéique,
le surnageant a ét¢ dérivé par addition d’OPA (ortho-phthal-aldehyde) (Sigma-Aldrich, Saint-
Quentin Fallavier, France). Une séparation par chromatographie en phase liquide a haute
performance des adduits GSH-OPA a été réalisée avec une colonne en phase inverse UP3 HDO
C-18 (150x3.60 mm; 3um particle size) de Phenomenex (Interchim, Montlugon, France)
maintenue a 37°C, suivie d’une détection fluorimétrique a 420 nm apres excitation a 340
nm(Summit HPLC system, Dionex SA, Courtaboeuf, France). Les dérivés ont été¢ évalués en
utilisant un gradient d’acétonitrile de 10% a 50% dans 25 nm d’acétate d’ammonium, pH 6
pendant 5 minutes. Le débit moyen était de 0.5 ml.min-1 pour une durée d’élution de 15
minutes. L’intégration des chromatogrammes a été réalisée grace au logiciel Chromelon de
Dionex (Version 6.80, Dionex SA, Courtaboeuf, France). La concentration de T-GSH a été

calculée grace a I’utilisation de la courbe standard établie dans les mémes conditions.

B PLE

Nrf2 a été évalué dans les extractions totales des tumeurs par un kit ELISA par compétition
(Cayman Chemicals, Interchim, Montlugon, France). Nrf2 a été détecté par 1’addition d’un
anticorps primaire. L’anticorps secondaire s’est 1i¢ a I’anticorps primaire spécifique et a permis
une lecture colorimétrique sensible a 450 nm (Photometer Multiskan FC ThermoScientific,

MC2Lab, Clermont-Ferrand, France).
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La concentration d’irisine plasmatique a été évaluée par un kit ELISA par compétition (Cayman
Chemicals, Interchim, Montlugon, France). Un anticorps polyclonal reconnaissant I’irisine
native a réagi avec une série d’échantillons prédéterminés d’irisine recombinants en
compétition sur la plaque pré-induite. (Adipogen, COGER, Paris, France). Cette réaction était
mesurée a 450 nm (Photometer Multiskan FC ThermoScientific, MC2Lab, Clermont-Ferrand,

France).

2.6.5.[1Les marqueurs inflammatoires

By ®ni i B3 BP uBuPRAMBERI i BlndeR

La quantité¢ de Cox-2 a été évaluée au sein de la partie périnucléaire et nucléaire tumorale par
un kit enzymatique (Cayman Chemicals, Interchim, Montlugon, France) avec la mesure de
I’activité peroxydase de la Cox. L’activité a été analysée colorimétriquement par le suivi de
I’apparence de TMPD oxydé (N,N,N’,N’-tetramethyl-p-phenylenediamine) a 590 nm
(Photométre Multiskan FC ThermoScientific, MC2Lab, Clermont-Ferrand, France).Un
inhibiteur spécifique a I’isoenzyme permettait de distinguer 1’activité de Cox-2 de I’activité de

Cox-1.

Py fPy2PRIPPE Byo?Bhi i PRV BP uBuRPe PSRRI i Bl niEc?zl EEryMIPIBY CREni i P
i BP uPuRd@sIBBRRI i BIndEdd

Les concentrations en IL-1B3, -4, -6 and -10, et TNF-o ont été évaluées dans la fraction
cytosolique des extractions tumorales par kit ELISA (Abcam, Cambridge, United Kingdom).
L’analyse utilisait des puits pré-induits d’anticorps spécifiques. Apres 1’ajout d’un réactif, la
réaction colorimétrique était lue a 450 nm (Photometer Multiskan FC ThermoScientific,

MC2Lab, Clermont-Ferrand, France).

2.6.6.1Les marqueurs apoptotiques

PR iR PR e EnPx PHR BPEA mBEd®ni i B BP uBuPEs IBZlenel ni? ulERIEReI ez | B
eBnoeBnP @Az | AmBgni i PA BP uBuRePmBlenelmB ubl
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AKT phosphorylé (SerS473) et AKT total, p38-a-phosphorylé (Thr180/Tyr182) et p38-a ont
été mesurés sur la fraction protéique totale des tumeurs, par un kit ELISA en sandwich (Abcam,
Cambridge, United Kingdom). Des plaques pré-induits d’anticorps spécifiques ont été utilisés.
Les activités ont ét¢ mesurées aprés une réaction colorimétrique lue a 450 nm (Photométre
Multiskan FC ThermoScientific, MC2Lab, Clermont-Ferrand, France). Les ratios AKT

phosphorylé / AKT total et p38-a-phosphorylé / p38-o. ont été calculés.

BRI oelld?ly HAMERloelld?ly @mi i P BEP ufuRePmPleneln? ulkl

Le ratio Caspase-3/Pro-Caspase-3 a été mesuré sur 1’extraction protéique totale des tumeurs par
Western Blot. Les anticorps primaires utilisés (1 :1000) étaient I’anticorps polyclonal Caspase-
3 (#9662, CellSignaling Technology, Ozyme, France) and I’anticorps monoclonal -actine
(clone 4C2) (45 kDa, #MABTS825, Millipore, France). Les anticorps secondaires utilisés
(1:1000) étaient les suivants : goat anti-rabbit IgG (H+L), HRP conjugate (#32460, Thermo
Scientific, USA) et goat anti-mouse IgG (H+L), HRP conjugate (#32430, Thermo Scientific,
USA). L’anticorps primaire reconnaissait la pro-caspase-3 (35 kDa) et la caspase-3 (17 et 19
kDa). L’activation de la caspase-3 a été évaluée par le ratio caspase-3/pro-caspase-3, apres

normalisation par I’expression de [3-actine.

BkPlyo@mi i 28 A Ru PRRER Ry 2Pl

La détection de I’expression a été réalisée dans 1’extraction protéique totale des tumeurs par
Western Blot. Les anticorps primaires (1:1000) étaient I’anticorps monoclonal IkB-a (L35A5)
(39 kDa, #4814, CellSignaling Technology, Ozyme, France) et I’anticorps monoclonal -actin
(45 kDa, #MABTS25, Millipore, France).Les anticorps secondaires utilisés(1:1000) étaient les
suivants : goat anti-rabbit IgG (H+L), HRP conjugate (#32460, Thermo Scientific, USA) et
goat anti-mouse IgG (H+L), HRP conjugate (#32430, Thermo Scientific, USA)..

2.6.7.1Western Blot

Le jour de I’analyse, les échantillons ont ét¢ décongelés, environ 508 de chaque échantillon a
été dénaturé avec du tampon Laemmli 5x (10min, 90 °C), chargé sur un gel a 12% de
polyacrylamide, et migré a 110 V par électrophorése SDS-PAGE (Mini-PROTEAN® Tetra
Cell Systems, Bio-Rad). Le transfert sur membrane PVDF a été réalisé¢ pendant 1h a 90 V (Bio-

Effet de la bétaine, de la C-phycocyanine ou de I’activité physique sur la croissance tumorale du cancer | 84
du poumon chez le rat- Carmen Dupuis - 2017



Matériels et méthodes

Rad PowerPac HC Power). Suite au transfert, les membranes ont été lavés une fois dans du
TBST (Tris-buffered saline pH7.6, 1% Tween 20), puis les sites aspécifiques ont été bloquées
grace a une incubation dans du TBST contenant 5% de lait en poudre écrémé, pendant une
heure. Les membranes ont ét¢ lavées dans du TBST (3 x 5 min) sur agitateur puis incubés sous
agitation toute la nuit a 4°C avec I’anticorps primaire dilué dans du TBST contenant 5% de
BSA (bovin serum albumin). Aprés incubation, les membranes ont été lavées dans du TBST (3
X 5 min) et incubées avec un anticorps secondaire dilué¢ dans du TBST contenant 1% de de lait
en poudre écrémé, pendant 1h a température ambiante. Les membranes ont été alors lavées avec
du TBST (3 x 5 min) puis du TBS 1x (2 x 10 min). 3 mL de solution de détection (Amersham™
ECL™ Prime Western Blotting Detection Reagent, RPN2232, GE Healthcare) ont été ajoutés
sur chaque membrane et elles ont été incubées pendants 5 min. Les marques ont été visualisées
grice au systétme ChemiDoc™ XRS+ et au logiciel Image Lab™ (Bio-Rad). Apres
visualisation d’IxB-a or caspase-3, les membranes ont ét¢ incubées (2 x 10 min) dans un
tampon de déshybridation fait maison, puis dans du TBS 1x (2 x 10 min) et enfin (2 X 5 min)
dans du TBST. Aprés c¢a, le protocole a été recommence a partir du blocage des sites
aspécifiques afin de détecter la @-actine. Les bandes de @-actine ont été détectées sur la méme
membrane que 1’'IkB-a ou la caspase-3. La quantification des signaux a ¢été réalisée grace a
I’utilisation du logiciel Image J (Systéme ChemiDoc™ XRS + System avec le logiciel Image

Lab™),

L Do keAles é A

Les résultats ont été traités grace au logiciel SPSS (version 19.0) et reportés en moyenne =+
erreur standard de la moyenne. Les tests non-paramétriques de Kruskal-Wallis et de Mann-
Whitney ont été utilisés pour déterminer les différences significatives des variables biologiques.

Un p < 0.05 était considéré comme significatif.

O OO IO

L’objectif de 1’étude III était d’évaluer I’effet d’une activité physique spontanée (roue
d’activité) sur la croissance de tumeur pulmonaire induite (suite a une injection de cellules

AS549) in vivo.
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Les cellules A549 du cancer du poumon humain (ATCC® CCL-185™) ont été maintenues en
culture a Cellvax Pharma, dans un milieu de culture DMEM complet, 10 % FBS (Fcetal Bovin
Serum), SmM L-Glutamine, 1 % Penicillin/Streptomycin, dans un incubateur de culture
cellulaire 95 % air et 5 % de dioxyde de carbone (CO2). Les cellules A549 ont été mises en

culture jusqu’a une confluence d’environ 80%.
Le jour de I’injection, les cellules ont été récupérées via la procédure suivante :

=[] lavées 2 fois avec du PBS

=[] détachées par la trypsine

=[] re-suspendues avec du milieu DMEM puis centrifugées (500 x g pendant 5 min)

=[] le culot cellulaire a été repris dans du milieu DMEM sans sérum puis les cellules ont été
énumérées par la méthode du bleu de Trypan.

=[] les cellules ont été par la suite diluées dans du milieu DMEM sans sérum a raison de 10
x 10° cellules / 200 pL

=[] la suspension cellulaire a été, par la suite, mélangée (50 : 50) avec du matrigel (Matrigel)
et maintenue a 4°C pendant au moins 1 heure avant I’injection des cellules

=[] les cellules ont été injectées par voie sous-cutanée dans le flanc droit du rat.
(I CJOAe T M0 ké )

Treize rats Nude rats (Harlan, France), 4gés de 42 jours ont été utilisés. Aprés une semaine
d’acclimatation et dix jours d’induction des tumeurs, la randomisation a eu lieu. Les rats étaient
alors hébergés individuellement dans une cage. La température était maintenue a 21.6 £ 0.5°C,
avec un cycle de 12 heures d’obscurit¢ et 12 heures de lumiére. L’ensemble de
I’expérimentation a été réalisée en suivant les recommandations de la législation en vigueur
concernant les animaux de laboratoire en France. L’ensemble de I’expérience a été approuvé le

comité d’éthique de I’ Anses de Maisons-Alfort (France).

Lors de la randomisation, les rats ont été divisés en deux groupes comme indiqué sur le schéma

ci-contre (Figure 31).

Les rats ont été euthanasiés en suivant les recommandations institutionnelles. Aprés une
injection d’analgésiques (Ketaminel000 (Vibrac, France): 75 mgkg'+ Xylazine (Bayer,
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Figure 31. Schéma expérimental de 1’étude III.
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France): 8 mg.kg™"), une ponction aortique a été réalisée. Le sang était collecté dans trois tubes
différents (Venosafe, France) permettant d’obtenir le plasma : K2 EDTA
(ethylenediaminetetraacetic acid), lithium heparin et d’obtenir le sérum (tube avec gel). Apres
centrifugation (3000 rpm, 15 min, 4°C), le plasma et le sérum ont été aliquotés et conservés a -

80°C jusqu’a analyse.
(T Cné di [ITbIneAAni [

L’ensemble des rats avait a disposition at libitum de I’eau de boisson et de la nourriture standard
(A03, Society Safe-diet, Augy, France), contenant 25.2% de protéines, 13.5% de lipides et le

reste en glucides.
(T Cul beved [t RoAesé (1]

Les rats du groupe « activité physique » avait a disposition une roue d’activité 7j/7 et 24h/24.
Les roues étaient équipées de capteurs connectés a un logiciel permettant la mesure et
I’enregistrement du nombre de tour, de la durée d’activité et de la distance parcourue par chaque
rat (Intellibio, Nancy, France). L’enregistrement des données était réalisé sur 24h correspondant

a chaque jour d’observation.
T CviréCleni [TCOABc (6 A

Une semaine apres 1’injection des cellules, les tumeurs étaient mesurées grace a un pied a
coulisse et le volume tumoral (VT) (mm®) était calculé selon la formule suivante : longueur x
largeur’/2. La croissance tumorale était enregistrée pour chaque rat. Le volume relatif du TV
(mm’) au jour X (TVx) était calculé selon la formule suivante : TVx (%) = TVx/TVO0 x100.

(TVO étant le volume tumoral au jour 0, jour de la randomisation).
(I O Cdoe Li bIICARCc (@ A

La tumeur de chaque rat a été isolée, pesée et stockée a -80°C. Pour les analyses, les tumeurs

ont subi deux protocoles différents.

Le premier protocole d’extraction consistait a broyer les tumeurs dans de la glace, avec du
tampon A (10 mM 2-amino-2-hydroxyméthyl-1,3-propanediol (TRIS), 10 mM potassium
chloride (KCI), 10 mM magnesium chloride (MgCl2), 1 mM DL-dithiothreitol (DTT), 0.1mM
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EDTA and, 1% de cocktail avec des inhibiteurs de protéases (P8340-1ml, Sigma-Aldrich,
France), pendant 10 secondes, puis 5 x 20 secondes. Une fois broyés, les échantillons étaient
transférés dans des tubes et centrifugés (5 min, 15000xg, 4°C). Le surnageant (partie
cytosolique) était récupéré, aliquoté et stocké a -80°C. Chaque culot était re-suspendu dans du
tampon A et centrifugé (5 min, 15000xg, 4°C). Le surnageant était jeté et le culot était de
nouveau suspendu avec du tampon B (50 mM TRIS, 50 mM KCI, 150 mM NacCl, 0.1 mM
EDTA, and 0.5% de cocktail avec des inhibiteurs de protéases (P8340-1ml, Sigma-Aldrich),
puis a subi trois cycles d’ultrasons (1 min) et d’agitation dans de la glace 10 minutes) et
centrifugé (5 min, 15000xg, 4°C). Le surnageant (partie péri-nucléaire et nucléaire) a été

récupéré, aliquoté et congelé a -80°C.

Pour le second protocole, les tumeurs étaient broyées dans du tampon RIPA (R0278-500ml,
Sigma-Aldrich) avec 1% de cocktail contenant des inhibiteurs de protéases (P8340-1ml, Sigma-
Aldrich) et 1% de cocktail contenant des inhibiteurs de phosphatases (P5726-1ml, Sigma-
Aldrich), pendant 10 secondes puis 5 x 20 secondes. Aprés avoir été broyés, les échantillons
¢taient transférés dans des tubes et centrifuges (5 min, 15000xg, 4°C). Enfin, le surnageant

(protéine totale) était récupéré, aliquoté et stocké a -80°C.

I Ci CroACAT

3.7.1.[1Concentrations hormonales

La corticostérone produite par le cortex surrénal en réponse a un stress a été mesurée a 1’aide
d’un kit ELISA (Cayman Chemical, Interchim, Montlugon, France). La production d’une
réaction enzymatique entre la corticostérone et un corticostérone-acétylcholinestérase (AChE)
conjugué (tracer de la corticostérone) a été¢ mesuré dans le sérum via une mesure colorimétrique

a 420 nm (Photomeétre Multiskan FC ThermoScientific, MC2Lab, Clermont-Ferrand, France).

3.7.2.[1Concentrations protéiques

Les concentrations protéiques de 1’ensemble des échantillons (plasma, fraction totale,
cytosolique et nucléaire des tumeurs) ont été déterminées avec un kit de quantification protéique
nommé « BC Assay » (Interchim, Montlugon France). Les concentrations étaient mesurées, a
560 nm, suite a la formation d’une coloration violette aprés réduction du Cu2+ en Cu+ par les

protéines (Photométre Multiskan FC ThermoScientific, MC2Lab, Clermont-Ferrand, France).
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3.7.3.[1La peroxydation lipidique

Le niveau de substances réagissant a 1’acide thiobarbiturique (TBARS) qui sont produits lors
de la peroxydation lipidique, a ét¢ déterminé par un kit enzymatique (Cayman Chemicals,
Interchim, Montlugon, France) en accord avec les instructions du manuscrit, dans le sérum et
dans la fraction cytosolique de la tumeur. L’adduit MDA-TBA formé par la réaction
colorimétrique du MDA et du TBA sous haute température (entre 90 et 100 °C) et en conditions
acides a été mesurée a 520 nm (Photométre Multiskan FC ThermoScientific, MC2Lab,

Clermont-Ferrand, France).

3.7.4.['Les marqueurs antioxydants

BuePAMxERRER ulFld?R

L’évaluation de la SOD a été réalisée a 1’aide d’un kit enzymatique (Cayman Chemicals,
Interchim, Montlugon, France), dans le plasma et la fraction cytosolique des tumeurs. Ce kit
utilise un sel de trétazolum pour la détection des radicaux superoxydes générés par la xanthine
oxydase et I’hypoxanthine et mesure trois types de SOD (Cu/Zn-SOD, Mn-SOD et Fe-SOD) a
450 nm (Photométre Multiskan FC ThermoScientific, MC2Lab, Clermont-Ferrand, France).

PE/E@ R

L’activité de la catalase au niveau plasmatique et tumorale a été déterminée par 1’utilisation de
la fonction peroxydase de la catalase. Cette méthode est basée sur la réaction de cette enzyme
avec le méthanol en présence d’une concentration optimale en H,O, Le formaldéhyde produit
est mesuré colorimétriquement avec 4-amino-3-hydrazino-5-mercapto-1,2,4-triazpme
(Purpald) comme chromogeéne, a 540 nm (Photométre Multiskan FC ThermoScientific,

MC2Lab, Clermont-Ferrand, France).

B gul 2 s @R AMXEIZ 0212

L’activité du glutathion peroxydase (GPx) a été évaluée au niveau plasmatique et tumorale par
une réaction indirecte de couplage avec le glutathion réductase (GR) (Cayman Chemicals,

Interchim, Montlugon, France). Le glutathion oxydé, produit par réduction de I’hydroperoxyde
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par le GPx, est recyclé a son état réduit par le GR and NADPH. L’oxydation de NADPH en
NADP+ est accompagnée d’une baisse a 340 nm (Photométre Multiskan FC ThermoScientific,
MC2Lab, Clermont-Ferrand, France).

B g/ B Es Ani B

Les concentrations en glutathion total (T-GSH) dans le plasma, la fraction cytosolique des
tumeurs ont été déterminées grace a la méthode de Cereser et al. (Cereser et al., 2001).
Briévement, le plasma et les lysats ont été réduits par du dithiothreitol (DTT) (Sigma-Aldrich,
Saint-Quentin Fallavier, France) (incubation de 10 minutes, a température ambiante) et du GEE
(glutathion ethyl ester) a été ajouté, servant de contrdle interne. Apres la précipitation protéique,
le surnageant a ét¢ dérivé par addition d’OPA (ortho-phthal-aldehyde) (Sigma-Aldrich, Saint-
Quentin Fallavier, France). Une séparation par chromatographie en phase liquide a haute
performance des adduits GSH-OPA a été réalisée avec une colonne en phase inverse UP3 HDO
C-18 (150x3.60 mm; 3um particle size) de Phenomenex (Interchim, Montlugon, France)
maintenue a 37°C, suivie d’une détection fluorimétrique a 420 nm apres excitation a 340
nm(Summit HPLC system, Dionex SA, Courtaboeuf, France). Les dérivés ont été¢ évalués en
utilisant un gradient d’acétonitrile de 10% a 50% dans 25 nm d’acétate d’ammonium, pH 6
pendant 5 minutes. Le débit moyen était de 0.5 ml.min-1 pour une durée d’élution de 15
minutes. L’intégration des chromatogrammes a été réalisée grace au logiciel Chromelon de
Dionex (Version 6.80, Dionex SA, Courtaboeuf, France). La concentration de T-GSH a été

calculée grace a I’utilisation de la courbe standard établie dans les mémes conditions.

B PLE

Nrf2 a été évalué dans les extractions totales des tumeurs par un kit ELISA par compétition
(Cayman Chemicals, Interchim, Montlugon, France). Nrf2 a été détecté par 1’addition d’un
anticorps primaire. L’anticorps secondaire s’est 1i¢ a I’anticorps primaire spécifique et a permis
une lecture colorimétrique sensible a 450 nm Photometer Multiskan FC ThermoScientific,

MC2Lab, Clermont-Ferrand, France).
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La concentration d’irisine plasmatique a été évaluée par un kit ELISA par compétition (Cayman
Chemicals, Interchim, Montlugon, France). Un anticorps polyclonal reconnaissant I’irisine
native a réagi avec une série d’échantillons prédéterminés d’irisine recombinants en
compétition sur la plaque pré-induite. (Adipogen, COGER, Paris, France). Cette réaction était
mesurée a 450 nm (Photometer Multiskan FC ThermoScientific, MC2Lab, Clermont-Ferrand,

France).

3.7.1.[1Les marqueurs inflammatoires

By ®ni i B3 BP uBuPRAMBERI i BlndeR

La quantité¢ de Cox-2 a été évaluée au sein de la partie périnucléaire et nucléaire tumorale par
un kit enzymatique (Cayman Chemicals, Interchim, Montlugon, France) avec la mesure de
I’activité peroxydase de la Cox. L’activité a été analysée colorimétriquement par le suivi de
I’apparence de TMPD oxydé (N,N,N’,N’-tetramethyl-p-phenylenediamine) a 590 nm
(Photométre Multiskan FC ThermoScientific, MC2Lab, Clermont-Ferrand, France). Un
inhibiteur spécifique a I’isoenzyme permettait de distinguer 1’activité de Cox-2 de I’activité de

Cox-1.

Py fPY2PRI PP ByoBhi i PRV BP uBuRPe PSRRI i Bl niEo?zl EEryMIPIBY CREni i P
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Les concentrations en IL-1B3, -4, -6 and -10, et TNF-o ont été évaluées dans la fraction
cytosolique des extractions tumorales par kit ELISA (Abcam, Cambridge, United Kingdom).
L’analyse utilisait des puits pré-induits d’anticorps spécifiques. Apres 1’ajout d’un réactif, la
réaction colorimétrique était lue a 450 nm (Photometer Multiskan FC ThermoScientific,

MC2Lab, Clermont-Ferrand, France).
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3.7.2.[1Les marqueurs apoptotiques
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AKT phosphorylé (SerS473) et AKT total, p38-a-phosphorylé (Thr180/Tyr182) et p38-a ont
été mesurés sur la fraction protéique totale des tumeurs, par un kit ELISA en sandwich (Abcam,
Cambridge, United Kingdom). Des plaques pré-induits d’anticorps spécifiques ont été utilisés.
Les activités ont ét¢ mesurées aprés une réaction colorimétrique lue a 450 nm (Photométre
Multiskan FC ThermoScientific, MC2Lab, Clermont-Ferrand, France). Les ratios AKT

phosphorylé / AKT total et p38-a-phosphorylé / p38-o. ont été calculés.
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Le ratio Caspase-3/Pro-Caspase-3 a été mesuré sur 1’extraction protéique totale des tumeurs par
Western Blot. Les anticorps primaires utilisés (1 :1000) étaient I’anticorps polyclonal Caspase-
3 (#9662, CellSignaling Technology, Ozyme, France) and I’anticorps monoclonal -actine
(clone 4C2) (45 kDa, #MABTS825, Millipore, France). Les anticorps secondaires utilisés
(1:1000) étaient les suivants : goat anti-rabbit IgG (H+L), HRP conjugate (#32460, Thermo
Scientific, USA) et goat anti-mouse IgG (H+L), HRP conjugate (#32430, Thermo Scientific,
USA). L anticorps primaire reconnaissait la pro-caspase-3 (35 kDa) et la caspase-3 (17 et 19
kDa). L’activation de la caspase-3 a été évaluée par le ratio caspase-3/pro-caspase-3, apres

normalisation par I’expression de [3-actine.

BkPlyod@mi i P8 A Ru PRRIER Ry 2Pl

La détection de I’expression a été réalisée dans 1’extraction protéique totale des tumeurs par
Western Blot. Les anticorps primaires (1:1000) étaient I’anticorps monoclonal IkB-a (L35A5)
(39 kDa, #4814, CellSignaling Technology, Ozyme, France) et I’anticorps monoclonal -actin
(45 kDa, #MABTS25, Millipore, France).Les anticorps secondaires utilisés(1:1000) étaient les
suivants : goat anti-rabbit IgG (H+L), HRP conjugate (#32460, Thermo Scientific, USA) et
goat anti-mouse IgG (H+L), HRP conjugate (#32430, Thermo Scientific, USA)..
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3.7.3.0 Western Blot

Le jour de I’analyse, les échantillons ont ét¢ décongelés, environ 50 de chaque échantillon a
été dénaturé avec du tampon Laemmli 5x (10min, 90 °C), chargé sur un gel a 12% de
polyacrylamide, et migré a 110 V par électrophorése SDS-PAGE (Mini-PROTEAN® Tetra
Cell Systems, Bio-Rad). Le transfert sur membrane PVDF a été réalisé pendant 1h a 90 V (Bio-
Rad PowerPac HC Power). Suite au transfert, les membranes ont été lavés une fois dans du
TBST (Tris-buffered saline pH7.6, 1% Tween 20), puis les sites aspécifiques ont été bloquées
grace a une incubation dans du TBST contenant 5% de lait en poudre écrémé, pendant une
heure. Les membranes ont ét¢ lavées dans du TBST (3 x 5 min) sur agitateur puis incubés sous
agitation toute la nuit a 4°C avec I’anticorps primaire dilué dans du TBST contenant 5% de
BSA (bovin serum albumin). Apres incubation, les membranes ont été¢ lavées dans du TBST (3
X 5 min) et incubées avec un anticorps secondaire dilué¢ dans du TBST contenant 1% de de lait
en poudre écrémé, pendant 1h a température ambiante. Les membranes ont été alors lavées avec
du TBST (3 x 5 min) puis du TBS 1x (2 x 10 min). 3 mL de solution de détection (Amersham™
ECL™ Prime Western Blotting Detection Reagent, RPN2232, GE Healthcare) ont été ajoutés
sur chaque membrane et elles ont été incubées pendants 5 min. Les marques ont été visualisées
grice au systétme ChemiDoc™ XRS+ et au logiciel Image Lab™ (Bio-Rad). Apres
visualisation d’IxB-a or caspase-3, les membranes ont ét¢ incubées (2 x 10 min) dans un
tampon de déshybridation fait maison, puis dans du TBS 1x (2 x 10 min) et enfin (2 x 5 min)
dans du TBST. Aprés c¢a, le protocole a été recommence a partir du blocage des sites
aspécifiques afin de détecter la @-actine. Les bandes de @-actine ont été détectées sur la méme
membrane que 1I’IkB-a ou la caspase-3. La quantification des signaux a ¢été réalisée grace a
I’utilisation du logiciel Image J (Systéme ChemiDoc™ XRS + System avec le logiciel Image

Lab™),

L Do keAles é A

Les résultats ont été traités grace au logiciel SPSS (version 19.0) et reportés en moyenne +
erreur standard de la moyenne. Le test non-paramétrique de Mann-Whitney a été utilisé pour
déterminer les différences significatives des variables biologiques. Un p < 0.05 était considéré

comme significatif. [ |
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Introduction :

L’activité physique réguliére est reconnue pour prévenir les maladies chroniques (Brown et al.
2012), via notamment des modifications de la composition corporelle, des réponses
hormonales, de changements dans la transcription génétique, la régulation a la hausse du
systéme de défenses antioxydant endogeéne et la modulation de 1I’immunité (Halpern 2016,
Parker et al. 2014, Koelwyn et al. 2015). L’irisine, une myokine découverte dans les années 60,
jouerait notamment un réle dans les effets bénéfiques de I’exercice (Halpern 2016) et serait
impliquée dans la régulation a la hausse la transcription des génes des enzymes antioxydantes
(Lu et al. 2015). Outre I’activité physique, la bétaine, qui est un micronutriment, semble
améliorer les défenses antioxydantes de 1’organisme et réduire I’inflammation (Hagar et al.
2015) tout comme la C-Phycocyanine qui est connu pour piéger certains radicaux libres et
stimuler ’immunité (Kuddus et al. 2013). Méme si ’activité physique et la nutrition sont des
facteurs clés dans le maintien de la santé (OMS, 2016), peu d’études se sont consacrées aux
effets spécifiques de 1’activité physique spontanée et des supplémentations en bétaine et/ou C-
Phycocyanine. Chez le rat, I’activité physique spontanée correspond a une activité physique
réalisée avec une roue d’activité disponible at libitum et refléte I’activité physique modérée
réalisée chez I’humain (e.g. marche). Utilisant un modele animal, les objectifs de cette étude
¢taient donc de déterminer : 1) les effets d'une supplémentation en bétaine ou en C-
Phycocyanine associées ou non a une activité physique spontanée et modérée sur 1’équilibre
redox systémique et musculaire, et 2) la relation entre I’irisine et le statut redox. En se basant
sur les études précédentes (Basaran-Kiiciikgergin et al. 2014; Fernandez-Rojas et al. 2014;
Mohammadi et al. 2013), nos principales hypothéses étaient que la bétaine ou la C-
Phycocyanine ou ’activité physique augmentait la réponse anti-oxydante, et 1’exercice et la
bétaine ou la C-PC interagissaient ensemble. Selon les résultats de Samy et al. (2015), nous

nous attendions a ce que I’irisine soit positivement corrélée aux marqueurs antioxydants.

Résultats :

Effet de la roue d’activité
Comparativement au groupe controle, [’activité physique spontanée a diminué les
concentrations en corticostérone (-22%, p<0.05) et augmenté les concentrations en irisine
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(+185%, p<0.05). Aucun changement des marqueurs de 1’équilibre redox n’a été observé. Par

contre, une augmentation de la réponse pro-inflammatoire (Cox-2) a été notée (+80%, p<0.05).
Effet des supplémentations

Comparativement au groupe controle, la bétaine ou la C-Phycocyanine ont diminué les
concentrations en corticostérone (respectivement - 42% et - 34%, p<0.05) et une augmentation

des concentrations en irisine (respectivement + 287% et + 297%, p<0.05).

Les concentrations sériques et musculaires en TBARS n’ont pas été affecté par la bétaine ou la
C-PC. Par contre, les supplémentations en bétaine et la C-PC ont augmenté la réponse
antioxydante. Dans le plasma, la bétaine et la C-PC ont induit une augmentation de I’activité
de SOD (respectivement + 35% et + 38%, p<0.05), de I’activité de GPx (respectivement + 90%
et + 60%, p<0.05) et des concentrations en T-GSH (respectivement, + 30% et + 28%). Dans le
gastrocnémien, la supplémentation en C-PC a augmenté I’activité de CAT (+ 53%, p<0.05).
Cette observation a également été rapportée pour la supplémentation en bétaine sans atteindre

le niveau de significativité recherché.

C-PC a induit une diminution des concentrations musculaires de Cox-2, comparé au groupe

contrdle (- 26%, p<0.05).
Effets cumulés des supplémentations et la roue d’activité

L’activité physique couplée aux supplémentations a induit une diminution des TBARS sériques
AP + bétaine : - 42%, AP + C-PC : - 50%), plus importante que celle obtenue par les

supplémentations seules.
Corrélations entre irisine et les variables de 1’équilibre redox

Aucune corrélation significative n’a été observé aussi bien entre irisine et peroxydation

lipidique qu’entre irisine et variables antioxydantes.

Discussion :

Le stress oxydatif peut induire une inflammation chronique, induisant des altérations au niveau
des fonctions cellulaires et contribuant au développement de pathologie. L’exercice régulier et
certains micronutriments peuvent réduire I’inflammation et les dommages oxydatifs (Ganesan
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et al. 2011). Cette étude a évalué I’effet d’une supplémentation en bétaine ou en C-
Phycocyanine associée ou non a la pratique d’une activité physique durant 6 semaines sur
I’équilibre redox et l’inflammation au niveau systémique et musculaire. La principale
conclusion est que I’activité physique volontaire n’induit pas de modifications de 1’équilibre
redox comparativement a des rats sédentaires. Par contre, la bétaine et la C-Phycocyanine ont
induit une augmentation des marqueurs antioxydants. Enfin, I’association de 1’activité physique

volontaire a une supplémentation a induit une diminution de la peroxydation lipidique.

L’utilisation de la roue d’activité est un modele d’activité intéressant. L’absence d’activité
physique forcée permet de ne pas induire d’adaptations physiologiques indiquant un stress
chronique (Servais et al., 2003). L’activité physique avec roue d’activité est représentative de

’activité physique spontanée chez I’humain.

Le lien entre activité physique et antioxydants n’est pas clairement établi et dépendrait du mode,
de I’intensité et de la durée de I’activité physique (Pingitore et al. 2015). Cependant, plusieurs
mécanismes pourraient expliquer comment I’exercice améliore les défenses antioxydantes.
Parmi eux, une augmentation de la phosphorylation de Nrf2 suite a un exercice a été reportée,
ce qui activerait une réponse antioxydante via 1’action des ARE. Enfin, I’exercice modéré
n’induirait qu’un stress oxydatif modéré qui pourrait étre compensé par les antioxydants
produits en plus. Ainsi, la durée et I’intensité de notre traitement pourraient ne pas permettre
d’augmentation de la peroxydation lipidique, ni des marqueurs antioxydants (Filaire et al.,

2009).

Dans cette étude, la C-Phycocanine a induit une augmentation de certains marqueurs
antioxydants au niveau plasmatique (SOD, GPx, T-GSH) et musculaire (CAT). Ces résultats
sont en accord avec les études précédentes qui avait mis en évidence que la C-PC pouvait avoir
un effet protecteur contre les dommages oxydatifs en conditions pathologiques (diabéte) (Zheng
et al. 2013). Associée a I’activité physique, la C-PC induit une diminution de la peroxydation
lipidique, ce qui est conforme aux travaux de Carfagna et al. (2015). D’autres auteurs ont
montré que la C-Phycocyanine pouvait piéger 1’anion superoxyde, 1’oxygéne singulet et les

radicaux peroxydes (Bhat et al. 2000, Fernandez-Rojas et al. 2014).

Concernant la bétaine, elle n’interagit pas directement avec les espéces pro-oxydantes mais

interagit avec SAM (S-adenosyl methionine), qui a une activité antioxydante directe. La bétaine
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protégerait les membranes cellulaires, notamment a travers son pouvoir lipotrope (Balkan et al.

2005).

Comparativement au groupe contrdle, tous les groupes avaient des concentrations en irisine
plus importantes. Par contre, aucune corrélation n’a été observé entre 1’irisine et les variables
de I’équilibre redox. Nous sommes les premiers a montrer qu’une supplémentation en bétaine
ou en C-Phycocyanine augmente les concentrations en irisine. Par contre, la stimulation de
I’irisine par I’exercice a déja été¢ montrée. L’irisine est une myokine PCG-1a dépendante. PCG-
la pourrait avoir un role clé dans les adaptations suite a un exercice et pourrait controler les
ERO a travers la régulation de I’expression de génes impliqués dans la détoxification des ERO
(Handschin et al. 2008). Ainsi, I’irisine pourrait &tre associée comme un marqueur antioxydant
(Samy et al. 2015). De futures recherches semblent nécessaires pour mieux comprendre le role

de cette myokine dans la régulation de 1’équilibre redox.

L’inflammation est un processus physiologique complexe qui fournit a I'organisme une réponse
aux lésions tissulaires causées par une action mécanique, chimique ou microbienne. Les ERO
peuvent initier et perpétuer des cascades inflammatoires et provoquer des dommages
subséquents aux tissus. La C-PC est capable d’inhiber I’inflammation de manic¢re dose
dépendante et la C-PC est particuliérement connue pour étre un sélectif de Cox-2 (M. C. Reddy
et al., 2003). Notre étude a montré qu'une supplémentation en C-PC induisait une diminution
non significative de Cox-2. Cette observation a également été reporté lorsque la roue d’activité
¢tait associée a une supplémentation C-PC (tableau 3). Précédemment, il avait également été
montré que la bétaine supprimait les molécules pro-inflammatoires telles que Cox-2 (Go et al.,

2007). Cette observation n'a pas été rapportée dans notre étude.

Conclusion :

Contrairement a notre hypothese, les supplémentations nutritionnelles en bétaine et en C-
Phycocyanine seules semblent avoir plus d’effets sur 1’équilibre redox que I’activité physique
seule. Récemment, dans une étude in vitro (Bingula et al. 2016), nous avons montré que la
bétaine et/ou la C-Phycocyanine réduisaient la viabilité des cellules A549 et stimulaient les
voies pro-apoptotiques. Etant donné que le stress oxydatif peut jouer un role dans les maladies
telles que le cancer, il serait intéressant d’évaluer si nos résultats trouvés in vivo chez les rats
sains et in vitro sur les cellules cancéreuses pulmonaires A549 pourraient étre transposés dans
un modele de rats Nude ayant subi une injection de cellules A549.
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Abstract

The effect of 6 weeks of betaine (3.88 + 0.49 g by kg of body weight per day) or C-phycocyanin
(0.34 £ 0.0 g by kg of body weight per day) supplementation alone or in association with
voluntary wheel running was tested on redox status. Thirty Sprague-Dawley rats were randomly
assigned to 6 groups: control, wheel activity, betaine with and without wheel activity, C-
phycocyanin with and without wheel activity. At the end of the treatment, gastrocnemius,
plasma and serum were collected on sacrificed animals. The levels of antioxidant enzyme
activity and the myokine irisin were evaluated. Furthermore, the oxidative stress was quantified
through the thiobarbituric acid reaction, and inflammation through Cyclooxygenase-2. Results
showed no effect of wheel running on antioxidant markers and oxidative stress, but an increased
inflammation. Elevated activity of antioxidant enzymes was observed in betaine- or C-
phycocyanin—treated rats both in serum and gastrocnemius; however the Thiobarbituric acid
reactive substance levels remained stable. For the wheel-running-coupled-to-diet group, the
reduction of serum lipid peroxidation was stronger than the reduction observed in the diet-alone
group. In any of the 6 groups, there were no correlations between irisin concentrations and lipid
peroxidation or antioxidant parameters. The diet supplementations alone appear to have
stronger effects on redox balance than the exercise training alone. Therefore, diet
supplementation could be a powerful treatment when oxidative stress is augmented such as in

diseases, including cancer.
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Introduction

The role of regular physical activity in preventing chronic diseases is well recognized (Brown
et al. 2012). Physical activity benefits to lean body composition (Halpern 2016), hormonal
responses (Kraemer et al. 2005), transient change in gene transcription, upregulation of the
endogenous antioxidant defence system (Parker et al. 2014), and modulation of numerous cell

subsets involved in innate and adaptive immunity (Koelwyn et al. 2015).

In animal studies, it is usual to use treadmill running, isometric force strength-exercise or
swimming in order to evaluate the influence of exercise on metabolism. However, these
exercise models can cause chronic stress (Servais et al. 2003). Allowing the animals to exercise
freely would provide a more representative model of normal physical activity in humans. In
rats, this could be done by giving free access to the exercise wheel. Using this model, Pedersen
etal. (2016) recently linked exercise, cancer and immunity; they showed that exercise decreases
tumour incidence and growth by over 60% in several mouse tumour models. This effect seemed
to occur through Natural Killer (NK) cells mobilization by epinephrine action, and NK
redistribution by Interleukin-6 (IL- 6).

Irisin, a newly discovered myokine, is thought to play a role in the beneficial effects of exercise
(Halpern 2016). It was identified as a proliferator-activated receptor-gamma coactivator-1la
(PGC-1a)-dependent and exercise-responsive myokines. Circulating irisin is temporarily
increased after either an acute exercise bout or chronic training, moreover it is correlated with
exercise intensity (Tsuchiya et al. 2015). Oxidative stress is known to stimulate p38 mitogen-
activated protein kinase and extracellular regulated protein kinase that activate the
transcriptional factor PGC-1a, leading to cleavage of the irisin precursor fibronectin type III
domain containing protein 5 (FNDCS5) into circulating irisin (Sanchis-Gomar and Perez-
Quilis2014). Recently, Lu et al. (2015) showed that irisin prevented Reactive Oxygen Species
(ROS) overproduction in aortic ring segments and suppressed high glucose-induced ROS
generation in the human endothelial cells of the umbilical vein. Furthermore, irisin up-regulated
the messenger ribonucleic acid expression of antioxidant enzymes (GPX-1, CAT and SOD).
According to Samy et al. (2015), irisin may serve as a myokine with antioxidant action.

Therefore, oxidative damages might be reduced by voluntary physical activity. Indeed, wheel
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running decreased lipid peroxidation (plasmatic malondialdehyde (MDA) concentrations and
increased the antioxidant activity (Filaire et al. 2009). Antioxidants play an important protective
role against ROS; high ROS concentrations can have deleterious effects on cells, proteins, lipids
and DNA (deoxyribonucleic acid) and, inflammation. Antioxidant administration reduces
oxidative damage and inflammation, especially betaine which seems to improve antioxidant in
several tissues (Hagar et al. 2015). Betaine is a major methyl donor that maintains normal DNA
methylation patterns (Ueland et al. 2005); it is involved in the synthesis of methionine which is
a major source of cellular cysteine via transsulfuration pathway for the reduced-glutathione
synthesis that is cells protection against ROS (Lever et al. 2010).Betaine supplement seems to
induced anti-inflammatory effect, and to attenuate oxidative stress; a decrease of thiobarbituric
acid reactive substances (TBARS) and MDA have been observed after 6 weeks of

supplementation in rats (Basaran-Kiiclikgergin et al. 2014).

Besides betaine, the rich protein, lipid, vitamin, mineral, chlorophyll, B-carotene and
polysaccharide contents of phycocyanin, all have beneficial effects on many diseases. C-
Phycocyanin (C-PC) (from cyanobacteria) is anti-oxidant and stimulate immunity (Kuddus et
al. 2013). Also, C-PC scavenges many radicals (such as peroxyl radicals, hydroxyl radicals,
superoxide anions, singlet oxygen and hydrogen peroxide) and prevents the decrease of
antioxidants induced by cisplatin. C-PC is also a selective Cox-2 inhibitor (Fernandez-Rojas et

al. 2014).

Even though physical activity and nutrition are key factors in human health (OMS, 2016), little
is known regarding the specific effects of voluntary wheel running and supplementation in
betaine and/or C-PC on antioxidant status and oxidative stress. In the animal model of voluntary
exercise, the animal has free access to a running wheel and uses the wheel according his
physiology threshold for physical activity. So, voluntary exercise is ranged in mild /moderate
exercise. Accordingly, this study examined: (1) the effects of betaine/or C-PC administration
associated with 6 weeks of moderate exercise on redox status in plasma and gastrocnemius
tissue; and (2) the relationship between irisin and redox status. Based on previous studies
(Basaran-Kiiciikgergin et al. 2014; Fernandez-Rojas et al. 2014; Mohammadi et al. 2013), our
main hypothesis was that betaine or C-PC treatment or physical activity increase the antioxidant
responses, and that exercise and betaine supplementation interact together. Based on Samy et

al. (2015) results, we expected that irisin will be positively correlated to antioxidants markers.
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Materials and methods
Study design

Thirty males Sprague-Dawley rats (Harlan, France), 42 days old, weighing 180-200 g were
tested. The daily light cycle extended from 7 a.m. to 7 p.m. and the room temperature was
maintained at 21.6 + 0.5°C. The experiment was carried out following the guidelines of the
current legislation on animal experiments in France, and approved by the Institutional Animal
Ethics Committee (Anses) of Maisons-Alfort (France). The "Principles of laboratory animal
care" (NIH publication No. 86-23, revised 1985; Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals (1996, published by National Academy Press, 2101 Constitution Ave. NW,
Washington, DC 20055, USA) were followed.

After one week of acclimatization, rats were housed in individual cages and were randomly

assigned to 6 groups:

=[] Control group (C, n=5, weight: 185.40 = 4.19 g) received the standard diet;

=[] Physical activity group (PA, n=5, weight: 188.60 + 3.68 g), received the standard diet
and had access to the wheel ad libitum;

=[] Betaine treatment group (B, n=5, weight: 186.80 = 4.06 g) received the standard diet
and were orally administered with betaine (4.56 + 0.06 % of daily food intake, daily
dissolved in distilled water, that to say 3.88 £+ 0.49 g by kg of body weight);

=[] C-Phycocyanin treatment group (C-PC, n=5, weight: 183.2 + 4.05 g) received the
standard diet and were orally administered with phycocyanin (0.348 = 0.007 g by kg of
body weight, daily dissolved in distilled water);

=[] Physical activity and betaine treatment group (PA + B, n=5, weight: 188.80 + 4.10 g)
received the standard diet and were orally administered with betaine (4.66 + 0.14 % of
daily food intake, daily dissolved in distilled water, that to say 4.21 + 0.33 g by kg of
body weight). They had access to the wheel ad libitum;

=[] Physical activity and C-Phycocyanin treatment group (PA + C-PC), n=5, weight:185.6
+ 4.43 g) received the standard diet and were orally administered with phycocyanin
(0.387 = 0.008 g by kg of body weight, daily dissolved in distilled water). They had

access to the wheel ad libitum.
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The food used contained 25.2% of proteins, 13.5% of lipids, the remainder consisted in

carbohydrate (A03, Society Safe-diet, Augy, France).

For each rat, betaine (B2754, Sigma-Aldrich, France) and C-PC (Greentech, France)
supplementations were adjusted to food and water intakes and body weight. The daily food,
water and betaine or C-PC intakes were evaluated for each rat, by weighing of food cups and
any spilled food, and bibbers at the same time. Physical activity was measured using sensors
(Intellibio, Nancy, France) connected to each wheel; number of laps, laps per minute, duration
of activity were automatically recorded on a computer for each 360 s intervals over 24 hours a

day for the whole 6 weeks.

As required by institutional guidelines, the rats were killed after 6 weeks of observation; they
were anesthetized through aortic puncture using analgesic injection (Ketamine1000 (Vibrac,
France): 75 mg.kg-1+ Xylazine (Bayer, France): 8 mg.kg-1). Blood was collected in three
polyethylene tubes (Venosafe, France): K2 EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid), lithium
heparin to obtain plasma and silicone gel to obtain serum. After centrifugation (3000 rpm, 15
min,4°C), plasma and serum samples were stored at -80°c until analysis. Right gastrocnemius
was dissected, weighed and, stored at -80°C. For analysis, the gastrocnemius was broiled in ice
with buffer A (10 mM 2-amino-2-hydroxyméthyl-1,3-propanediol (TRIS), 10 mM potassium
chloride(KCI), 10 mM magnesium chloride (MgClI2), 1 mM DL-dithiothreitol (DTT), 0.1mM
EDTA and, 1% of protease inhibitors cocktail (P8340-1ml, Sigma-Aldrich, France): 10
seconds, 5 x 20 seconds in ice, then centrifuged (5 min, 15000xg,4°C). The supernatant (cytosol
protein) was recovered and frozen at -80°C. The pellet was suspended in buffer A and
centrifuged (5 min, 15000xg, 4°C). The supernatant was discarded and the pellet was suspended
in buffer B (50 mM TRIS, 50 mM KCI, 150 mM NacCl, 0.1 mM EDTA, and 0.5% of protease
inhibitors cocktail (P8340-1ml, Sigma-Aldrich) and centrifuged (5 min, 15000xg,4°C). The

supernatant (perinuclear and nuclear protein) was recovered and frozen at -80°C.
Biochemical assays

Plasmatic protein concentrations, cytosol, perinuclear and nuclear fraction of gastrocnemius
were determined with BC Assay, Proteins Quantification Kit (Interchim, Montlugon France).
Plasmatic corticosterone was measured using commercially available kits (Cayman Chemical,
Interchim, Montlugon, France), and plasmatic irisin expression by Competitive ELISA kit

(Adipogen, COGER, Paris, France).
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The levels of TBARS, superoxide dimustase (SOD), catalase (CAT), and glutathione peroxidise
(GPx) were determined with the enzymatic assay kits (Cayman Chemical, Interchim,
Montlugon, France) according to the manufacturer's instructions, in serum (TBARS) or plasma
(others), and cytosol protein extraction of gastrocnemius. Concentrations of total glutathione
(T-GSH) in plasma and in cytosol protein extraction of gastrocnemius were determined by the
method of Cereser et al. (2001). The amount of Cox-2 in perinuclear and nuclear protein
extraction of the gastrocnemius was obtained using enzymatic assay kit accordingly to the

manufacturer's instructions (Cayman Chemical, Interchim, Montlugon France).
Statistical analysis

The results were statistically tested using the SPSS statistical package (version 19.0) and
reported as means + standard error of the mean (SEM). Changes in body weight and biological
parameters within and between groups were assessed using 6(Group) X 2(Test; pr- & post-)
ANOVA with repeated measures on the last factor. Hund-Felt adjustments were applied to
compensate any violation of sphericity condition. A level of p <0.05 was accepted as significant
correction. Relations between irisin and antioxidant parameters were tested using Pearson’s

correlation tests with a significance level set at p<.05.
Results
Effect of voluntary wheel running

Wheel running induced a significant decrease in corticosterone concentrations (-22%) and an
increase in irisin concentrations (185%) (Table 1). No changes of TBARS in serum and

gastrocnemius tissue were observed compared with the Control Group (Fig. 1a, 1b).

Table 1. Comparison of corticosterone and irisin concentrations between controls and others

experimental groups

Physical Phycocyanin
Control Betaine (B) PA+B PA+C-PC
Activity (PA) (C-PC)
Corticosterone (ng.l’) 11620+ 12.68 90.18 £3.53* 67.73 +£7.04* 76.47+2.45% 60.62+7.53* 113.52+7.58
Irisin (ug.ml”) 4.19+1.23 11.95+1.60% 16.25+£3.93* 16.68+4.84* 12.86+1.40* 11.67+1.86*%
Mean = SEM.

* = p<0.05, significant effects of diet or physical activity, compared to control group, determined by

ANOVA.
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Antioxidant enzyme activities in blood and gastrocnemius tissue were unaffected by voluntary

wheel running (Fig 2 and 3).

Wheel running also induced an inflammatory response in gastrocnemius, with an increase

ofCox-2 concentrations (+80%) (Fig. 1c).
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Fig. 1. Comparison of (a) serum and (b) gastrocnemius lipid peroxidation, and (¢) gastrocnemius inflammation between controls and experimental
groups: Control (C), Physical activity (PA), Betaine (B), C-Phycocyanin (C-PC), Physical Activity + Betaine (PA + B) and Physical Activity + C-
PC (PA + C-PC), expressed in Mean + SEM. * p < 0.05: significantly different compared with control animals

Effect of diet

Betaine or C-PC induced a decrease in corticosterone concentrations (respectively, -41 % and,

- 34%) and an increase of irisin levels (respectively, +287% and, +297%) (Table 1).

The serum and gastrocnemius TBARS were not affected by betaine or C-PC (Fig 1a, 1b).
Betaine and C-PC involved the antioxidant activity. In plasma, betaine and C-phycocyanin
increase the SOD activity (+35%, and +38% respectively), the GPx activity (+90%, and +60%)
and the GSH content (+30%, and +28%,) (Fig. 2a, 2c, 2d). In gastrocnemius, C-PC treatment
significantly increased CAT activity. This observation was also reported for betaine but did not

reach significance level (Fig. 3b).
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Fig. 2. Comparison of plasmatic antioxidant markers between controls and experimental groups: Contral (C), Physical
activity (PA), Betaine (B), C-Phycocyanin (C-PC), Physical Activity — Betaine (PA + B) and Physical Activity = C-PC (PA
+ C-FC). a) Superoxide dismutase (S0D), b) Catalase (CAT), ¢ Glutathione peroxidase (GPx), and d) Total glutathione
(T-GSH). Mean £ SEM. * p < (.05: significantly different compared with contrel animals.

C-PC induced a decrease of Cox-2 concentrations compared to the control group (-26%) (Fig.

Ic).

Cumulative effect of voluntary wheel running and diet

Wheel running coupled to diet treatment induced a reduction in lipid peroxidation only in

serum, which was lower than those obtained by diet treatment alone (Fig. 1a).

Correlations between irisin and oxidative stress

There were no significant correlations between irisin concentrations and lipid peroxidation, nor

antioxidant parameters in any of the 6 groups of rats.
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Fig. 3. Comparison of gastrocnemius antioxidant markers between controls and experimental groups: Control (C),
Physical activity (PA), Betaine (B), C-Phycocyanin (C-PC), Physical Activity + Betaine (FA — B) and Physical Activity +

C-PC (PA + C-P'C). a) Supercxide dismutase (30D, b) Catalase (CAT), c) Glutathione peroxidase (GPx), and d) Total
glutathione (T-G5H). Mean + SEM. * p < 0.05: significantly different compared with control animals.

Discussion

Oxidative stress leads to chronic inflammation, which, in turn, induces alteration of cell
functions, and thus contributes to diseases. Since regular exercise induces adaptations
protecting against oxidative stress, and because some micronutrients reduce oxidative damage
and inflammation (Ganesan et al. 2011), this study investigated the effects of betaine/or C-PC
administration associated with 6 weeks of moderate exercise on redox status and inflammation
in plasma and gastrocnemius tissue. The major findings of the current study were that voluntary
wheel exercise induced no modification in antioxidant enzyme activities, and in oxidative
stress, neither in plasma nor muscle, when compared with sedentary rats. However, betaine or
C-PC-treated rats showed elevated activity of antioxidant enzymes associated with no changes
on TBARS levels. Wheel running coupled to the antioxidant diet treatment induced a lower

reduction in lipid peroxidation only in serum as compared with diet treatment alone.

Diet and/or wheel running reduced corticosterone which indicates no chronic stress. This point
must be emphasized because chronic stress may impair antioxidant defences, leading to

oxidative damage (Ganesan et al. 2011).
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Our data show that free wheel running did not elicit any increase in antioxidant enzyme
activities, or lipid peroxidation in plasma and gastrocnemius tissue. Despite a considerable body
of work on the consequences of various exercise regimes on oxidative and antioxidant
parameters, very few have examined these parameters using a model of voluntary exercise.
Moreover, since antioxidant enzymes may be activated selectively during exercise depending
on the oxidative stress imposed as well as the intrinsic antioxidant defense capacity, there are
conflicting data about relationship between exercise and the changes of antioxidant enzyme
activities. Six weeks of wheel running allows to limit pathologies-induced lipid peroxidation
(Mohammadi et al. 2013). A short-term voluntary wheel running (1 and 7 days) did not modify
the antioxidant activities (GPx and CAT) in skeletal muscle and heart (Selman et al. 2002).
Long-term elevations in voluntary exercise did not result in elevations in antioxidant enzyme
activities (Vaanholt et al. 2008). The difference between the exercise protocols may explain
these discordant results. Several possible physiological mechanisms can be put forward to
explain how exercise improves these antioxidant enzyme activities. Among them, the increase
of phosphorylation of Nrf-2 by exercise was reported, this activation providing a mechanism of
antioxidant protection by binding to the antioxidant response elements (ARE), which are
present in the promoter regions of several antioxidant enzymes. As suggested by Pingitore et
al. (2015), the link between oxidative stress and exercise depends on the mode, the intensity
and the duration of physical activity. Moreover, Marin et al. (1990), reported that moderate
exercise induced moderate oxidative stress that can be compensated by antioxidants produced
in addition. Thus, one can put forward the hypothesis that the duration and the intensity of our
treatment not allowed a raise of lipid peroxidation, neither an upregulation of antioxidant

activity.

In the present study, C-PC increased activity of antioxidant enzymes both in plasma (T-GSH,
SOD, and GPx) and gastrocnemius tissue (CAT), without changes in TBARS expression. These
results are in agreement with previous studies where it was noted that C-PC supplementation
could have a protective effect against oxidative stress induced by many pathological conditions
like diabetes, sclerosis, and renal, brain and lung injuries (Zheng et al. 2013). When C-PC was
associated with wheel running exercise, we observed lower serum lipid peroxidation, compared
with C-PC alone. (Carfagna et al. 2015) also had noted C-PC could inhibit exercise-oxidative
stress. It has been shown that C-PC could scavenge peroxyl radical in vitro and in vivo (Bhat
et al. 2000). More recently, Fernandez-Rojas et al. (2014) noted that C-PC scavenges numerous

radicals such as superoxide anions, singlet oxygen and peroxyl radicals (LOOe¢). LOOe are
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generated in large amounts due to decomposition of oxidizing lipids and are intermediates in
enzymatic lipid peroxidation processes (Spiteller 2006). The transfer of radical reactions from
one cell to an adjacent one is interrupted by antioxidants, notably glutathione (Spiteller 2006).
Glutathione is considered to be one of the most important scavengers of ROS, which plays
many crucial roles in the control of signalling processes, detoxifying certain xenobiotics and
heavy metals, as well as other functions (Zitka et al. 2012). Futhermore, SOD is considered as
the first line of defence against the deleterious effects of oxygen radicals in the cells where it
scavenges ROS by catalyzing the dismutation of superoxide to H202 and O2.CAT is a home
protein which catalyses the reduction of H202 to water and oxygen and thus protects the cell
from oxidative damage by H202 and OH. Thus, it appears that C-PC stimulates the activity of
antioxidant enzymes even though it is not possible to exclude the fact that it can influence on
the reduction of ROS production; however, no modifications of TBARS levels were noted in
our study. ROS can initiate and, also perpetuate inflammatory cascades and induce subsequent
tissue damage. It seems that C-PC inhibited the inflammation proportionally to its dosage (Fig
3C), this is in agreement with the reports stating that C-PC is selective Cox-2 inhibitor
(Fernandez-Rojas et al. 2014).

We had also shown betaine increased antioxidant defences in plasma (SOD and GPx), as
previously noted by Ganesan et al (2011). When betaine was associated with wheel running
exercise, we observed lower serum lipid peroxidation, compared with betaine alone. In previous
human study, it has been noted that chronic betaine supplementation didn’t induce changes in
MDA concentrations (Trepanowski et al. 2011). Betaine does not directly interact with oxidants
but interacts with S-adenosyl methionine (SAM) which has a direct antioxidant activity. Betaine
scavenges ROS and chelates iron ions and, ultimately, inhibits hydroxyl radical generation
(Caro and Cederbaum 2004). Betaine supplementation protects cell membranes, particularly
their structural and functional integrity, by counteracting ROS-mediated lipid peroxidation and

protein carbonyl formation, notably through its lipotropic power (Balkan et al. 2005).

All groups showed irisin increases in comparison to the control group (Table 1). Whatever the
group of rats, there were no correlations neither with lipid peroxidation nor the antioxidant
parameters. We are the first to show betaine or C-Phycocyanin supplementation increased irisin
concentrations. In human study, Park et al. (2014) didn’t found association between dietary and
irisin activity. On the contrary, the stimulation of irisin production by chronic exercise was also

observed. Irisin is a PGC-1adependent myokine that elevates UCP-1. The interaction between
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PGC-la and PPAR-y allows the interaction with several transcription factors. C-PC raised
PPAR-y this nuclear receptor protein being involved in cell cycle and inflammatory responses
(Saini et al. 2014). PGC-1a should have a key role in exercise adaptations and may also control
ROS through mediated gene expression playing a role in ROS detoxification (Handschin et al.
2008). Depletion of PGC-1a in mouse increased scavenger enzymes: SOD2, Trx2 (thioredoxin
reductase-2) and CAT (Lu et al. 2010). Irisin content is associated to oxidative stress markers
in muscle and can be considered like an antioxidant marker (Samy et al. 2015). Further
investigations seem necessary to better understand the role of this myokine in redox status

regulation.
Conclusion

Contrary to our hypothesis, the diet supplementations alone appear to have stronger effects on
redox balance than the exercise training alone. Recently, in vitro study (Bingula et al. 2016),
we had shown C-PC and/or betaine reduced the cell viability of lung cancer A549 cells and
enhanced the proapoptotic pathways. Considering that oxidative stress could play a role in
disease, such as cancer, it could be interesting to evaluate whether our results found in vivo on
healthy rats and in vitro on lung cancer A549 cells can be transposed to pathogen-free male
nude rats with subcutaneous injection of A549 cells, oxidative stress playing key role in lung

cancer progression.
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Introduction :

Le cancer du poumon non-a-petites cellules (CPNPC) est le cancer du poumon le plus fréquent
et est la premiére cause de décés par cancer dans le monde (Siegel et al., 2013). Le
développement et la progression du cancer impliquent des modifications anormales dans le
processus de méthylation de I’ADN. Certains micronutriments affectent la synthése de I’ADN
grace a des processus de reméthylation (Takata et al., 2012). La bétaine est I’un de ces
micronutriments considérés comme donneur de méthyle, impliqués dans la synthése de la
méthionine et dans la synthése du glutathion réduit permettant de protéger les cellules contre
les ERO (Balaraman Ganesan et al., 2011). Un traitement en bétaine peut atténuer le stress
oxydatif (Hagar & Al Malki, 2014; Oliva et al., 2011) et avoir un effet anti-inflammatoire via
la modulation de NF-«kB et la réduction de I’expression de cytokines pro-inflammatoires telles
que TNF-a, IL-6 et de Cox-2 (Detopoulou et al., 2008; Kim et al., 2014). En plus de la bétaine,
la C-PC, I'un des composants majeurs de la spiruline, posséde de nombreuses fonctions
biologiques dont une fonction antioxydante et immunitaire (Gao, Liu, et al., 2016; Thangam et
al., 2013). La C-PC a également un potentiel effet anti-cancer observé in vitro et in vivo sur une
variété de types de cellules cancéreuses : pulmonaire (Bingula et al., 2016), colorectal (Xinhan
et al., 1995) et mammaire (Li et al., 2010). La C-PC aurait un effet anti-cancer en modulant
I’apoptose et la prolifération cellulaire (Thangam et al., 2013). D’une part, la C-PC induirait
I’apoptose des cellules tumorales grace a une production d’ERO, une augmentation des
capases-3 et -8 et une activation de p38 et JNK (Li et al., 2006; Liao et al., 2016). D’autre part,
la C-PC participerait a 1’inhibition des phénomeénes anti-apoptotiques via une diminution de

Bcl-2 et une inhibition de la voie PI3K/AKT (Gao et al., 2016; Osaki et al., 2004).

Actuellement, peu d’études ont investigué¢ le role de la bétaine et de la C-PC dans la
cancérogenese pulmonaire. Notre équipe a récemment montré que la bétaine et la C-PC
ralentissaient la croissance tumorale des cellules A549 in vitro et avaient un effet synergique
sur la diminution de NF-«kB (induit par TNF-a) et sur I’augmentation du pro-apoptotique p38.
Dans cette étude, nous avons investigué I’effet anti-cancer de la bétaine et de la C-PC sur des
tumeurs pulmonaires induites (injection de cellules A549 en sous-cutané) in vivo, aprés un
traitement oral de quatre semaines. Puisque la bétaine et la C-PC ont des effets antioxydants

anti-inflammatoires et antiprolifératifs sur de nombreuses lignées cellulaires (Basaran-
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Kiiciikgergin et al., 2014; Basha et al., 2008; Kim et al., 2014; Oliva et al., 2012; Thangam et
al., 2013), nous avons émis 1’hypothése qu’une supplémentation en bétaine et/ou en C-PC
pourraient permettre de ralentir la croissance tumorale pulmonaire, par modulation des voies

de signalisation impliquées dans 1’apoptose et des marqueurs pro-inflammatoires.

Résultats :

Effets de 1a bétaine et/ou la C-PC sur la croissance tumorale

Comparés avec la groupe controle, tous les groupes traités (bétaine, C-PC et bétaine + C-PC)
avaient un ralentissement de la croissance tumorale a partir de la seconde semaine. Le jour de
I’euthanasie, les volumes tumoraux moyens et les poids tumoraux étaient significativement
inférieurs pour les groupes bétaine, C-PC et bétaine + C-PC par rapport au groupe contrdle.

Aucune diminution additionnelle n’a été observée avec le traitement combiné.

Comparativement au groupe bétaine, les groupes C-PC et bétaine + C-PC avaient une

diminution du volume tumoral plus importante.
Balance redox dans le plasma/sérum

Comparativement au controle, les supplémentations ont induit une diminution non-significative
des concentrations en TBARS, quel que soit le traitement (bétaine : - 23 %, C-PC : - 15 % et
bétaine + C-PC : - 31 %).

La bétaine n’avait pas d’effet sur les concentrations en SOD et T-GSH. A contrario, la C-PC
seule ou associée a la bétaine a significativement augmenté les concentrations en SOD

(respectivement + 86 % et + 126 %) et T-GSH (respectivement + 85 % et + 79 %).
Balance redox dans la tumeur

Comparativement au controle, les supplémentations ont induit une augmentation significative
des concentrations en TBARS, quel que soit le traitement (bétaine : + 173 %, C-PC : 259 % et
bétaine + C-PC : 252 %). Aucune augmentation additionnelle n’a été observée avec le

traitement combiné.
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Les concentrations tumorales en T-GSH étaient significativement inférieures pour 1’ensemble
des groupes supplémentés (bétaine : - 37 %, C-PC : - 66 % et bétaine + C-PC : - 60 %). Aucune

diminution additionnelle n’a été observée avec le traitement combiné.

Au sein de la tumeur, comparé au groupe controle, nous avons observé une diminution
significative de I’activité du SOD (- 30 %) et une augmentation significative de Nrf2 (+ 100 %)

dans le groupe bétaine.

La C-PC seule ou associée a la bétaine a augmenté les concentrations en CAT (respectivement

+ 180 % et + 107 %), sans effet additionnel avec la combinaison des deux micronutriments.
Marqueurs pro-inflammatoires dans la tumeur

Comparativement au groupe contrdle, tous les traitements ont induit une augmentation
significative de 1’activité¢ de Cox-2 au niveau tumoral (bétaine : + 83 %, C-PC : + 57 % et

bétaine + C-PC : + 33%).

La C-PC a induit une augmentation non-significative d’IL-1a (+ 90 %), IL-6 (+ 33 %) et TNF-
o (+ 36 %), tandis que 1’association de la bétaine et la C-PC ont augmenté significativement

IL-6 (+ 83 %) et TNF-a (+ 52 %).
Marqueurs anti-inflammatoires dans la tumeur

Comparativement au groupe controle, la bétaine et la C-PC seule n’ont pas eu d’effets sur les
cytokines anti-inflammatoires, tandis que le traitement combiné a significativement augmenté

IL-4 (+91 %) et IL-10 (+ 143 %).
Marqueurs anti-apoptotiques dans la tumeur

Comparativement au groupe contrdle, la C-PC seule a diminué¢ non-significativement le ratio
AKT phosphorylé / AKT total. Par contre, l’association des deux traitements a
significativement diminué le ratio AKT phosphorylé / AKT total.

Marqueurs pro-apoptotiques dans la tumeur

Comparativement au groupe controle, la C-PC a augmenté le ratio p38 phosphorylé / p38 total

(+98 %, p<0.05) et a diminué I’expression d’IkB (- 70 %, p <0.05). Cette derniére observation
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a également été notée pour le traitement associant bétaine et C-PC (- 63 %, p < 0.05), sans effet

additionnel.

L’association de la bétaine et la C-PC a augment¢ le ratio caspase-3 / pro-caspase-3 (+ 149 %,

p < 0.05) via I’augmentation du clivage de caspase-3.

Discussion :

La communauté scientifique s’intéresse de plus en plus aux nutriments ayant un effet anti-
tumeur potentiel. Parmi eux, la C-PC semble avoir la capacité d’inhiber la croissance des
cellules tumorales pancréatiques in vitro et in vivo (Liao et al., 2016). 11 est également suggéré
que la bétaine peut avoir certains effets thérapeutiques notamment en activant des génes
suppresseurs de tumeur (tels que pl16) et en inactivant des oncogénes (e.g. c-myc) mais peut

¢galement avoir des effets anti-angiogéniques et anti-inflammatoires (Kim, 2012).

Dans cette étude, nous avons investigué 1’effet de ces deux substances sur la croissance d’une
tumeur pulmonaire. Les supplémentations (bétaine, C-PC et bétaine + C-PC) ont ralenti la
croissance tumorale et ont également induit une réduction du volume tumoral et du poids
tumoral le jour de I’euthanasie. Aucun effet supplémentaire du traitement combiné n’a été
observé. Par contre, il semblerait que 1’association de la bétaine et de la C-PC ait renforcé les

mécanismes impliqués dans la diminution de la tumeur.

Un traitement en C-PC peut induire 1’apoptose des cellules tumorales pancréatiques a travers la
production d’ERO, la diminution de I’expression de Bcl-2 et ’augmentation de 1’activité de la
caspase-3 (G. Liao et al., 2016; Pardhasaradhi et al., 2003; H. Wang et al., 2007). Caspase-3 est
connu pour jouer un role prédominant dans la mort cellulaire induite par apoptose. Dans la
tumeur, nous avons observé une augmentation significative de caspase-3 apres un traitement
associant bétaine et en C-PC et une augmentation significative des TBARS apreés un traitement
en bétaine ou en C-PC. La peroxydation lipidique peut induire la mort des cellules cancéreuses
en affectant la fonction mitochondriale. Le ralentissement de la croissance tumorale pourrait
étre en partie due aux produits d’oxydation capable d’induire 1’apoptose des tissus tumoraux

(Pardhasaradhi et al., 2003).

Afin de déterminer les mécanismes moléculaires de la mort cellulaire induite par les deux

traitements, nous avons ¢tudié leurs effets sur p38, AKT et NF-«xB. Comme montré
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précédemment (Liao et al., 2016), nous avons montré que la C-PC seule activait la voie p38
MAPK, voie impliquée dans 1’apoptose. La C-PC pourrait é¢galement induire la mort cellulaire
par autophagie. Comme [’ont montré récemment, Liao et al. (2016), 1’autophagie serait
responsable de I’inhibition de la croissance des cellules cancéreuses induite par la C-PC. La C-
PC serait notamment capable d’inhiber la voie AKT/mTOR/p70S6K, pouvant contribuer a
I’autophagie. Nos résultats ont montré que la C-PC diminuait le ratio AKT phosphorylé / AKT
total et que I’effet est d’autant plus significatif quand la C-PC était associée avec la bétaine. De
plus, I’autophagie et I’apoptose seraient contrdlées par les mémes régulateurs dont NF-kB
(Thorburn, 2008). Dans notre étude, la diminution d’IkB observée serait le reflet de 1’activation
et de la translocation nucléaire de NF-kB. Basé sur les résultats de Liao et al. (2016), nous
pouvons suppos¢ que la C-PC associée ou non a la bétaine crée une interaction entre
I’autophagie et 1’apoptose pouvant avoir un impact sur 1’activation de NF-kB. Cependant,
d’autres études sont nécessaires afin de déterminer si I’autophagie joue réellement un role dans
I’inhibition de la croissance tumorale et la mort cellulaire des cellules A549 par I’intermédiaire

d’un traitement a la C-PC.
Conclusion :

La bétaine seule et la C-PC seule semble inhiber efficacement la croissance des cellules A549
in vivo, sans diminution additionnelle lors du traitement combiné. Bien que les cibles de la C-
PC ne soient pas clairement identifiées, nous suggérons que la génération d’ERO et I’activation
de voie de signalisation p38 induisant I’apoptose pourraient expliquer 1’effet protecteur de la
C-PC. La bétaine combinée a la C-PC a augmenté 1’expression de TNF-a et 1’activation de
caspase-3, facteurs impliqués dans I’apoptose. Nos résultats révélent des mécanismes de
signalisation importants par lesquels la bétaine ou/et la C-PC induisent la mort cellulaire
apoptotique, et étre autophagique des cellules cancéreuses a travers la régulation complexe des
voies de signalisation impliquant p38, AKT et NF-kB. En conclusion, c’est la premiére étude a
noté que la C-PC, associée ou non a la bétaine, a un effet thérapeutique sur la croissance

tumorale des cellules A549 in vivo.
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Abstract

We investigated the effect of betaine, C-Phycocyanin (C-PC), and both combined, on the
growth of A549 lung cancer. After subcutaneous injection of A549 cells, and when the mean
tumour volume reached 500 mm®, pathogen-free male nude rats were supplemented with either
betaine, C-PC, both or neither. On the 29th day, blood and tumour cells were collected from
euthanized rats. We evaluated the redox balance in the plasma/serum and the tumour. To
determine the molecular mechanism of cell death, we investigated their effects on p38, Akt and
NF-kB pathways. Compared to the control group, tumour weights and volumes were
significantly reduced in either betaine- or C-PC-treated groups, without a further decrease with
combined treatment. Mechanistically, the reduction in tumour weight and volume induced by
C-PC is the result of a dialogue between p38, Akt, and NF-kB pathways. C-PC can induce
apoptosis by activating p38 signalling pathways, as well as by increasing TNF-a,, caspase-3 and
lipid peroxidation in a tumour. On the other hand, C-PC and betaine induced nuclear
translocation of NF-kB and a decrease in the phosphorylated AKT/ total AKT ratio. This is the
first study to observe that C-PC, whether combined with betaine or not, possesses a therapeutic

effect on tumour growth in lung cancer A549 cells in vivo.

Key words: Lung cancer, A549 cells, nude rats, betaine, C-Phycocyanin
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1.00Introduction

Non-small-cell lung cancer (NSCLC) is the most common type of lung cancer and the leading
cause of cancer death worldwide [1]. The development and progression of cancer involves
abnormal changes in DNA methylation. Some dietary components affect DNA synthesis
through the remethylation process [2]. It appears that is the case for betaine, which is present
in a variety of food sources including sugar beet, spinach, beetroot, seafood and cereals. Betaine
can also be obtained by synthesis through choline metabolism within the liver and kidney [3].
It is involved in the synthesis of methionine, which supplies cellular cysteine for the synthesis
of reduced glutathione that protects the cell from reactive oxygen species [4]. Betaine plays an
important role in cellular protection against environmental stress, such as high temperatures
and osmotic imbalance, as well as by acting as a methyl-group donor in several biochemical
pathways. Betaine treatment was able to attenuate oxidative stress [4—8], and to have an anti-

inflammatory effect through NF-KB modulation and reduction of the expression of pro-

inflammatory cytokines such as TNF-a, IL-6 et Cox-2 [9—-11].

Cancer is a pathological condition associated with decreased mitochondrial oxidative
phosphorylation OXPHOS activity, and 90% of cancers show the Warburg effect of suppressed
mitochondrial respiration and increased aerobic glycolysis. Alteration of OXPHOS has an
effect on cell apoptosis and cancer metastasis, and cancer cell growth can be inhibited by
elevating OXPHOS content [12]. It has been shown that betaine delays cancer cell growth and
its intake has an inverse correlation with cancer incidence in humans [13—15]. The anti-

oncogenic effect of betaine might in part be explained by a reversal of the Warburg effect.

In addition to betaine, phycocyanin (C-PC), one of the major pigment constituents of spirulina
microalgae, is used in many countries as a dietary supplement and its nutritional values have
been very well documented. In fact, accumulating evidence shows that C-PC has many
biological functions such as antioxidant, immune stimulation, and as a scavenger [16—19]. It
also has a potent anticancer effect, both in vitro and in vivo, on a variety of cancer cell types,
such as lung cancer [20], colon cancer [21], breast cancer [22]. Mechanistically, C-PC exerts
its anticancer effect by modulating apoptosis and cell proliferation [16]. In fact, C-PC has been
demonstrated to induce apoptosis in tumour cells through the production of ROS and by down-
regulating the expression of Bcl-2, an anti-apoptotic molecule. Phycocyanin can also induce
apoptotic cell death by up-regulating Caspase-3 and Caspase-8 activities [23]. It has recently
been reported that C-PC is able to induce apoptosis of the pancreatic cancer cell by activating
p38 and JNK signalling pathways, while inhibiting the Erk pathway. Furthermore, it promotes
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the activation and nuclear translocation of NF-kB, which plays an important role in balancing
phycocyanin mediated apoptosis and autosis. Phycocyanin’s anti-cell proliferative effects are

mediated by the downstream PI3K/Akt pathway [24,25].

To date, few studies have investigated the role of C-PC and betaine in lung cancer. Ying et al.
[26] reported that betaine may decrease the risk of lung cancer. Li et al. [27] noted that the
combination of C-PC with all-trans-retinoic acid could up-regulate TNF alpha, and down-
regulate Bcl-2 and Cyclin D1 genes on the lung cancer A549 cells in vitro. More recently, our
team [20] reported a synergistic activity in betaine and C-PC treatment with a reduction of the
stimulation of NF-kB expression by TNF-a and an increase in the amount of proapoptotic p38
MAPK in A549 cells. Combined treatment also induced a cell cycle arrest in the G2/M phase
in ~60% of cells.

These few studies were all carried out using the in vitro protocol. In this study, we investigated
the anti-lung cancer effect of C-PC and betaine on the A459 tumour in vivo after oral treatment
of nude rats over a 4-week period (following the injection of A459 cells and tumour

establishment).

Since betaine and C-Phycocyanin have an antioxidant, anti-inflammatory and anti-proliferative
effect on a variety of tumour cells lines [11,16,28-30], we put forward the hypothesis that
betaine or/and C-phycocyanin supplementation would prevent the growth of lung cancer
tumour, by modulating signalling pathways implicated in apoptosis, and inflammatory

biomarkers.
2. 1Materials and methods
a.[1Cell culture

A549 cells (ATCC® CCL-185™, human lung carcinoma) were maintained in culture by
Cellvax Pharma, in a DNEM environment, 10% Foetal Bovin Serum (FBS), 5SmM L-
Glutamine, 1 % Penicillin/Streptomycin. A549 cells were grown to a confluence of 80%. For
injection, A549 cells were suspended in Matrigel (Basement Membrane High Concentration,

Corning Life Sciences, Amsterdam, Netherlands) (50:50).
b.[] Study design

Thirty-three nude male rats (Charles River, France), aged 6-7 weeks, weighing 239.8 + 6 g,

were acclimatized for one week before study initiation. All animal work procedures were
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approved by the Institutional Animal Care and Use Committee (Anses) of Maisons-Alfort

(France).

The daily light cycle ran from 7 a.m. to 7 p.m. and room temperature was maintained between
21.6 £ 0.5°C. The nutritional breakdown of food was 25.2 % proteins, 13.5 % lipids and 61.3%
carbohydrates (A03, Society Safe-diet, Augy, France). Throughout the study, rats had free
access to food and water. Following acclimatization, the rats were given a subcutaneous
injection of 107 A549 cells into the right flank. Ten days after tumour implantation, and once
mean tumour volumes (MTV) had reached 500 mm3, the animals were all randomly assigned

to 4 groups:

-[J Non-intervention control group (n = 8, tumour volume: 568.8 + 98.9 mm”)
-[] Betaine treatment group (n =9, tumour volume: 568.5 + 133.8 mm°)
-[] C-PC treatment group (n = 8, tumour volume: 597.0 + 136.4 mm")

-[] Betaine and C-PC treatment (n = 8, tumour volume: 703.48 + 111.3 mm’°).
c.[/Betaine or/and C-PC treatment

Betaine (B2754 Sigma-Aldrich) and C-PC (Greentech, Saint-Beauzire, France) were
administered in drinking water and corresponded to 4 % of daily food intake (2.93 + 0.3g by
kg of body weight and 370.0 + 0.03 mg. by kg of body weight, respectively). Every two days,
betaine and C-PC supplementation was adjusted according to the food and water intake of each
rat. The daily food, water, C-PC and betaine intakes, and food efficiency ratio (daily gain

weight/ daily food intakes) were evaluated for each rat.
d.[] Evaluation of tumour growth

After one week of tumour cell injection, tumour growth was measured (tumour length, width
and volume) twice a week by using an external calliper. Tumour volume (TV) was calculated
using the following formula: TV = Length x Width?/2. Tumour growth data were recorded for
each individually identified rat. The relative volume of an individual tumour volume on day X
(TVX) was calculated by dividing the absolute volume (mm3) of the respective tumour volume
on day X (TVX) by the absolute volume of the same tumour on the day of randomization, i.e.
on day 0 (TV0) and multiplied by 100, as shown in the following equation: RTVx [%] =TVx/T0
x100.

The observation period lasted 28 days. In line with institutional guidelines [31], all test animals

were euthanized if during that period tumour volume reached 4,000 mm”.
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e.[| Blood and tumour sampling

On the 29th day, rats were removed from their cage, taken to an adjacent room and, within 30
seconds of removal from the cage, were euthanized using anesthetic + analgesic (Ketamine: 75

mg.kg-1 + Xylazine: 8 mg.kg-1) and an aortic puncture.

Blood was collected in three 4 ml polyethylene tubes: one containing 1.95 mg/ml of spray-
coated K2 EDTA (Venosafe, France) and a second containing 15 USP.U.ml-1 of lithium
heparin (Venosafe, France) - these were stored on ice until centrifugation (3000 rpm,15 min,
4°C); the third tube contained clot activator and silicone gel to obtain serum (Venosafe, France).
After thirty minutes at room temperature, serum samples were obtained by centrifugation (3000
rpm, 15 min, 4°C). After centrifugation, plasma and serum samples were aliquoted and stored

at -80°C until analysis.

Tumour tissues were immediately excised, weighed, and snap-frozen in nitrogen liquid, and

stored at -80°C.
f.[] Tumour protein extractions

For analysis, tumours were treated in two ways. The first involved grinding one part tumour in
ice with buffer A (10 mM TRIS, 10 mM KCI, 10 mM MgCl2, 1 mM DTT, 0.1mM EDTA and
1% of protease inhibitors cocktail (P8340-1ml, Sigma-Aldrich)) for 10 seconds, 5 x 20 seconds,
followed by centrifugation for 5 minutes at 15000xg at 4°C. The supernatant (cytosol protein)
was recovered, aliquoted and frozen at -80°C. The pellet was suspended in buffer A and
centrifuged (5 min, 15000xg, 4°C). The supernatant was discarded and the pellet was suspended
in buffer B (50 mM TRIS, 50 mM KCI, 150 mM NacCl, 0.1 mM EDTA, and 0.5% of protease
inhibitors cocktail (P8340-1ml, Sigma-Aldrich), followed by 3 1-minute cycles of ultrasound
and 10 minutes of agitation in ice, and centrifugation (5 min, 15000xg, 4°C). The supernatant

(perinuclear and nuclear protein) was recovered and frozen at -80°C.

The second method involved grinding the remaining tumour in ice with RIPA Buffer (R0278-
500ml, Sigma-Aldrich), 1% of protease inhibitors cocktail (P8340-1ml, Sigma-Aldrich) and
1% of phosphatase inhibitors cocktail (P5726-1ml, Sigma-Aldrich) for 10 seconds and 5 x 20
seconds, followed by centrifugation (5 min, 15000xg, 4°C). The supernatant (total protein) was

recovered, aliquoted and frozen at -80°C.
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g.[| Analysis

i../Plasma and tumour protein content

Protein concentrations in plasma, total, cytosol and nuclear fraction of the tumour were

determined using a BC Assay Proteins Quantification Kit (Interchim, Montlugon France).
ii._ | Lipid peroxidation by thiobarbituric acid reactive substances

The level of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) was determined using enzymatic
assay kits (Cayman Chemical, Interchim, Montlugon France) in serum and cytosol protein
extraction from the tumour. The MDA-TBA adduct formed by the reaction of MDA and TBA
at high temperatures between 90-100°C and in acidic conditions, is measured colorimetrically

at 520 nm (Photometer Multiskan FC ThermoScientific, MC2Lab, Clermont-Ferrand, France).
iii.  Antioxidant markers
Superoxide dismutase

The superoxide dismutase (SOD) assay kits (Cayman Chemicals, Interchim, Montlugon,
France) were used to measure SOD activity in plasma and cytosol extraction from the tumour.
This kit utilizes a tetrazolium salt for detection of superoxide radicals generated by xanthine
oxidase and hypoxanthine and measures all three types of SOD (Cu/ZN, Mn and FeSOD) at
450 nm (Photometer Multiskan FC ThermoScientific, MC2Lab, Clermont-Ferrand, France).

Catalase

The catalase (CAT) activity of plasma and tumour cytosol protein extraction was determined
by utilization of the peroxidatic function of CAT. This method is based on the reaction of the
enzyme with methanol in the presence of an optimal concentration of H>O,. The formaldehyde
produced is measured colorimetrically with 4-amino-3-hydrazino-5-mercapto-1,2,4-triazpme
(Purpald) as the chromogen (Cayman Chemicals, Interchim, Montlugon, France). The CAT

activity is measured colorimetrically at 540 nm.
Glutathione Peroxidase

Glutathione Peroxidase (GPx) activity was measured in plasma and tumour cytosol protein
extraction by the indirect coupling reaction with glutathione reductase (GR) (Cayman
Chemicals, Interchim, Montlugon, France). Oxidized glutathione, produced upon reduction of
hydroperoxide by GPx, is recycled to its reduced state by GR and NADPH. The oxidation of
NADPH to NADP+ is accompanied by a decrease in absorbance at 340 nm (Photometer
Multiskan FC ThermoScientific, MC2Lab, Clermont-Ferrand, France).
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Total Glutathione

Total glutathione concentrations (T-GSH) in plasma and tumour cytosol protein extraction were
determined using the Cereser et al. [32] method. Briefly, the sample was reduced by
dithiothreitol for 10 minutes at room temperature, and glutathione ethyl ester was added as an
internal standard. After protein precipitation, supernatant was derived through the addition of
ortho-phthal-aldehyde (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France). The High-
Performance Liquid Chromatography (HPLC) separation of GSH-OPA adducts was achieved
on a UP3 HDO C-18 reversed-phase silica column (150x3.60 mm; 3p particle size) from
Phenomenex (Interchim, Montlugon, France) maintained at 37°C, followed by fluorimetric
detection at 420 nm after excitation at 340 nm (Summit HPLC system, Dionex SA,
Courtaboeuf, France). Derivatives were eluted using an acetonitrile gradient from 10% to 50%
in 25 mM ammonium acetate, pH 6, for 5 min. The flow-rate was 0.5 ml/min for a 15-minute
elution. Chromatogram integration was performed using Chromeleon software from Dionex
(Version 6.80, Dionex SA, Courtaboeuf, France). GSH content was calculated using a standard

curve established under the same conditions.
Nrf2

Nrf2 was evaluated in tumour extraction using a competitive ELISA kit (Cayman Chemicals,
Interchim, Montlugon, France). Nrf2 is detected by addition of a primary antibody. The
secondary antibody binds to the specific primary antibody and provides a sensitive colorimetric
readout at 450 nm (Photometer Multiskan FC ThermoScientific, MC2Lab, Clermont-Ferrand,

France).
iv.[ | Inflammatory markers

The amount of Cyclooxygenase-2 (Cox-2) was evaluated by nuclear fraction of the tumour
using an enzymatic assay kit (Cayman Chemical, Interchim, Montlugon France) that measured
the peroxidase activity of Cox. This activity is assayed colorimetrically by monitoring the
appearance of oxidized N,N,N’,N’-tetramethyl-p-phenylenediamine (TMPD) at 590 nm
(Photometer Multiskan FC ThermoScientific, MC2Lab, Clermont-Ferrand, France), with

isozyme-specific inhibitor distinguishing Cox-2 activity from Cox-1 activity.

The content of interleukin (IL)-1p,-4, -6 and -10, and Tumour Necrosis Factor-a (TNF-a)) were
evaluated in tumour cytosol protein extraction using an ELISA Kit (Abcam, Cambridge, United

Kingdom).
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v.[ /Apoptosis markers

Phosphorylated AKT (SerS473) and total AKT, and phospho-p38-a (Thr180/Tyr182) and total
p38-a, were measured in total tumour extraction using Sandwich ELISA kits (Abcam,
Cambridge, United Kingdom). The activation of AKT and p38 was evaluated by
Phosphorylated AKT (SerS473) / total AKT ratio and the phospho-p38-o (Thr180/Tyr182) /

total p38-a ratio.

The Caspase-3/Pro-Caspase-3 ratio was measured in total tumour extraction using Western
Blot. The primary antibodies (1:1000) used were Caspase-3 rabbit polyclonal antibody (#9662,
Cell Signalling Technology, Ozyme, France) and -actin (clone 4C2) mouse monoclonal IgG1k
(#MABTS25, Millipore, France). The secondary antibody (1:1000) used was goat anti-rabbit
IgG (H+L), HRP conjugate (#32460, Thermo Scientific, USA).

The primary antibody recognized pro-caspase-3 (35 kDa) and caspase-3 (17 and 19 kDa).
Activation of caspase-3 was evaluated by caspase-3/pro-caspase-3 ratio, after normalization by

[-actin expression.

Detection of IkB-a expression was done in total tumour extraction using Western Blot. The
primary antibodies (1:1000) used were [kB-a (L35A5) mouse mAb (Amino-terminal Antigen)
monoclonal antibody (#4814, Cell Signalling Technology, Ozyme, France), and 3-actin (clone
4C2) mouse monoclonal IgGlx (#MABTS825, Millipore, France). The secondary antibodies
(1:1000) used were goat anti-rabbit IgG (H+L), HRP conjugate (#32460, Thermo Scientific,
USA) and goat anti-mouse IgG (H+L), HRP conjugate (#32430, Thermo Scientific, USA).

vi.[ /Western Blot protocol
For Western Blot, we used the protocol described by Talvas et al [33].

3.[JMaterials and methods

All statistical tests were performed using the statistical package program SPSS 19 (SPSS Inc.,
Chicago, IL). All values were expressed as means + standard error of mean (SE). Non-
parametric (Kruskal-Wallis test and Mann-Whitney U test) were used in the statistical

computation of all variables. A level of p < 0.05 was considered significant.
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4. 1Results
a.[ | Effects of betaine and/or C-PC on tumour weight and volume

Compared with the control group, all treatment groups (Betaine (B), C-phycocyanin (C-PC), B

+ C-PC) had a slowdown of tumour volume from the second week (Figure 1).

On the day of euthanasia, compared with the control group, tumour weight, and tumour volume
were significantly lower in betaine, C-PC -and B + C-PC groups. No further decrease was
reported as a result of the combined treatment (Table 1). Compared with betaine, both C-
Phycocyanin and B+C-PC had a higher level of decrease.

Tumor Evolution

4000
<+Control *

#Betaine
#C-Phycocyanin
3000 | ~'Betaine+C-Phycocyanin

mm?3

2000 r

1000 r

Day 0 Week 1 Week 2 Week 3 Week 4

Figure 1: Evolution of mean tumour volume per week per group. Mean = SE. Compared with

Control group: * p < 0.05, compared with Betaine group: * p < 0.05.

Table 1: Tumour volume in cubic millimetre (mm?), tumour weight in absolute value (grammes

(g)) and relative value (per cent of body weight, %BW)) per group on the day of euthanasia.

Mean + SE.
Tumour weight Control Betaine (B) C-Phycocyanin (C-PC) B + C-PC
g 2.92+0.17 1.63 £0.31%* 0.20 + 0.02***§$$ 0.20 £ 0.02***$$$
%BW 0.79£0.1 0.48 £0.28** 0.06 £ 0.02***$$$ 0.06 £ 0.02***$$$

Compared with Control group: ** p < 0.01; *** p < 0.001; Compared with Betaine group: ***
p <0.001
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b.[] Redox balance in blood

Compared with the control group, nutritional treatment induced a non-significant decrease in

TBARS concentrations, whatever the treatment (Figure 2A).

Betaine treatment had no effect on SOD, and T-GSH concentrations. On the contrary, C-PC
only significantly increased the concentrations of SOD and T-GSH (Figure 3A, 3B).
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Figure 2: Effect of betaine and/or C-PC on TBARS (A) Serum and (B) Tumour. Groups: C=
Control, B= Betaine, C-PC= C-Phycocyanin and, B+C-PC= Betaine + C-Phycocyanin. Mean
+ SE. Compared with control group: * p < 0.05.
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Figure 3: Effect of betaine and/or C-PC on (A) superoxide dismutase (SOD), and (B) total
glutathione (T-GSH) concentrations. Groups: C= Control, B= Betaine, C-PC= C-Phycocyanin
and B+C-PC= Betaine + C-Phycocyanin. Mean = SE. Compared with control group: * p <0.05.
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c.] Tumour redox balance

Compared with the control group, tumour TBARS concentrations were significantly higher in
all supplemented groups (Figure 2B). No further increased effect was noted with the combined

treatment.

Tumour T-GSH content was significantly lower in all supplemented groups (Figure 4C). No

further increased effect was noted in the combined treatment.

Compared with the control group, we observed a significant decrease of tumour SOD activity
and a significant increase of tumour Nrf2 concentrations only in the betaine group (Figure 4A,
4D). Whether or not combined with betaine, C-PC increased tumour CAT contents (Figure 4B),

even if no further increased effect was noted in the combined treatment.
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Figure 4: Effect of betaine and/or C-PC on: (A) superoxide dismutase (SOD), (B) catalase
(CAT), (C) total glutathione (T-GSH), and (D) Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2
(Nrf2) in lung tumour Groups: C= Control, B= Betaine, C-PC= C-Phycocyanin and, B+C-PC=
Betaine + C-Phycocyanin. Mean = SE. Compared with control group: * p < 0.05.

Effet de la bétaine, de la C-phycocyanine ou de I’activité physique sur la croissance tumorale du cancer | ]3]
du poumon chez le rat- Carmen Dupuis - 2017



Résultats Etude II in vivo : Cancer du poumon et nutrition

d.[] Inflammatory tumour markers

Pro-inflammatory markers

Compared with the control group, all treatment increased tumour Cox-2 activity (p < 0.05)
(Figure 5F).

C-PC treatment induced a non-significant increase of IL-1J3, IL-6 and TNF-a, whereas
combined treatment induced significant effects in IL-6 (+83%, p < 0.05), TNF-a (+52%; p <
0.05) and Cox-2 (+33%, p < 0.05) (Figure 5A, 5C, 5SE, 5F).

Anti-inflammatory markers
Compared with the control group, betaine or C-PC alone had no effect on anti-inflammatory

cytokines in the tumour, whereas combined treatment significantly increased IL-4 (+ 91%: p <

0.05), and IL-10 (+143%: p <0.05) (Figure 5B, 5D).
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Figure 5: Effect of Betaine and/or C-PC Treatment on: (A) Tumour Interleukin (IL)-13, (B)
Tumour IL-4, (C) Tumour IL-6, (D) Tumour IL-10, (E) Tumour Necrosis Factor-o. (TNF-a.),
(F) Tumour Cyclooxygenase-2 (Cox-2). Groups: C= Control, B= Betaine, C-PC= C-
Phycocyanin and, B+C-PC= Betaine + C-Phycocyanin. Mean = SE. Compared with control
group: * p <0.05.

e.[ ] Apoptotic tumour markers
Anti-apoptotic markers

Compared with the control group, C-PC treatment alone induced a non-significant decrease of
the phosphorylated AKT/ total AKT ratio. Combination of both treatments induced a further

significant decrease of this ratio (Figure 6A).
Pro-apoptotic markers

Compared with the control group, C-PC significantly increased (p < 0.05) the phosphorylated
p38/ total p38 ratio and reduced (p < 0.05) tumour IkB-a expression (Figure 6B, 6D). This last

observation was also noted for the combination treatment, without any further decrease.

The combination of betaine and C-PC treatment significantly increased the caspase-3 / pro-

caspase-3 ratio by increasing cleaving of caspase-3 (Figure 6C).
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Figure 6: (A) Tumour ratio phosphorylated (Serd73)/total AKT, (B) Tumour ratio
phosphorylated (Tyr180/Tyr182)/total p38, (C) Tumour ratio pro-caspase-3/caspase-3, and (D)
Tumour IkB-a expression after nutritional treatment. Groups: C= Control, B= Betaine, C-PC=
C-Phycocyanin and B+C-PC= Betaine + C-Phycocyanin. Mean + SE. Compared with the
control group: * p < 0.05.

5.0Discussion

Science is becoming ever more interest in nutrients, which can have a potentially anti-tumour
effect. Among these, C-PC seems to have the ability to inhibit the growth of pancreatic cancer
cells in vitro and in vivo [34]. It has also been suggested that betaine has several therapeutic
benefits that enable the activation of tumour suppression genes (p16) and the inactivation of
oncogenes (such as c-myc) by stabilizing their methylation patterns, and that it also has

antiangiogenic and anti-inflammatory effects [35].

In this study, we investigated the effects of these two substances on the growth of lung tumour.

Even though we noted not only a slowdown in tumour growth through betaine or/and C-PC
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treatment but also a reduction in tumour weight and volume after treatment, no synergistic
effect was observed for combined treatment when considering tumour volume and weight
(Table 1 and Figure 1). On the other hand, the combined nutritional strategies seem to reinforce

the mechanisms implicated in tumour decrease.

The action of C-PC could be due to several factors. Its anti-cancer properties are linked to cell
apoptosis and cell cycle arrest [36]. Indeed, Liao et al. [34] showed that C-PC blocked G2/M
cell cycle progression and induced apoptosis in PANC-1 cells. It also induced apoptosis in
tumour cells through the production of ROS, by down-regulating the expression of Bcl-2, an
anti-apoptotic molecule, and by up-regulation of caspase-3 activities, caspase-3 being
recognized as a predominant player in the execution of cell death caused by apoptosis [27,37—
39]. In the tumour, we observed a significant increase of TBARS after betaine or C-PC
treatment and a significant increase of caspase-3 after combined C-PC and betaine treatment
(Figures 5E, 6C). Lipid peroxidation can induce cancer cell death by affecting mitochondrial
function. Fahrmann and Hardman [40] reported that in vitro cytotoxicity of omega-3 was due
to the increase of lipid peroxidation or the decrease of glutathione contents in cancer cells [9—
11,26], these two observations were also observed in the tumour in our study (Figure 2B, 4C)
following betaine or C-PC treatment. We would argue the hypothesis that the slowdown of
tumour growth could in part be led by oxidation products that enable apoptosis in tumour

tissues, and through the depletion of GSH inducing apoptosis [41].

To determine the molecular mechanism of C-PC and betaine-mediated cell death, we
investigated their effects on p38 and Akt and NF-kB pathways. p38 is an MAPK signalling
pathway, and is involved in apoptosis. Consistent with previous literature [42], our findings
showed that only C-PC activated the p38 pathways. In addition to apoptosis, it has been
proposed that autophagy may also contribute to cell damage, one of the key regulators of
autophagy being the mammalian target of rapamycin (mTOR) [43]. Degtyarev, et al. [44] noted
that the triggering of autophagy in cancer cells is associated with inhibition of the mTOR
pathway, with Akt inhibition decreasing mTOR activity and promoting autophagy. Recently,
Liao et al. [34] demonstrated that autophagy is responsible for phycocyanin-induced growth
inhibition and death of PANC-1 cells. They noted that C-PC inhibited the Akt/mTOR/p70S6K
signal pathway, which may contribute to phycocyanin-induced autophagy, whose activation
counteracts the pro-survival effects of NF-k B activation on gene expression in response to
DNA damage. mTOR deficiency or inactivation increases phosphorylation and nuclear
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translocation of nuclear factor NF-xB, which results in enhanced NF-«xB activation. Our results
showed that C-PC decreases the phosphorylated AKT/ total AKT ratio (Figure 6A), this effect
being more significant when C-PC was combined with betaine. Thorburn [45] mentioned that
autophagy and apoptosis are controlled by the same regulators, the NF-«kB signalling pathway
being one. NF-«kB activates two stress activated MAPK pathways mediated by JNK and p38,
with both having a proapoptotic role by activating caspase 3 of the intrinsic apoptotic pathway
[46]. In its inactive form, NF-kB is sequestered in cytosol by its inhibitor IkB-a. IkB-o
degradation by IkB kinase complex and NF-kB inducing kinases allow for the nucleus
translocation of NF-kB. In the nucleus, NF-kB induces the expression of numerous genes,
encoding anti-apoptotic responses as well as pro-apoptotic responses [47]. Since NF-«k B is one
of the transcription factors for Beclin 1, a key initiator of cellular autophagy, phycocyanin-
induced nuclear translocation of NF-k B may play an important role during this process [34]
.The decrease of IkB-a observed in our study (Figure 6D) reflects NF-kB activation. Moreover,
C-PC as well as C-PC combined with betaine, enhanced NF-kB, which, based on Liao et al.
results in vitro [34], suggests that C-PC, whether or not combined with betaine-mediated
complex, creates an interplay between autophagy and apoptosis that may impact on NF-kB
activation. However, further investigations are needed to determine whether autophagy plays a
real role in phycocyanin-mediated growth inhibition and cell death in A549 cells.

One of the roles of betaine is as a methyl donor, modulating gene expression by targeting
different elements of epigenetic mechanisms [48]. In vitro, Lee [49] reported that in H2.35 cells
incubated with betaine, an up-regulation of mitochondrial respiration and cytochrome ¢ oxidase
activity was noted. For these authors, the anti-proliferative effects of betaine on cancer cells
may be due to enhanced mitochondrial function contributing to a reversal of the Warburg effect.
The Akt signalling pathway is known to be associated with the promotion of mitochondrial
oxidative phosphorylation (OXPHOS) [49] and thus of mitochondrial respiration. As
mentioned earlier, we noted that betaine combined with C-PC induced a decrease in the
phosphorylated AKT/ total AKT ratio (Figure 6A). Nevertheless, today, the mitochondrial
respiration role is controversial, even if it appears to be one of the key factors in lung cancer

progression.
6../Conclusion

Both C-PC and betaine alone could successfully inhibit tumour growth of lung cancer A549

cells in vivo. No further decrease resulted from the combined treatment. Although the true target
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of C-PC is unclear, we suggest that ROS generation, the activation of p38 signalling pathways
to induce apoptosis, may account for the protective effect of C-PC. C-PC combined with betaine
increased the TNF-a and caspase-3 factors implicated in apoptosis. Our results also reveal an
important signalling mechanism whereby phycocyanin and/or betaine induce apoptotic, and
perhaps autophagic, cancer cell death by balancing the complex regulation of the p38,
Akt/mTOR and NF-«x B signalling pathways. In conclusion, this is the first study to note that
C-PC, whether or not combined with betaine, has a therapeutic effect on tumour growth of lung
cancer A549 cells in vivo.
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Introduction :

Le role de I’activité physique réguliére dans la prévention des pathologies chroniques telles que
le diabéte, les maladies cardio-vasculaires est reconnu (Brown et al., 2012). L’effet de I’activité
physique et de 1’exercice dans la prévention du cancer est un sujet de recherche considérable
ayant un intérét clinique. L’ activité physique peut influencer le risque de cancer dont le cancer
du colon, du pancréas, des ovaires et de la prostate (Wolin et al., 2009). Toutefois, on connait
moins 1’association entre cancer du poumon et activité physique et les résultats sont
controversés (Emaus & Thune, 2011; Gongalves & Novaes, 2012; Granger et al., 2014; Na &
Oliynyk, 2011). Les divers points de vue s’expliquent notamment par la définition du terme
« activité physique ». L’activité physique occupationnelles (APO) peut étre définie comme des
périodes longues (e.g. des heures) d’activité a un faible niveau de dépenses énergétiques (Filaire
et al., 2013). De nombreux mécanismes ont été proposés pour expliquer comment 1’APO peut
réduire le risque de cancer du poumon (Lee et al., 1999). Il semblerait que I’APO augmente la
fonction cardiopulmonaire, réduisant le temps d’interaction avec les agents carcinogeénes de
I’air, bien que I’exposition aux polluants pourrait étre augmentée avec I’augmentation de la
respiration. L’exercice pourrait également jouer un role protecteur par I’augmentation de la
fonction immunitaire (Koelwyn et al., 2015). Des changements transitoires de la transcription
génétique et I’augmentation des défenses antioxydantes endogénes, permettant d’améliorer la
capacité de réparation de I’ADN et de moduler des facteurs de croissance (Parker et al., 2014),
sont ¢galement des mécanismes pouvant expliquer les changements physiologiques bénéfiques
de I’activité physique, induisant une diminution du risque de cancer du poumon (Emaus &
Thune, 2011). L’activité physique peut également induire une surexpression de PGC-1a, un
coactivateur transcriptionnel impliqué dans les adaptations a long terme induites par I’exercice.
Une perte de PGC-1a réduit notamment I’expression des piégeurs d’ERO (Olsen et al., 2008).
L’irisine est une myokine PGC-1a-dépendante, reflétant 1’activité de PGC-1a (Samy et al.,
2015). Récemment, Shao et al. (2017) a montré qu’un traitement a 1’irisine réduisait I’invasion,
la prolifération et la migration des cellules A549 via une inhibition de la transition épithélio-

mésanchymateuse et de la voie PI3K/AKT.

L’effet de I’activité physique apres le diagnostic du cancer du poumon est le moins étudi€ et les

mécanismes sous-jacents ne sont pas clairement élucidés. Higgins et al. (2014) a montré que
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I’activité physique via une roue d’activité chez la souris réduisait la croissance d’une tumeur
pulmonaire induite (apres injection de cellules A549 chez le rat), grace a une activation de p53
et la stimulation de 1’apoptose. Pedersen et al. (2016) a reporté que 1’activité physique induisait
un ralentissement de la croissance tumorale de mélanome (B16F10) chez des souris femelles

via la stimulation de I’immunité.

Dans cette étude in vivo, nous avons évalué 1’effet de I’activité physique volontaire quotidienne
sur la croissance des cellules A549 implantées en sous-cutané, chez le rat Nude. Nous avons
¢tudié¢ les mécanismes biologiques sous-jacents potentiels de [’activité physique par
I’évaluation du stress oxydatif et de marqueurs de 1’apoptose. Nous avons émis 1’hypothése que
I’activité physique volontaire pouvait ralentir la croissance tumorale a travers la modulation du

stress oxydatif et de mécanismes redox-sensibles tels que I’apoptose.
Résultats :

Croissance tumorale

A partir de la deuxiéme semaine, comparativement au groupe contrdle, le groupe activité
physique volontaire avait un volume tumoral moyen significativement inférieur. 4 semaines
d’activité physique a réduit le poids tumoral (-94%, p < 0.01) et le volume tumoral (-89%, p <
0.01).

Balance redox dans la tumeur

Comparativement au groupe contrdle, ’activité physique a augmenté significativement les
TBARS tumoraux (+ 316 %, p < 0.01). Nous avons également observé une diminution
significative du T-GSH (- 50 %, p < 0.05) et une augmentation significative des concentrations

d’irisine (+ 143 %, p <0.05).
Marqueurs pro-apoptotiques dans la tumeur

Une augmentation significative du ratio p38 phosphorylé / p38 total (+438 %, p < 0.01), par
une augmentation de p38 phosphorylé a été noté dans le groupe activité physique. L’activité
physique volontaire a également diminué significativement I’expression IkB, induisant une
activation de NF-kB (-69%, p < 0.05). Nous avons ¢galement noté une augmentation non

significative du ratio caspase-3 / pro-caspase-3)
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Marqueurs anti-apoptotiques dans la tumeur

L’activité physique volontaire a diminué le ratio AKT phosphorylé / AKT total, (-28%, p <
0.05), par une diminution de la phosphorylation d’AKT.

Discussion :

De nombreuses études ont mis en évidence que 1’activité physique était liée a la réduction du
risque de développer une variété de cancer dont les cancers du colon, du sein et des ovaires
(Ballard-Barbash et al., 2012). Les effets protecteurs induits par 1’activité physique sont
multifactoriels et sont le résultat, entre autres, d’une diminution du stress oxydatif et de la
modulation de I’inflammation et de I’apoptose (Filaire et al., 2013). Pour le cancer du poumon,
I’influence de I’exercice est moins définie et les mécanismes permettant d’expliquer 1’action
protecteur sont a élucider. Dans cette étude, nous avons observé un ralentissement de la
croissance tumorale pulmonaire. Ce résultat est en accord avec 1’étude récente de Higgins et al.
(2014) qui avait reporté que 1’activité physique ralentissait la croissance tumorale des cellules
A549 implantées chez le rat, montrant une association entre 1’exercice et 1’apoptose. Il est connu
que les ERO peuvent jouer un réle dans la réponse apoptotique (Abrahim et al., 2012). En effet,
la peroxydation lipidique notamment, peut induire la mort des cellules cancéreuses en affectant
la fonction mitochondriale. De plus, I’accumulation de MDA est mutagéne et génotoxique pour
les cellules mammiféres et réagit avec les bases d’ADN (Erejuwa et al., 2013). Dans notre
¢tude, l’activité physique volontaire a notamment augmenté les concentrations en TBARS,
I’activation de p38 et de caspase-3, tous ces mécanismes étant impliqués dans I’apoptose. En
plus de la stimulation apoptotique, I’autophagie pourrait également contribuer aux dommages
cellulaires, I’un des régulateurs clés étant mTOR (White & DiPaola, 2009). Degtyarev et al.
(2008) ont noté que le déclenchement de I’autophagie dans les cellules cancéreuses est associé
a une inhibition de mTOR, induite par une inhibition d’AKT. AKT est un facteur anti-
apoptotique phosphorylant ou inactivant les protéines pro-apoptotiques (Brunet et al., 1999).
L’activité d’AKT est notamment inhibée grace a PTEN. Précédemment, il a ét¢ montré que
I’activité physique induisait une augmentation des protéines telles que PTEN, induisant par la
suite une activation de p53 (Freeman et al., 2003; Higgins et al., 2014). De plus, un déficit en
mTOR augmente la phosphorylation et la translocation nucléaire de NF-kB, résultat reporté
dans notre étude. Il a été également montré que 1’irisine réduisait I’invasion, la prolifération et

la migration des cellules A549 notamment grace a 1’inhibition de la voie PI3K/AKT. (Shao et
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al., 2017). Dans notre étude, nous avons noté une augmentation de 1’activité de I’irisine dans

tumeur qui pourrait étre expliquée en partie par I’inhibition d’AKT également observée.
Conclusion :

Notre ¢étude montre des effets inhibiteurs de D’activité physique sur la croissance
d’adénocarcinome pulmonaire chez le rat. L’activité physique a stimulé la mort cellulaire via
I’activation d’une réponse pro-oxydante et de p38 et une inhibition d’AKT, stimulant
simultanément 1’apoptose et I’autophagie. Toutefois, d’autres études sont nécessaires afin de

déterminer plus précisément les mécanismes sous-jacents.
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Abstract:

Physical activity may influence the risk for cancer at several sites, and the evidence is most
consistent for colon, breast and prostate cancer. We investigated the effect of long-term
voluntary wheel running (4 weeks) on growth and progression of A549 lung cancer in pathogen-
free male nude rats. We also examined effects on the central features of tumour physiology,
including markers of inflammation, apoptosis and oxidative stress. After subcutaneous injection
of A549 cells and when the mean tumour volume reached 500 mm?® , the rats were randomized
to daily wheel running versus no wheel running. After 4 weeks, all rats were killed, and the
lung tumours, were collected. To determine the molecular mechanism of wheel running-
mediated cell death, we investigated its effects on p38, Akt and NF-kB pathways. Lung tumours
in exercising rat grew significantly more slowly relative to sedentary rat and tumour weights (-
94%) and volumes (-89%) were significantly reduced in wheel running group. Wheel running
activated p38 signaling pathways, increased lipid peroxidation and irisin concentrations in
tumour, and induced nuclear translocation of NF-xB and a decrease in the phosphorylated AKT/
total AKT ratio. In conclusion, daily exercise appears to mitigate the growth of lung
adenocarcinoma tumour, via activation of pro-oxidant response; p38 and inhibition of AKT
inducing likely stimulation of apoptosis and autophagy. However, further studies are needed to

determine more precisely the mechanism behind exercise-induced this tumor reduction.

Key words: nude rats, physical activity, oxidative stress, apoptosis, autophagy
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1.0Introduction

The role of regular physical activity in preventing chronic diseases such as diabetes and
cardiovascular disease is well recognised (4). Current World Health Organisation
recommendations include at least 150 minutes of moderate-intensity aerobic physical activity
per week for adults aged 18 to 64, to promote cardiorespiratory and muscular fitness and bone
health. The effect of physical activity and exercise in the prevention of cancer has also been the
subject of considerable research and clinical interest over the past several decades. Physical
activity may influence the risk of cancer at several sites, and the evidence is most consistent for
colon cancer, pancreatic cancer, endometrial cancer and prostate cancer (32). However, little is
known about whether physical activity is associated with similar risk reductions in lung cancer
(15,22) and the data are under debate (9,14). This controversial point of view is often connected
to definition of the term "physical activity". In fact, physical activity can be defined as bodily
movement produced by the skeletal muscles, resulting in a quantifiable level of energy
expenditure. It is associated with daily living, work, and leisure-time activities. Leisure-time
physical activity (LPA) is often characterised by short-term, intensive energy expenditure,
whereas occupational physical activity (OPA) is more likely to occur over longer periods (e.g.
hours) at lower rates of energy expenditure (11). Several mechanisms have been proposed to
explain how OPA may, in particular, reduce the risk of lung cancer (21). It seems that OPA
increases cardiopulmonary function and perfusion, reducing the interaction time with the
carcinogenic agents in the airways, although exposure to air pollutants might also increase with
increased respiration. Another mechanism is the effect of exercise on the immune system.
Immune function is enhanced by long-term moderate-intensity exercise through increases in
the number and activity of macrophages, natural killer cells, as well as through increased
mitogen-induced lymphocyte proliferation rates (20). Transient change in gene transcription
and upregulation of the endogenous antioxidant defence system, which improve DNA repair
capacity, and modulation of growth factors (24) are also proposed to explain the beneficial
physiological changes of physical activity in the prevention of lung cancer (9). Physical activity
can also induce the overexpression of PGC-1a., a transcription coactivator involved in exercise-
induced long-term changes (16). A loss of PGC-1a decreased Radical Oxygen Species (ROS)
scavengers (superoxide dismutase (SOD2), thioredoxin (Thxr2), catalase (CAT) (23), and also
induced transcriptional induction of genes involved in systemic inflammation (16). PGC-1a
plays a role in ROS control by increasing the expression of genes involved in ROS
detoxification, by increasing the expression of uncoupling proteins (UCP) able to attenuate
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ROS production, and by modulation of tumour suppressor gene p53, which plays an important
role in a multitude of biologic pathways, including DNA repair, cell-cycle arrest, apoptosis,
senescence, autophagy, and metabolism (12,13,27). Irisin is a myokine PGC-1a-dependent that
reflects PGC-1a activity (26). Recently, Shao et al. (28) showed that irisin treatment reduced
the invasion, proliferation and migration of A549 cells through the inhibition of EMT
(epithelial-to-mesenchymal transition) and PI3K/AKT signalling.

The effect of physical activity following a diagnosis of lung cancer is less studied, and the
molecular mechanisms that can play a role are not clearly elucidated (17). Higgins et al. (17)
investigated the effect of voluntary wheel running on lung cancer growth in mice and showed
a reduction of lung cancer growth (injected A549 cells in rats) through p53 activation and
apoptosis stimulation. Pedersen et al. (25) reported that exercise-induced slowdown of tumour
growth (B16F10 melanoma model) in female mice via the induction of immune-related

pathways.

The current study examined the effects of daily exercise on a rat model of lung carcinoma,
examining the growth and progression of lung tumour over 4 weeks using a subcutaneous
implantation of A459 cells model. Furthermore, we explored the potential biologic mechanisms
underlying the tumour-mitgating effects of exercise through the evaluation of oxidative stress,
inflammatory and apoptosis markers. We hypothesised that exercise would inhibit lung cancer

growth and progression.
2.[JMaterials and methods
2.1. Cell culture

A549 cells (ATCC® CCL-185™, human lung carcinoma) were maintained in culture by
Cellvax Pharma, in DNEM environment, 10% Foetal Bovin Serum (FBS), SmM L-Glutamine,
1 % Penicillin/Streptomycin. A549 cells were grown to a confluence of 80%. For injection,
A549 cells were suspended in Matrigel (Basement Membrane High Concentration, Corning

Life Sciences, Amsterdam, Netherlands) (50:50).
2.2. Study design

Ten nude male rats (Charles River, France), aged 6-7 weeks, weighing 239.8 £ 6 g, were
acclimatised for one week before study initiation. All animal work procedures were approved
by the Institutional Animal Care and Use Committee (Anses) of Maisons-Alfort (France). The
study was conducted in conformance with the policy statement of the American College of

Sports Medicine.
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The daily light cycle ran from 7 a.m. to 7 p.m. and room temperature was maintained between
21.6 £ 0.5°C. The nutritional breakdown of food was 25.2 % proteins, 13.5 % lipids and 61.3%
carbohydrates (A03, Society Safe-diet, Augy, France). Throughout the study, rats had free
access to food and water. Following acclimatisation, the rats were given a subcutaneous
injection of 107 A549 cells into the right flank. Ten days after tumour implantation, and once
mean tumour volumes (MTV) had reached 500 mm’, the animals were all randomly assigned

to 2 groups:
-[J Control group (n = 5, tumour volume: 568.8 + 98.9 mm"°),
-[1 Wheel running group (n = 5, tumour volume: 704.55 + 111.39 mm°)
2.3. Exercise protocol.

The exercise modality in this experiment was voluntary wheel running as opposed to forced
exercise paradigms such as treadmill running, which reflects normal as well as individual
exercise behaviour in rats. It is less stressful; and a higher and more variable dose of exercise
can be investigated (18). Murine voluntary wheel running is characterised by intermittent
exercise performed for relatively short time periods at high speed, against a low load,
throughout the entire dark cycle. Voluntary wheel activity was measured using sensors
(Intellibio, Nancy, France) connected to each wheel; number of laps, laps per minute, and
duration of activity were automatically recorded on a computer for each 360 s interval for 24

hours a day over the whole 4 weeks.
2.4. Evaluation of tumour growth

After one week of tumour cell injection, tumour growth was measured (tumour length, width
and volume) twice a week by using an external calliper. Tumour volume (TV) was calculated
using the following formula: TV = Length x Width2/2. Tumour growth data were recorded for
each individually identified rat. The relative volume of an individual tumour volume on day X
(TVX) was calculated by dividing the absolute volume (mm”) of the respective tumour volume
on day X (TVX) by the absolute volume of the same tumour on the day of randomisation, i.e.
on day 0 (TVO0) and multiplied by 100, as shown in the following equation: RTVx [%] =TVx/
TO x 100.

The observation period lasted 28 days. In line with institutional guidelines (1), all test animals

were euthanized when tumour volume reached 4,000mm’ during that period.
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2.5. Tumour sampling

On the 29" day, rats were removed from their cages, taken to an adjacent room and were
euthanized within 30 seconds of removal from the cage, using anaesthetic + analgesic
(Ketamine: 75 mg.kg-1 + Xylazine: 8 mg.kg-1) and an aortic puncture.

Tumour tissues were immediately excised, weighed, and snap-frozen in nitrogen liquid, and

stored at -80°C.
2.6. Protein extractions of tumour

For analysis, tumours were treated in two ways. The first involved grinding one part tumour in
ice with buffer A (10 mM TRIS, 10 mM KCI, 10 mM MgCI2, 1 mM DTT, 0.1mM EDTA and
1% of protease inhibitors cocktail (P8340-1ml, Sigma-Aldrich)) for 10 seconds, 5 x 20 seconds,
followed by centrifugation for 5 minutes at 15000xg at 4°C. The supernatant (cytosol protein)
was recovered, aliquoted and frozen at -80°C. The pellet was suspended in buffer A and
centrifuged (5 min, 15000xg, 4°C). The supernatant was discarded and the pellet was suspended
in buffer B (50 mM TRIS, 50 mM KCI, 150 mM NacCl, 0.1 mM EDTA, and 0.5% of protease
inhibitors cocktail (P8340-1ml, Sigma-Aldrich), followed by 3 1-minute cycles of ultrasound
and 10 minutes of agitation in ice, and centrifugation (5 min, 15000xg, 4°C). The supernatant

(perinuclear and nuclear protein) was recovered and frozen at -80°C.

The second method involved grinding the remaining tumour in ice with RIPA Buffer (R0278-
500ml, Sigma-Aldrich), 1% of protease inhibitors cocktail (P8340-1ml, Sigma-Aldrich) and
1% of phosphatase inhibitors cocktail (P5726-1ml, Sigma-Aldrich) for 10 seconds and 5 x 20
seconds, followed by centrifugation (5 min, 15000xg, 4°C). The supernatant (total protein) was

recovered, aliquoted and frozen at -80°C.
2.7. Analysis
2.7.1.'Tumour protein content

Total protein concentrations, cytosol and nuclear fraction of the tumour were determined using

a BC Assay Proteins Quantification Kit (Interchim, Montlugon France).
2.7.2.[Lipid peroxidation by thiobarbituric acid reactive substances

The level of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) was determined using enzymatic
assay kits (Cayman Chemical, Interchim, Montlugon France) and cytosol protein extraction

from the tumour. The MDA-TBA adduct formed by the reaction of MDA and TBA at high
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temperatures between 90-100°C, and in acidic conditions, is measured colorimetrically at 520

nm (Photometer Multiskan FC ThermoScientific, MC2Lab, Clermont-Ferrand, France).
2.7.3.00 Antioxidant markers
Irisine

Plasmatic irisin expression was evaluated by Competitive ELISA kit (Adipogen, COGER,

Paris, France).

Superoxide dismutase

The superoxide dismutase (SOD) assay kits (Cayman Chemicals, Interchim, Montlugon,
France) were used to measure SOD activity in cytosol extraction from the tumour. This kit
utilises tetrazolium salt for the detection of superoxide radicals generated by xanthine oxidase
and hypoxanthine, and measures all three types of SOD (Cu/ZN, Mn and FeSOD) at 450 nm
(Photometer Multiskan FC ThermoScientific, MC2Lab, Clermont-Ferrand, France).

Catalase

The catalase (CAT) activity of tumour cytosol protein extraction was determined by utilisation
of the peroxidatic function of CAT. This method is based on the reaction of the enzyme with
methanol in the presence of an optimal concentration of H,O,. The formaldehyde produced is
measured colorimetrically with 4-amino-3-hydrazino-5-mercapto-1,2,4-triazpme (Purpald) as
the chromogen (Cayman Chemicals, Interchim, Montlugcon, France). The CAT activity is

measured colorimetrically at 540 nm.
Glutathione Peroxidase

Glutathione Peroxidase (GPx) activity was measured in tumour cytosol protein extraction by
the indirect coupling reaction with glutathione reductase (GR) (Cayman Chemicals, Interchim,
Montlucon, France). Oxidised glutathione, produced upon reduction of hydroperoxide by GPx,
is recycled to its reduced state by GR and NADPH. The oxidation of NADPH to NADP+ is
accompanied by a decrease in absorbance at 340 nm (Photometer Multiskan FC

ThermoScientific, MC2Lab, Clermont-Ferrand, France).
Total Glutathione

Total glutathione concentrations (T-GSH) in tumour cytosol protein extraction were determined
using the Cereser et al. (6) method. Briefly, the sample was reduced by dithiothreitol for 10

minutes at room temperature, and glutathione ethyl ester was added as an internal standard.
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After protein precipitation, supernatant was derived through the addition of ortho-phthal-
aldehyde (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France). The High-Performance Liquid
Chromatography (HPLC) separation of GSH-OPA adducts was achieved on a UP3 HDO C-18
reversed-phase silica column (150x3.60 mm; 3u particle size) from Phenomenex (Interchim,
Montlucgon, France) maintained at 37°C, followed by fluorimetric detection at 420 nm after
excitation at 340 nm (Summit HPLC system, Dionex SA, Courtaboeuf, France). Derivatives
were eluted using an acetonitrile gradient from 10% to 50% in 25 mM ammonium acetate, pH
6, for 5 min. The flow-rate was 0.5 ml.min™' for a 15-minute elution. Chromatogram integration
was performed using Chromeleon software from Dionex (Version 6.80, Dionex SA,
Courtaboeuf, France). GSH content was calculated using a standard curve established under the

same conditions.
2.7.4. | Apoptosis markers

Phosphorylated AKT (SerS473) and total AKT, and phospho-p38-a (Thr180/Tyr182) and total
p38-a were measured in total extraction of tumour, by Sandwich ELISA kits (Abcam,
Cambridge, United Kingdom). The activation of AKT and p38 was evaluated by
Phosphorylated AKT (SerS473) / total AKT ratio and the phospho-p38-o (Thr180/Tyr182) /

total p38-q ratio.

Caspase-3/Pro-Caspase-3 ratio was carried out in total extraction of tumour by Western
blotting. The primary antibodies (1:1000) used were Caspase-3 rabbit polyclonal antibody
(#9662, Cell Signalling Technology, Ozyme, France) and p-actin (clone 4C2) mouse
monoclonal IgGlx (#MABTS825, Millipore, France). The secondary antibody (1:1000) used
was goat anti-rabbit IgG (H+L), HRP conjugate (#32460, Thermo Scientific, USA).

The primary antibody recognised the pro-caspase-3 (35 kDa) and caspase-3 (17 and 19 kDa).
The activation of caspase-3 was evaluated by caspase-3/pro-caspase-3 ratio, after normalisation

by B-actin expression.

Detection of IkB-a expression was done in total extraction of tumour by Western blotting. The
primary antibodies (1:1000) used were IkB-a (L35A5) mouse mAb (Amino-terminal Antigen)
monoclonal antibody (#4814, Cell Signaling Technology, Ozyme, France), and B-actin (clone
4C2) mouse monoclonal IgGlx (#MABTS825, Millipore, France). The secondary antibodies
(1:1000) used were goat anti-rabbit IgG (H+L), HRP conjugate (#32460, Thermo Scientific,
USA) and goat anti-mouse IgG (H+L), HRP conjugate (#32430, Thermo Scientific, USA).
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2.7.5.0/Western Blot protocol

For Western blotting, we used the protocol described by Talvas and al. (29).

3.[IStatistical analysis

All statistical tests were performed using the statistical package programme SPSS 19 (SPSS
Inc., Chicago, IL). All values were expressed as the mean + standard error of mean (SEM). The
non-parametric Mann-Whitney U test was used for the statistical computation of all variables.

A level of p<0.05 was considered as significant.
4.[/Results
4.1. Lung cancer progression

Compared with the control group, the wheel running group showed a slowdown of tumour
volume from the second week (Figure 1). Four weeks of wheel running reduced tumour weight

(Table 1, -94%, p < 0.01) and tumour volume (-89%, p< 0.05).

Figure 1: Physical activity slows down tumour evolution. Mean £ SEM. * p<0.05
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Table 1: Tumour weight in absolute value (grams (g)) and in relative value (pour cent of body

weight (% BW)) in control group and wheel running group Mean + SEM. Compared to control
group: **=p<0.01.

Control (n =5) Wheel running group (n = 5)
Tumor weight (g) 2.92+0.17 0.18 £ 0.02**
Tumor weight (% BW) 0.79 £0.04 0.06 £ 0.00**

Tumour redox balance

Running increased TBARS concentrations in the tumour (C: 14.32 U/mg de protein VS WR:
59.57 U/mg de protein; + 316%; p <0.01). We also observed a significant decrease of T-GSH
(- 50%, p < 0.05), (Figure 2D) and a significant increase of irisin concentrations +143%, p <

0.05) (Figure 2E).
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Figure 2: (A) superoxide dismutase (SOD), (B) catalase (CAT), (C) glutathione peroxidase
(GPx), (D) total glutathione (T-GSH), and (E) Nrf-2 and (F) irisin concentrations in tumour.
Groups: C= Control, and WR = Wheel running. Mean = SEM. Compared to control group: * <
p<0.05.
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4.2. Apoptotic markers
4.2.1.[1Pro-apoptotic markers

An increase in the phosphorylated p38 / total p38 ratio (+ 438, p <0.01), by stimulation of p38
phosphorylation (Figure 3B) was noted in the wheel running group. Wheel running decreased
IkB expression, inducing an activation of NF-kB (- 69%, p <0.05) (Figure 3D). We also noted

a non-significant increase in ratio caspase-3 / pro-caspase-3 (Figure 3C).
4.2.2.[1Anti-apoptotic markers

Voluntary wheel running decreased phosphorylated AKT / total AKT ratio (- 28%, p < 0.05),

by suppressing AKT phosphorylation (Figure 3A).
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Figure 3: Tumour ratio phosphorylated (Ser473)/total AKT, (B) Tumuor ratio phosphorylated
(Tyr180/Tyr182)/total p38, (C) Tumour ratio pro-caspase-3/caspase-3, and (D) Tumour IxB-a

expression. Groups: C= Control, and WR = Wheel running. Mean + SEM. Compared to control
group: * <p<0.05.
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5.00Discussion

Recent studies have provided evidence that regular exercise may be linked to a reduction in the
risk of developing a variety of cancers, including colon, breast, and ovarian cancers (3).
Exercise-induced protective actions are multifactorial, including a reduction in oxidative stress
by exercise-induced antioxidants, and the modulation of inflammation and apoptosis (11). In
lung cancer, the influence of exercise on cancer-related mortality is less defined, and the
mechanisms behind this protection have yet to be elucidated. In the current study, we reported
that daily exercise using wheel running significantly reduces local tumour growth in a rat model
of lung cancer. This result is in line with those of Pedersen et al. (25), which noted that wheel
running decreases tumour growth by over 60% across subcutaneous B16F 10 melanoma model
in female mice. Recently, Higgins et al. (17) also reported that lung tumours in exercising mice
grew significantly more slowly relative to sedentary mice, showing an association between
exercise and tumour apoptosis. It is well known that ROS play a role in apoptotic response (2).
In fact, lipid peroxidation can induce cancer cell death by affecting mitochondrial function.
Moreover, MDA accumulation is mutagenic and genotoxic in mammalian cells and reacts with
DNA bases (10). In our study, tumours from the wheel running group exhibit higher levels of
lipid peroxidation, an increase of p38 activation and a non-significant increase of caspase-3,
with all these mechanisms being involved in apoptosis (Figures 2F, 3B, 3C). Previously, it was
also shown that wheel running in mice induced an increase of p53, with p53 acting as a tumour
suppressor gene by inducing cell-cycle arrest, apoptosis and senescence (17). In addition to
apoptosis, it has been proposed that autophagy may also contribute to cell damage, one of the
key regulators of autophagy being the mammalian target of rapamycin (mTOR) (White &
DiPaola, 2009). Degtyarev, et al. (8) noted that the triggering of autophagy in cancer cells is
associated with inhibition of the mTOR pathway, with Akt inhibition decreasing mTOR activity
and promoting autophagy. AKT is an anti-apoptotic factor through phosphorylation or
inactivation of pro-apoptotic proteins (5). AKT activity is regulated by a signalling cascade
including PDK-1, mTOR, and PI3K. The latter generates PIP;, itself regulated by PTEN,
inducing a decrease of AKT. It was previously shown that exercise induced an increase of p53-
transcriptioned proteins such as PTEN,PTEN, this being a tumour suppressor gene (33).
Moreover, mTOR deficiency or inactivation increases phosphorylation and nuclear
translocation of nuclear factor NF-kB, which results in enhanced NF-kB activation, which
results we reported in this study (Figure 3D). It has also been shown that irisin reduced the

invasion, proliferation and migration of A549 cells notably through the inhibition of PI3K/AKT
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signalling (28). In our study, we noted an increase of irisin concentrations in tumour that could
be partially explain the AKT inhibition.

Thorburn (30) mentioned that autophagy and apoptosis are controlled by the same regulators,
the NF-«B signalling pathway being one. NF-kB activates two stress activated MAPK pathways
mediated by JNK and p38, with both having a proapoptotic role by activating caspase 3 on the
intrinsic apoptotic pathway (7) . In its inactive form, NF-kB is sequestered in cytosol by its
inhibitor IkB-a. [kB-a degradation by IxB kinase complex and NF-kB inducing kinases allow
for the nucleus translocation of NF-kB. In the nucleus, NF-kB induces the expression of
numerous genes, encoding anti-apoptotic responses as well as pro-apoptotic responses (19).
However, further studies are needed to determine the mechanistic role of exercise-mediated
growth inhibition and cell death in A549 cells, including inflammatory markers and signalling
pathways.

6. 1Conclusion

Our study demonstrates the beneficial effects of exercise on lung adenocarcinoma tumour
growth in rats. Exercise promoted cell death notably via the activation of a pro-oxidant
response; p38 and inhibition of AKT inducing a likely stimulation of apoptosis and autophagy.
However, further studies are needed to more precisely determine the mechanism behind
exercise-induced tumour reduction. Future research directions include exploratory studies in

humans to examine the effects of OPA on lung cancer progression.
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Ce travail s’inscrit dans une démarche translationelle et préventive, ayant pour but, a terme, de

générer des régles hygi¢no-di¢tétiques. Lors d’une précédente étude humaine comparant 37
patients atteints d’un cancer du poumon en attente d’une résection pulmonaire a 37 individus
sans pathologie, nous avons comparé leur niveau d’activité physique et leur statut nutritionnel.
Nous avons montré que les patients avaient des apports journaliers inférieurs en choline, en
bétaine et en acides gras poly-insaturés ainsi qu’un temps d’activité physique inférieur,
comparativement au groupe controle (travaux partiellement publiés et présentés, Annexe 2 et
4). L activité physique et des micronutriments tels que la bétaine et la C-PC ont des effets sur
1I’équilibre redox, mécanisme pouvant étre impliqué dans la cancérogenése via des mécanismes
directs (dommages directs sur les protéines, les lipides et I’ADN) et des mécanismes indirects

(mécanismes redox-sensibles tels que 1’inflammation et 1’apoptose).
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Dans des conditions non pathologiques (Etude I), nous avons observé une augmentation de
la réponse antioxydante suite a une supplémentation en bétaine ou en C-PC (SOD, GPx,
CAT). Précédemment, il avait été montré qu’une supplémentation en bétaine permettait la
protection des mécanismes de défense antioxydants en conditions pathologiques ou stressantes.
En effet, la bétaine est connue pour limiter I’augmentation de la peroxydation lipidique et la
diminution des défenses antioxydantes (e.g. GPx, GSH, CAT, SOD) induites par des
pathologies, des traitements ou des conditions stressantes (Alirezaei et al., 2015; Ganesan et al.,
2010; Ganesan et al., 2011). Il avait également ét¢ montré qu’une supplémentation en C-
Phycocyanine pouvait avoir des effets protecteurs contre le stress oxydatif induit par des
conditions pathologiques telles que le diabéte (Zheng et al., 2013). A notre connaissance, nous
sommes la premiere équipe a avoir évaluer ’effet de la bétaine ou la C-PC sur des rats
sains. Nos résultats concordent avec les résultats observés en conditions pathologiques et la

bétaine et la C-PC pourraient étre consommeées a titre préventif.

Nous avons également mis en évidence une augmentation de Dirisine suite aux
supplémentations en bétaine et en C-PC. A notre connaissance, aucune étude n’avait encore

observé la relation entre ces deux micronutriments et I’irisine. Une augmentation de
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I’expression de I’irisine peut étre le reflet de 1’action de PGC-1a et pourrait en partie expliquer
leur action antioxydante. En effet, PGC-1a peut promouvoir un environnement antioxydant,
d’une part en coactivant Nrf2 qui stimule I’expression de génes antioxydants, et d’autre part en
coactivant ERRa qui induit Sirt3 impliqué dans la détoxification des ERO via 1’augmentation

de I’activité¢ de SOD, GSH et GPX (Scarpulla et al., 2012).

A contrario, I’activité physique spontanée réalisée par les rats sains n’a pas induit de
modification de 1’équilibre redox, comparativement au groupe controle. D’autres auteurs
avaient montré qu’un programme de six semaines d’activité physique spontanée chez le rat
permettait de limiter ’augmentation de la peroxydation lipidique induite par une pathologie
(Mohammadi et al., 2013). Les différences de résultats entre les études peuvent étre expliquées
par les dissimilitudes de protocole d’activité physique (temps et intensité d’activité, durée du
protocole). L absence de modifications de I’équilibre redox pourrait étre due a la faible intensité

d’exercice et la durée de I’étude ainsi qu’aux conditions non pathologiques de notre étude.

L’activité physique peut jouer un role protecteur contre le stress oxydatif par I’intermédiaire de
différentes voies. D’une part, 1’activité physique peut augmenter les défenses antioxydantes
notamment via I’augmentation de la phosphorylation de Nrf2, se liant ainsi aux ARE
(antioxidant response elements) et codant 1’expression génétique d’antioxydants (Figure 32).
D’autre part, elle peut activer PGC-la, engendrant la stimulation de 1’expression
d’antioxydants (GPx, SOD, CAT) (St-Pierre et al., 2006) et la détoxification des ERO par
I’intermédiaire de FOXO et d’UCP (Fu et al., 2016; Garcia-Quintans et al., 2014).
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Lors de I’étude I, nous avons observé une augmentation de 1’inflammation (Cox-2) au niveau
musculaire, dans les groupes activité physique seule et activité physique + bétaine. Par contre,
dans le groupe activité physique + C-PC, aucune augmentation de I’inflammation musculaire
n’a été observée. La C-PC permettrait donc d’inhiber ’inflammation induite par ’activité
physique. Ces résultats concordent avec les précédentes études montrant que la C-PC était un
inhibiteur sélectif de la Cox-2 (Reddy et al., 2000) et que ses propriétés anti-inflammatoires
pourraient étre, en partie, expliquées par son rdle d’inhibiteur de Cox-2 (Marnett & Kalgutkar,

1999).
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Figure 32. Réponses antioxydantes suite a I’augmentation des ERO induite par une activité physique.
Adaptée de (R. K. J. Olsen, Cornelius, & Gregersen, 2015)
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Dans une précédente ¢tude in vitro, notre équipe a montré qu’un traitement a la bétaine induisait
une diminution de la viabilité des cellules A549 de 50% de fagon dose-dépendante et que la
combinaison de la bétaine et de la C-PC induisait une diminution de 60%. L’ association de ces
deux micronutriments avait influencé deux facteurs redox-sensibles : réduction de 1’expression
de NF-kB induite par TNF-a et augmentation de la quantité du pro-apoptotique p38 MAPK
(Bingula et al., 2016).

Auparavant, aucune étude n’avait évalué I’effet d’une supplémentation en bétaine ou en
C-PC sur la croissance tumorale pulmonaire in vivo. Seule une étude avait montré que le jus
de betterave (dont I'un des composés est la bétaine) diminuait I’incidence des tumeurs
pulmonaires (Kapadia et al., 1996). Lors de 1’étude II, nous avons montré que la bétaine ou/et
la C-PC ralentissaient la croissance tumorale pulmonaire (tumeur induite suite a une
injection sous-cutanée de cellules A549). Contrairement a ce que nous avons pu observer in
vitro (Bingula et al., 2016), aucun effet synergique n’a été observé entre ces deux

micronutriments.
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D’une part, nous avons mis en évidence des modifications de 1’équilibre redox induites par
la bétaine et la C-PC, autrement dit une augmentation de la peroxydation lipidique et une
diminution des concentrations de T-GSH au sein de la tumeur. Ces modifications pourraient
participer au ralentissement de la croissance tumorale. Précédemment, une étude in vitro sur
des cellules cancéreuses avait montré que la cytotoxicité des omega-3 était due a une
augmentation de la peroxydation lipidique et une diminution des concentrations de T-GSH
(Fahrmann & Hardman, 2013). Par ailleurs, les cytokines telles que TNF-a et IL-1J3 sont
connues pour stimuler la production d’ERO dont O, et H,O, (Meier et al., 1989). La C-PC
associée ou non a la bétaine a induit une augmentation non significative des marqueurs

pro-inflammatoires : IL-1B et TNF-a. Les ERO notamment induits par des cytokines pro-
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inflammatoires sont des facteurs pouvant conduire a 1’apoptose notamment via la déplétion de

GSH et I’activation du cytochrome ¢ (Ghibelli et al., 1995, 1999; Qiu et al., 2015) (Figure 33).

Par ailleurs, nous avons observé une augmentation de la Cox-2 dans I’ensemble des
tumeurs des groupes traités (bétaine, C-PC et bétaine + C-PC). Le microenvironnement
tumoral est composé de cellules immunitaires innées (i.e. macrophages, neutrophiles, cellules
NK ...) et des cellules immunitaires adaptatives (i.e. lymphocytes T et B) (de Visser &
Coussens, 2006). Par contact direct ou suite a la production de cytokines, ces cellules peuvent
communiquer entre elles et peuvent induire une immunité anti-tumorale ou a contrario
promouvoir le développement du cancer (Grivennikov et al., 2010). Il est donc trés difficile
d’interpréter les résultats relatifs a 1’inflammation. Précédemment, il a ét¢ montré qu’un
traitement en bétaine inhibait les cytokines pro-inflammatoires TNF-a., IL-6 et Cox-2 lors d’un
cancer colorectal (Kim et al., 2014). Il a également été noté que la C-PC ¢tait un inhibiteur
sélectif de Cox-2 (Reddy et al., 2003). Nos résultats ne correspondent pas aux études
précédentes. L’augmentation de Cox-2 au niveau tumoral pourrait s’expliquer par la diminution
de I’expression IkB, reflétant probablement une augmentation de 1’activation de NF-«B. En
effet, la translocation nucléaire de NF-kB induit, entre autres, 1’expression de Cox-2 (Hai et al.,

2011).

D’autre part, nous avons observé une augmentation de la phosphorylation de p38 dans le
groupe supplémenté en C-PC. Précédemment, Liao et al. (2016) avaient observé que la C-PC
engendrait une augmentation de la phosphorylation p38 et JNK ainsi qu'une inhibition de Erk,
suggérant que la voie des MAPK jouait un role important dans 1’apoptose induite par C-PC.
L’activation de p38 MAPK peut induire un arrét du cycle cellulaire en phase G2/M en
supprimant des kinases cycline-dépendantes (CDK-2) (Bulavin et al., 2001). Les propriétés
anti-cancéreuses de la C-PC peuvent donc également étre dues a son rdle dans le cycle
cellulaire. En effet, Liao et al. (2016) ont montré qu’un traitement en C-PC sur des cellules
cancéreuses pancréatiques bloquait la progression du cycle cellulaire en phase G2/M. Notre
équipe a également observé qu’un traitement en C-PC + bétaine sur des cellules cancéreuses
pulmonaires permettait un arrét du cycle cellulaire en phase G2/M (Bingula et al., 2016). En
induisant I'arrét du cycle cellulaire, les cellules sont plus susceptibles d’entrer en apoptose, une
mort cellulaire ne provoquant pas d’exces de cellules inflammatoires et de mort nécrotique dans

les tissus environnants.
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Figure 33. Production de ERO pouvant conduire a I’apoptose. (M. Qiu et al., 2015) Cyto ¢ :
cytochrome ¢ ; AIF : Apoptosis-inducing factor
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Dans notre ¢tude, une augmentation de I’activité de caspase-3 a seulement été observée
dans le groupe bétaine + C-PC. Or, d’autres études avaient mis en évidence une diminution
de I’expression rénale de caspase-3 suite a une supplémentation en bétaine seule (Hagar & Al
Malki, 2014) et une augmentation de 1’expression tumorale de caspase-3 suite a une
supplémentation en C-PC seule (Li et al., 2015). Cette différence de résultats peut s’expliquer
par la nature et la dose des micronutriments utilisés, par les dissimilitudes concernant les
conditions pathologiques et les tissus étudiés. L’activation de caspase-3 est un événement
apoptotique majeur mais n’est pas le seul mécanisme impliqué dans la mort cellulaire. En effet,
outre 1I’apoptose, I’autophagie est également un processus induisant des dommages cellulaires
et pouvant conduire a la mort, consistant en la dégradation du cytoplasme cellulaire par ses
propres lysosomes. La C-PC est connue pour promouvoir 1’activation et la translocation
nucléaire de NF-kB via une inactivation de mTOR, jouant un role important dans I’apoptose et
I’autophagie médiées par la C-PC (Liao et al., 2016). La diminution de I’activité de mTOR est
associée a une inhibition d’AKT et promeut I’autophagie (Degtyarev et al., 2008). Nos résultats
montrent que la C-PC associée ou non a la bétaine diminue le ratio AKT phosphorylé /
AKT total et nous permettent d’émettre I’hypothése que la C-PC associée ou non a la bétaine
promeut I’autophagie. Thorburn (2008) a indiqué que l’apoptose et I’autophagie étaient
controlées par des régulateurs similaires dont NF-kB. Lors de notre étude, nous avons observé
qu’une supplémentation en bétaine ou/et en C-PC induisait une diminution de I’expression IkB,
reflétant certainement une augmentation de la translocation nucléaire de NF-xkB. La C-PC
associée ou non a la bétaine pourrait créer une interaction entre 1’autophagie et I’apoptose ayant

un impact sur 1’activation de NF-xB (Liao et al., 2016).

Le cancer est une condition pathologique a laquelle est associée une diminution de 1’activité de
phosphorylation oxydative mitochondriale (OXPHOS). Dans 90% des cancers, on observe un
effet Warburg caractérisé par la suppression de la respiration mitochondriale, une augmentation
de la glycolyse aérobie et une production de lactate élevée (Brandon et al., 2006). La croissance
tumorale pourrait étre inhibée par OXPHOS (Catalina-Rodriguez et al., 2012). In vitro, sur des
cellules H2.35, il a été reporté que la bétaine régulait a la hausse la respiration mitochondriale
et ’activité du cytochrome c oxydase des cellules (Lee, 2015). Ces auteurs ont émis I’hypothése
que les effets antiprolifératifs de la bétaine pourraient étre dus a I’amélioration de la fonction

mitochondriale contribuant au renversement de 1’effet Warburg.
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Lors de I’étude III, nous avons montré que D’activité physique spontanée induisait un
ralentissement de la croissance des cellules A549. Ces résultats confirment une étude
précédente chez la souris montrant que la pratique d’une activité physique spontanée ralentissait
la croissance d’une tumeur induite dans le poumon par une xénogreffe de cellules A549

(Higgins et al., 2014).
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L’activité physique est connue pour augmenter les défenses antioxydantes suite a des
adaptations physiologiques (Clarkson & Thompson, 2000). Nous avons également observé que
I’activité physique permettait une augmentation des marqueurs antioxydants au niveau
plasmatique et musculaire. Cela nous permet de conclure qu’a priori I’activité physique

volontaire n’engendre pas d’effet délétére sur les cellules saines et aurait un effet protecteur.

De facon plus intéressante, nous avons montré que 1’activité physique volontaire pouvait
moduler des facteurs en faveur de la mort des cellules tumorales. Dans notre étude, nous avons
mis évidence que I’activité physique volontaire pouvait stimuler 1’apoptose. Nous avons montré
que P’activité physique spontanée augmentait les concentrations en TBARS au sein de la
tumeur. Les ERO sont connus pour jouer un réle dans la réponse apoptotique (Abrahim et al.,
2012). Thorburn et al. (2008) a mentionné que 1’apoptose et I’autophagie étaient controlées par
les mémes régulateurs dont NF-kB. NF-«B active les voies MAPK médiées par INK et p38,
ces deux derniers ayant un réle pro-apoptotique via I’activation de caspase-3. Dans notre étude,
nous avons montré que I’activité physique volontaire augmentait le ratio caspase-3 / pro-
caspase-3, reflétant ’activation de la caspase-3 et le ratio p38 phosphorylé / p38 total,
traduisant une augmentation de D’activation de p38. D’autres auteurs avaient mis en
¢vidence une augmentation de ’activation de p38 suite a un exercice en endurance (Zbinden-
Foncea et al., 2012). p38 est une MAPK qui peut notamment phosphoryler Bcl-2, facteur clé
de I’apoptose (Cai et al., 2006). Enfin, nous avons observé que I’activité physique volontaire

diminuait le ratio AKT phosphorylé / AKT total au niveau tumoral, reflétant une
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inhibition d’AKT, mécanisme en faveur de I’apoptose. Standard et al. (2014) avaient
¢galement montré qu’une activité physique (entrainement sur tapis) inhibait la voie PI3K/AKT.
Considérant 1’activation de NF-kB et ’inhibition d’AKT observées dans notre étude, nous
pouvons supposer que ’activité physique déclencherait également 1’autophagie des cellules
tumorales. En effet, la principale conséquence de I’inhibition d’AKT est 1’autophagie

(Degtyarev et al., 2008).

L’apoptose est un mécanisme de mort cellulaire dénué de réaction inflammatoire tandis que la
nécrose est un mécanisme de mort cellulaire induisant une réaction inflammatoire. Dans notre
¢tude, nous avons observé une augmentation de marqueurs pro-inflammatoires (Cox-2 et
TNF-a). Précédemment, dans le cadre d’une étude in vivo portant sur le diabéte, il a ét€ montré
que la pratique d’une activité physique (roue d’activité motorisée) induisait la nécrose des
cellules cardiaques (Golbidi et al., 2014). Nous pouvons supposer que I’activité physique

induirait également la nécrose des cellules tumorales.

Afin de compléter les mécanismes explicatifs du ralentissement de la croissance tumorale des
cellules A549 grace a la bétaine, la C-PC ou I’activité physique spontanée, il serait intéressant
d’étudier ’ensemble des voies de signalisation (PI3K/ATK/mTOR, Ras/Raf/MAPK) et les
dommages a I’ADN (8-OH-dG). Il serait également judicieux d’évaluer 1’implication du
récepteur a tyrosine kinase EGFR, altéré dans environ 30% des cas de cancer du poumon (Harris

& McCormick, 2010).

Lors d’une étude in vitro, Guo et al. (2015) ont montré que la bétaine permettait une diminution
de la viabilit¢ des cellules cancéreuses HelLa, probablement due a I’activation du geéne
suppresseur de tumeur p53. Etant donné 1’absence de modification des marqueurs redox-
sensibles MAPK, AKT et caspase-3 par la bétaine seule dans notre étude, il serait intéressant

de doser p53.

Outre I’approfondissement des marqueurs concernant les mécanismes de mort cellulaire, il
serait intéressant d’évaluer d’autres mécanismes impliqués dans la cancérogenése pulmonaire
tels que la prolifération cellulaire et I’angiogenése. Dans une étude in vivo traitant du diabete,
il a ét¢é montré que la bétaine était capable d’inhiber VEGF et HIF-1 (marqueurs de

I’angiogeneése) via la suppression de I’activation d’AKT (Kim et al., 2015). Il a également été
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montré in vitro sur des cellules tumorales ovariennes que la C-PC régulait a la baisse VEGF

(Ying et al., 2016). VEGF et HIF-1 peuvent étre évalués par Western Blot.

Par ailleurs, des mutations du promoteur Os-methylguanine-DNA methyltransferase (MGMT)
sont des événements communs dans les carcinomes pulmonaires primaires et des phénomenes
d’hypométhylation régionale des oncogénes et génes pro-métastasiques ont été observés
(Esteller, et al. 1999). La bétaine étant un donneur de méthyle, il serait opportun d’évaluer
MGMT par une méthode standard de MS-PCR (methylation-specific polymerase chain
reaction) et quantitative de MS-PCR (qMS-PCR) ainsi que la méthylation globale de I’ADN en
immunohistochimie avec des anticorps monoclonaux spécifiques anti 5-methylcytidine (5-mc)

(Kitange et al., 2009; Millot et al., 2008).

Ce travail pourrait étre complété par une autre étude in vivo, visant a évaluer ’effet de
I’association de micronutriments (bétaine ou C-PC) et de 1’activité physique spontanée sur la
croissance tumorale des cellules A549 implantées en sous-cutané chez le rat Nude. Il pourrait
¢galement étre intéressant de commencer les supplémentations avant 1’injection des cellules

tumorales afin d’évaluer leur effet sur ’initiation tumorale.

Par la suite, afin de confirmer les résultats obtenus, il serait intéressant d’évaluer 1’effet de ces
facteurs nutritionnels avec une tumeur induite in situ, avec un modele de tumeur spontanée ou
un modele de greffe orthotopique, sur des périodes plus longues que quatre semaines, soit

jusqu’a ce que le volume maximal éthique soit atteint.

A terme, il serait intéressant de proposer une étude clinique visant a étudier 1’effet des facteurs
nutritionnels (bétaine, C-PC et activité physique spontanée) sur 1’évolution des cancers du
poumon. Dans un premier, 1’étude pourrait ne concerner que les patients atteints d’un cancer
du poumon éligibles a une résection pulmonaire car ce sont les stades les moins avancés. De
plus, il s’écoule souvent quelques mois entre le diagnostic et 1’opération, ce qui permettrait de

proposer I’étude sans entraver le parcours de soins.
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Conclusion générale

Le cancer du poumon est la premiére cause de décés par an en France et est un réel probléme
de santé publique (Ferlay et al., 2013). Outre la consommation de tabac, il existe de nombreux
facteurs contribuant a la cancérogenése pulmonaire dont le manque d’activité physique et
I’alimentation déséquilibrée. La pratique d’une activité physique a des effets protecteurs (e.g.
augmentation de la capacité antioxydante et amélioration de la capacité de réparation de I’ADN)
et agit a tous les stades du cancer du poumon (Emaus & Thune, 2011; Gongalves & Novaes,
2012). De méme, certains nutriments auraient un effet anti-tumeur potentiel. Parmi eux, la C-
PC semble avoir la capacité d’inhiber la croissance des cellules tumorales pancréatiques in vitro
et in vivo (Liao et al., 2016). Il est également suggéré que la bétaine peut avoir certains effets
thérapeutiques notamment en activant des génes suppresseurs de tumeur (tels que p16) et en
inactivant les oncogenes (e.g. c-myc) mais également des effets anti-angiogéniques et anti-

inflammatoires (Kim, 2012).

Dans un premier temps, dans un cadre non pathologique, nous avons montré que la bétaine et
la C-phycocyanine augmentaient les défenses antioxydantes tandis que I’activité physique
volontaire n’avait pas d’effet si elle n’était pas couplée a une supplémentation. Nous avons
¢galement mis en évidence que C-phycocyanine inhibait I’augmentation de Cox-2 musculaire
induite par I’activité physique. Ces premiers résultats nous permettent de conclure que ces deux
micronutriments (aux doses utilisées) et I’activité physique volontaire n’ont pas d’effet délétere

sur les cellules saines et pourraient étre utilisés en prévention primaire.

Dans un second temps, ces travaux de thése démontrent pour la premiére fois in vivo que la
bétaine et/ou la C-phycocyanine ralentissent la croissance tumorale d’un adénocarcinome
pulmonaire. Grace a cette étude, nous avons pu déterminer certains mécanismes impliqués dans
ce ralentissement dont une stimulation de 1I’apoptose et de I’autophagie. Ces résultats permettent
de conclure qu’une supplémentation nutritionnelle en bétaine et/ou en C-phycocyanine pourrait

étre pertinente dans le cadre de la prise en charge des patients atteints d’un cancer du poumon.

Enfin, nous avons également montré que I’activité physique volontaire induisait un
ralentissement de la croissance tumorale dans la méme mesure que les supplémentations

nutritionnelles étudiées et via I’activation de mécanismes similaires (apoptose et autophagie).

Bien que les résultats obtenus doivent étre confirmés par d’autres études, ils montrent
I’importance du suivi nutritionnel dans la prise en charge des patients atteints d’un cancer du

poumon ainsi que I’importance de la prescription médicale de I’activité physique. A terme, les
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Conclusion générale

résultats obtenus pourraient permettre de mettre en place des régles hygiéno-diététiques et des
programmes d’activités physiques adaptées chez les patients atteints d’un cancer du poumon.
Pour le moment, d’autres études sont nécessaires afin de déterminer I’intensité optimale
d’exercice, le type et le temps d’exercice, le dosage optimal des micronutriments ainsi que les

mécanismes sous-jacents.
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has been reported [4,5]. However, physical activity can have dif-
ferent influences on carcinogenesis, depending on energy supply,
strength and frequency of exercise loads as well as the degree of
exercise-mediated oxidative stress [6].

1. Introduction

Oxidative stress plays important roles in the pathogenesis of
many diseases, including aging, degenerative disease, and cancer

[1], and it has been shown that oxidative mechanisms have a role
in the initiation, promotion and progression of carcinogenesis [2].
Lung cancer is the commonest fatal cancer whose risk is depen-
dent on the number of cigarettes smoked per day as well as the
number of years smoking, some components of cigarette smoke
inducing oxidative stress by transmitting or generating Reactive
Oxygen Species (ROS) [2]. Human lung cancer can be subdivided
into two broad categories, small cell lung cancer (SCLC) and non-
small-cell lung cancer (NSCLC), the latter is the most common type.
Efficacy of exercise-training as an adjunct therapy for patients diag-
nosed with NSCLC both before and following pulmonary resection

* Corresponding author at: Centre Jean Perrin, Service de Chirurgie Thoracique,
BP 392, F-63011 Clermont-Ferrand, France. Tel.: +33 473278121 fax: +33 4 278064.
E-mail address: marc.filaire@cjp.fr (M. Filaire).

0169-5002/$ - see front matter © 2013 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
http://dx.doi.org/ 10.1016/j.lungcan.2013.09.009

Nutrition has also been thought to account for about 30% of
cancers in Western countries, making diet second to tobacco as
a preventable cause of cancer [7]. In fact, impaired nutrition and
weight loss are important predictors of perioperative complica-
tions in lung cancer patients. On the other hand, micronutrient
supplementation seems to have a positive impact in lung surgery
[8], particularly as an antioxidant, even if the role of micronutrients
in lung cancer remains controversial [9]. The purpose of this review
is to examine lung cancer in relation to oxidative stress, physical
activity, and diet.

2. Reactive oxygen species and NO: what are their roles?

Free radicals are reactive compounds that have one or more
unpaired electrons in their valence shell [ 10]. Their lifetime is very
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Fig. 1. Pathways of ROS formation. Reaction 1: the superoxide anion radical (0;* ) is formed by the process of reduction of molecular oxygen mediated by NAD(P)H oxidases,
xanthine oxidase, etc.). Reaction 2: superoxide radical is dismuted by the superoxide dismutase (SOD) to hydrogen peroxide (Hz0z ). Reaction 3: hydrogen peroxide is most
efficiently scavenged by the enzyme glutathione peroxidase (GPx) which requires glutathione (GSH) as the electron donor. Reaction 4: the oxidized glutathione (GSSG) is
reduced back to GSH by the enzyme glutathione peroxidase (Gred) which uses NADPH as the electron donor. Reaction 5: some transition metals (e.g. Fe2*) can breakdown
hydrogen peroxide to reactive hydroxyl radical (Fenton reaction). Reaction 6: the superoxide anion radical can combine with nitric oxide (NO) to produce peroxynitrite

(ONOO ).

short ranging from milliseconds to nanoseconds. They can medi-
ate cell damage by extracting electrons from a stable molecule
in an attempt to pair up their own electrons, thus leaving the
original molecule in an unstable state. They are produced at
low levels during normal physiological conditions and are scav-
enged by endogenous antioxidant systems. ROS represent the
most important class of radical species generated in living sys-
tems |[11]. Molecular oxygen (dioxygen) has a unique electronic
configuration and is itself a radical. The addition of one electron
to dioxygen forms the superoxide anion radical (02*~) considered
as the “primary” ROS. It can further interact with other molecules
to generate “secondary” ROS, which are more aggressive, either
directly or prevalently through enzyme- or meta-catalyzed pro-
cesses. Various ROS formation pathways are outlined in Fig. 1.
Their “steady state” concentrations are determined by the bal-
ance between their rates of production and their rates of removal
by various antioxidants. Mitochondria have traditionally been
considered as the main source of intracellular ROS, but other
enzymatic systems, such as NADPH oxidases (Noxs), cytochrome
P-450, cyclooxygenase, aldehyde oxidase, dihydroorotate dehydro-
genase, tryptophan dioxygenase, nitric oxide synthase, xanthine
oxydase, also contribute to ROS production [11]. Alternatively,
ROS and reactive nitrogen species are produced in response to
external stimuli, such as inflammatory cytokines, growth factors,
environmental toxins, chemotherapeutics, ultraviolet light, or ion-
izing radiation and surgical operation. Oxidative stress has been
proved to play a significant role in carcinogenesis. ROS can act
both as anticarcinogenic, e.g. by promoting cell-cycle stasis, apo-
ptosis and necrosis, and inhibiting angiogenesis, or conversely as
procarcinogenica, due to their ability to promote proliferation,
invasiveness, angiogenesis and metastasis, and suppress apoptosis
[10].

NO is a water- and lipid-soluble gas containing one unpaired
electron, making NO a highly reactive molecule that acts as an
important oxidative biological signaling molecule in a large vari-
ety of diverse physiological processes, including blood pressure
regulation, neurotransmission, defense mechanisms [12]. NO has
a short half-life (a few seconds) in an aqueous environment. It is
formed in various cell types by nitric oxide synthases (NOS) is sol-
uble in both aqueous and lipid media. Endogenous NO acts as an

important signaling molecule mediating various cellular functions.
On the other hand, overproduction of reactive nitrogen species,
called nitrosative stress, induces cytotoxic and mutagenic effects.
Nitrosative stress may lead to nitrosylation reactions that can alter
the structure of proteins and so inhibit their normal functions. The
role of NO from initiation to promotion in a tumor is still sub-
ject to debate. In fact, excessive amounts of NO increase apoptosis
in some tumor cells, whereas lower amounts can increase vascu-
larity and protect the cells from apoptosis. Nitric oxide can react
with the superoxide anion, which produces the peroxynitritrite
anion, which can decompose to hydroxyl radical or nitrogen dioxide
(Fig. 1).

Exposure to free radicals has led organisms to develop a series
of defense mechanisms involving prevention mechanisms, repair
mechanisms, physical defenses and antioxidant defenses. Enzy-
matic antioxidant defenses include superoxide dismutase (SOD),
which is characterized by 3 isoforms [12], catalase (CAT) and
glutathion peroxidase (GPx). These defenses can be modified
by exercise, training, nutrition and aging [13]. Non-enzymatic
antioxidants include a variety of FR quenchers such as ascorbic
acid, a-tocopherol, carotenoids, flavonoids, thiols which include
glutathion (GSH), ubiquinone Q 10, uric acid, bilirubin, ferritin,
albumin, transferring, lactoferrin, and micronutrients which act
as enzymatic cofactors. Essential micronutriments include cobalt,
copper, chromium, fluorine, iron, iodine, manganese, selenium and
zinc. Also copper, due toits ability to gain and lose electrons, can act
as a free radical [14]. Under normal conditions, there is a balance
between both the activities and the intracellular levels of antioxi-
dants, this balance being essential for the survival of organisms and
their health. Thus each cell is characterized by a concentration of
electrons (redox state) stored in many cellular constituents and the
redox state of a cell and its oscillation determines cellular function-
ing, the term “redox state” also describing the redox environment
of a cell.

At the molecular level, cellular stress response pathways are
controlled by four categories of molecules and transcriptional
regulators: insulin/IGF-1 signaling, sirtuins, target of rapamycin,
and AMP-activated protein kinase-dependent pathways. All these
pathways have one molecular target in common, named FoxO1
[15]. FoxOs are redox-sensitive Forehead-containing ubiquitous
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transcription factors, and represent a major cell defense mecha-
nism against oxidative insults [15]. In mammals, there are 4 FoxO
molecules, which are encoded by different genes and they all affect
differentiation, proliferation and survival of avariety of cells includ-
ing adipocytes, hepatocytes, B-cells, and myoblasts. FoxO activity
is regulated by a variety of external stimuli including insulin,
growth factors, hormones, cytokines, and oxidative stress, through
a plethora of post-translational modification of FoxOs including
phosphorylation, ubiquitination, acetylation, and methylation. The
antioxidant defense provided by FOxOs is ultimately overwhelmed
by high levels of oxidative stress or oxidative stress-activated path-
ways that interfere with the activity of FoxOs, or both.

ROS are widely recognized for their dual roles as both deleteri-
ous and beneficial, since they can be either harmful or beneficial
to living systems, particularly by playing a physiological role in
intracellular signaling and regulation as secondary messengers. In
fact, depending on the type of antioxidants, intensity, and time of
redox imbalance as well on the type of cells, oxidative stress can
play a role in the regulation of important processes through the
modulation of signal pathways, influencing synthesis of antioxi-
dant enzymes, repair processes, inflammation, apoptosis, and cell
proliferation [15]. The magnitude and duration of the stress as
well as the cell type involved are important factors in determining
which pathways are activated and the particular outcome reflects
the balance between these pathways. The initiation and/proper
functioning of several signal transduction pathways rely on the
action of ROS as signaling molecules, which may act on differ-
ent levels in the signal transduction cascade by causing reversible
oxidations of proteins at cysteine residues [15]. Such reversible
amino acid oxidations regulate ERKs, jun N-Terminal kinases, p38
MAPK, the Wnt/p-catenin signaling pathway, as well as the activ-
ity of transcription factors including nuclear factor kB (NF-kB), and
AP-1.ROS can thus play a very important physiological role as sec-
ondary messengers [ 15]. However, signaling via ROS is harmful as
overproduction of reactive signal molecules may be destructive.
Numerous diseases are known to involve oxidative stress, including
cancer. The following paragraph evaluates the role of ROS in lung
cancer.

3. ROS and lung cancer

A primary consequence of oxidative stress is lipid peroxida-
tion, the end products of lipid peroxidation can lead to subsequent
pathological consequences, particularly in lung, through the rear-
rangement of the lipoperoxyl radical (ROO) [16]. Oxidative DNA
damage by reactive oxygen species is also thought to contribute to
carcinogenesis. In fact, it has been shown that ROS-induced DNA
damage involves single- or double-stranded DNA breaks, purine,
pyrimidine, or deoxyribose modifications, and DNA cross-links,
DNA damage inducing either arrest or induction of transcription,
induction of signal transduction pathways, replication errors, and
genomic instability, all of which being linked to carcigonenosis.
Various redox metals, due to their ability to generate free radi-
cals, or non-redox metals, due to their ability to bind to critical
thiols, also induce modifications to DNA bases, and enhanced lipid
peroxidation, and changes in calcium and sulphydryl homeostasis.

In addition to ROS, reactive nitrogen species (RNS), such as
peroxynitrites and nitrogen oxides, have also been implicated
in DNA damage. As previously described [17], oxidative damage
and the induction of mutation in mitochondrial DNA may partici-
pate at multiple stages of the process of carcinogenesis, involving
mitochondria-derived ROS, induction of mutations in mitochon-
drial genes, and possibly the insertion of mitochondrial genes into
nuclear DNA. It also appears that alterations in the normal regula-
tory processes of cells may lead to cancer. It has also been reported

that excessive amounts of NO increase apoptosis in some tumor
cells, whereas lower amounts increase the vascularity and protect
the cell from apoptosis [2], particularly in lung cancer. Because of
its interface with the environment, the lung is a major target organ
for injury by exogenous oxidants such as environmental pollutants
and endogenous ROSs generated by inflammatory cells. However,
the mechanisms whereby oxidants exert their pathological effects
on the lungs have been the focus of numerous studies and are still
the subject of debate [18]. Cigarette smoke appears to be the main
cause of lung cancer, even if genetically determined variations in
the metabolism of tobacco-derived carcinogens influence the indi-
vidual risk. It should also be noted that environmental tobacco
smoke increases the risk of lung cancer in non-smokers. Cigarette
smoke has been shown to induce chronic airway inflammation with
accumulation and activation of leucocytes, producing high concen-
trations of ROS and NO. The damaging effects of NO derive from
its reaction with ROS, modify protein function through nitrida-
tion or induce alteration in DNA. Long-term cigarette exposure also
decreases plasma concentrations of numerous antioxidants [19].

A wide variety of other toxic substances such as asbestos, poly-
cyclic aromatic carbohydrates, arsenic, and diesel emissions have
also been identified as potential causes of lung cancer [20], even if
their role appears to be less significant than exposure to cigarette
smoke. Some of these carcinogens react covalently with DNA to
cause oxidative damage, which can induce DNA breaks [20]. Acti-
vation of signaling pathways is another way in which oxidant
pollutants may cause pathological responses in the lung. In fact,
air pollutants and ROS can activate MAPK signaling, which may
ultimately promote inflammation. It has also been shown that the
chemically nearly inert gas radon, a ubiquitous natural air pollutant
arising from radioactive decay of uranium-238, which is present
throughout the Earth's crust, is recognized as a lung carcinogen
[21].

Molecular genetic studies of lung cancer have also revealed mul-
tiple genetic and epigenetic changes such as DNA sequence alter-
ations, copy number changes and aberrant promoter methylation.
Gene mutations, such as molecular alterations in EGFR, Ras, p53,
and molecular mechanisms, such as cytochrome-P, glutathione S-
transferase, histone deacetylases and N-acetyltransferase, are thus
involved in the pathogenesis and the increased risk of lung cancer
in smokers as well as in non-smokers [22].

4. ROS and physical activity

To date, approximately 80 studies have been conducted inves-
tigating the effects of structured exercise training in patients
following a diagnosis of cancer. Results showed that structured
exercise training is a safe and well-tolerated therapeutic strat-
egy associated with significant improvements in a broad range of
cancer-related toxicities including fatigue, exercise capacity, and
physical quality of life [23]. Physical activity (PA) is also associ-
ated with numerous health benefits, especially playing a role on
the prevention of cancer, and may reduce the risk of lung can-
cer, even if the data are in debate [24]. Physical activity can be
defined as bodily movement produced by skeletal muscles, result-
ing in a quantifiable level of energy expenditure. It is associated
with daily living, work, and leisure-time activities. Leisure-time
physical activity (LPA) is often characterized by short-term, inten-
sive energy expenditure, whereas occupational physical activity
(OPA) is more likely to occur over longer periods (e.g. hours) at
lower rates of energy expenditure. Chronic OPA represents a form
of oxidative stress to the organism and therefore can alter the
balance between pro-oxidants and antioxidants [11]. Several path-
ways have been suggested by which physical activity can increase
ROS production. The primary pathway involves electron leakage
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from mitochondria during aerobic exercise, whereby there is an
increase in oxygen flux, resulting in an increase in free radical pro-
duction. Physical activity-associated physiological pathways such
as those involved during muscle injury incorporating subsequent
increased phagocytic activity, disruption to iron-containing pro-
teins, and the production of xanthine oxidase can also result in
increased oxidative stress [ 11]. Furthermore, auto-oxidation of cat-
echolamines, which are released from the adrenal glands in greater
quantities during physical activity, induces an increase in radi-
cal production. Similarly, heme proteins such as oxymyoglobin
can undergo auto-oxidation as a result of exercise, thus leading
to radical formation, especially that of superoxide. Aerobic physi-
cal activity is accompanied by an increased oxygen consumption,
which may increase ROS activity. However, this phenomenon can-
not occur with low PA intensity (under 60% VO;max). In such case,
antioxidant capacity is not overreached and ROS-induced damage
does not appear[11]. Regular OPA increases antioxidant defenses in
the skeletal muscle up-regulating SOD and glutathione peroxidase
gene expression, thereby adapting stronger oxidative stresses. This
adaptation may occur very quickly (about 5 min) after ROS produc-
tion and seems to be specific to oxidative muscular fibers which are
the main ROS production location during physical activity. Regu-
lar OPA also increases the activity of proteasome complex in the
myocardium, and decreases the level of carbonylated proteins and
other damaged proteins. Anaerobic physical activity can increase
oxidative stress, such as xanthine and nicotinamide adenine dinu-
cleotide phosphate-oxidase production, prostanoid metabolism,
ischemia/reperfusion, and phagocytic respiratory burst activity,
through a number of pathways through. Another source of ROS
production during anaerobic physical activity arises from inflam-
mation and cellular damage that often happen after traumatizing
exercise such as impact sports and eccentric exercise. Iron libera-
tion, from hemoglobin or ferritin, may amplify the inflammatory
response and the oxidative stress. Antioxidant enzymes may be
activated selectively during an acute bout of strenuous physical
activity depending on the oxidative stress imposed on the spe-
cific tissues as well as the intrinsic antioxidant defense capacity
[25].

While exhausting exercise is reported to increase DNA damage,
moderate aerobic exercise does not increase, but rather alleviates
oxidative damage [11]. Besides damaging DNA, ROS are able to
stimulate inflammatory signal transduction pathways via activa-
tion of redox-sensitive transcription factors such as NF-kB, which
has been known to be involved in inflammation-associated carcino-
genesis [6], a single bout of exercise accelerating NF-kB activation.
On the contrary, moderate PA induces antioxidant gene expres-
sion through activation of nuclear factor (erythroid-derived 2)-like
2, named Nrf2, which plays an important role in the expres-
sion of several antioxidants. Few studies have investigated the
link between physical activity, oxidative stress and lung cancer.
Examining the effects of supervised, moderate-intensity aerobic
training on urinary markers of oxidative status in patients with
postsurgical NSCLC, Jones etal.[5] noted asignificantincrease in F2-
isoprostanes, which reflect the pro-oxidant-antioxidant balance or
the constitutive level of ROS within tissues, in patients with stage
I-11IB NSCLC. However, Allgayer et al. [26] reported that short-term
moderate intensity exercise significantly reduced urinary excretion
of 8-oxo-dG, a marker of oxidative damage to DNA, in colorectal
cancer patients after the completion of primary adjuvant therapy.
As suggested by Jones et al. [6], the explanations for these contrast-
ing findings are not known but are likely to reflect differences in
exercise prescription (i.e. duration, frequency, intensity, and pro-
gram length) and study population. Further studies are required
to elucidate the complex relationship between physical activity,
oxidative stress, and tumor biology, in animal and human models
of cancer.

E. Filaire et al. / Lung Cancer 82 (2013) 383-389

5. Lung cancer and physical activity
5.1. Primary prevention

Distinct measures of primary prevention have been investi-
gated to reduce the risk reductions of morbidity and mortality
caused by lung cancer. In fact, physical activity might influence
the risks for cancers at several sites, and the evidence is most
consistent for colon cancer, pancreatic cancer, endometrial cancer
and prostate cancer [27]. However, little is known about whether
physical activity is associated with similar risk reductions in lung
cancer [4,6]. Moreover, the efficacy of physical training on lung
cancer risk is debatable, and is principally studied in males [28].
For example, Colbert et al. [28] reported no relationship between
OPA or LPA and lung cancer risk in male smokers. On the contrary,
Thune et al. [29] noted that LPA, using 4 intensity categories, con-
sisting of low (sedentary, low, or inactive), moderate (moderate,
medium, or moderately vigorous), high (frequent exercise, high,
vigorous, or heavy), and very high category, had a protective effect
on lung cancer risk in men only. In the same study, no association
between physical activity and lung cancer risk was observed among
women. An energy expenditure of 12,600k] wk ! (achievable by
6-8 h of at least moderate-intensity physical activity), significantly
reduces the risk of lung cancer in males, whether they were non-
smokers (83%), current smokers of less than 20 cigarettes d—! (8%),
or current smokers of more than 20 cigarettesd—! (8%) compared
to less active males [30]. Using a longitudinal study for almost 20
years, Sinner et al. [31] showed that PA at a moderate or vigor-
ous intensity is related to a decreased risk of lung cancer in older
women, independently of smoking status, pack-years of smoking,
and other confounders. Performing a meta-analysis, Sun et al. [32]
suggest that high and medium levels of physical activity have a
beneficial effect on lung cancer by reducing the overall risk of
tumor development among both men and women. In general,
there might be different effects on cancer risk between occupa-
tional physical activity and leisure time physical activity, and it
would be interesting to investigate in more details the possible
various effects on lung cancer risk between occupational physi-
cal activity and leisure time physical activity on risk of lung cancer.
Nevertheless, as previously described in the last chapter, PA can
have different influences on carcinogenesis, depending on energy
supply as well as strength and frequency of exercise loads. Mod-
erate regular exercise induces cancer-preventive potential as well
as other health-beneficial effects, whereas single exhaustive exer-
cise may increase the risk of some cancer development [6]. One of
the reasons for such controversy may be attributed to the degree
of exercise-mediated oxidative stress, which differentially affects
health.

Several mechanisms have been proposed to explain how OPA
may reduce, especially, the risk of lung cancer [24]. It seems, in
fact, that OPA increases cardiopulmonary function and perfusion,
reducing the interaction time with the carcinogenic agents in the
airways, although exposure to air pollutants might also increase
with increased respiration. Another mechanism is the effect of
exercise on the immune system. Immune function is enhanced
with long-term moderate-intensity exercise through increases in
the number and activity of macrophages, natural killer cells, as
well as increased mitogen-induced lymphocyte proliferation rates.
OPA also induced lower concentrations of insulin, glucose, and
triglycerides and increased high-density lipoprotein cholesterol
levels, these changes being in relation to decreased cancer risk.
Another possibility is that higher levels of physical activity are asso-
ciated with decreased insulin-like growth factor levels, increased
IGF binding proteins (IGFBPs) and thus inhibit cellular mitosis. High
levels of circulating IGF-1 were associated with an increased risk of
lung cancer and high levels of IGFBP-3 with a decreased risk [33].
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These mechanisms could operate separately or in combination and
modify the risk for lung cancer among physically active individuals.
In addition, there are protective effects resulting from body weight
control and its effect on high blood pressure caused by physical
activity.

There is also evidence that physical activity has positive effects
on physiology, body composition, physical functions, psychological
outcomes, and quality of life in patients during and after treatment
for various cancers. Nevertheless, it should be noted that PA assess-
ment in the majority of studies is obtained using questionnairesand
interviews, and measured only once. Thus, it seems important in
the future to use studies assessing physical activity at several time
points throughout the follow-up period using a more comprehen-
sive, objectively verifiable measure of daily physical activity, such
as monitors (i.e. SenseWear Pro activity Monitor) as some studies
do [34].

5.2. Secondary prevention

Lung cancer treatments, such as surgery, chemotherapy, radi-
ation therapy cause local chronic inflammation, oxidative stress,
and have deleterious effects on cardiopulmonary function, depend-
ing largely on the cardiopulmonary reserve of the patient, and the
presence of co-morbid disease. More than in other cancers, this
particular aspect can impair prognosis and survival related to eli-
gibility for optimal therapy in a curative intent and adherence for
treatment. In the field of pulmonary resection for cancer, surgery
is the treatment of choice for low stage NSCLC (Stage I and 1I) and
selected cases of metastatic disease [ 35]. Immediately after surgery,
there is a dramatic fall in pulmonary function with a decrease
of 40-50% of Forced Vital Capacity (FVP), Forced Expired Volume
in 1 second (FEV1), and gas exchange capacity (DCO) [36]. More-
over, maximal oxygen consumption (VO2max) has been shown to
decrease to 73% of the preoperative values within 14 days after the
surgery, this fall being the consequences of both ventilatory and
circulatory limitations. After recovery, there is an average loss in
spirometric values, DCO and VO; peak of respectively 15%, 15% and
13% after lobectomy and 32%, 27% and 28% after pneumonectomy
[37].

Chemotherapy (CT), mainly based on cisplatinium regimen, is
used for the large majority of patients with advanced lung can-
cer (Stage IV). It could be also associated before (neoadjuvant CT)
and/or after surgery (adjuvant CT) in order to improve long-term
survival. Studies have reported a 20% significant decrease of DCO
after neoadjuvant CT, a low DCO being considered as a useful indi-
cator of postoperative complications [ 38,39 ]. Nevertheless, reliefin
tumor obstruction after CT could improve spirometric performance
[38].

Radiotherapy (RT) for lung cancer can also induce lung damage
such as acute pneumonitis, a rare but life threatening complication,
and fibrosis inducing a slight and progressive impairment of pul-
monary function [40]. At a few months after RT, spirometric values
do not significantly change. At the same time, a 14% decrease of
DCO is observed [40]. At 2 years or more, a progressive decrease
of 8% and 3.5% per year is observed in spirometric values and DCO
respectively, fibrosis and increased stiffening of the lung being the
explanation for these decreases [41]. The combination of CT and RT,
the standard of treatment in locally advanced lung cancer (Stage
IlI), exacerbates the total lung capacity and DCO decrease in the
large majority of patients. It has been show a 0.8% and 1% decline of
total lung capacity and DCO respectively for each 1% lung volume
receiving >20Cy [42].

Inrecent years, some studies have demonstrated the importance
of PA before treating lung cancer, reporting significant improve-
ments in exercise capacity immediately following an exercise
program [4].In conjunction with aerobic training, some studies also

included a component of resistance training and stretching exer-
cise [43]. In general, as reported by Bobbio et al. [43], short-term
preoperative pulmonary rehabilitation could improve the exercise
capacity of patients who are candidates for lung resection for NSCLC
cancer.

Exercise intervention after treatment for patients with NSCLC
has also been investigated. The magnitude of improvement in
exercise capacity following intervention was inconsistent among
studies [ 11]. The controversial data can be explained by the varied
duration of intervention proposed (ranging from 4 to 14 weeks),
the time from treatment to beginning of PA intervention, and the
varied type of treatment participants had undertaken (surgery,
chemotherapy and or radiotherapy) [8]. Generally speaking,
exercise intervention focused on aerobic cardiovascular training
performed at a moderate to high intensity during 4-14 weeks, each
session lasting 10-45 min. Programs also included resistance train-
ing of moderate intensity (i.e. 60-80% one repetition maximum)
using free active exercises or machines for 30-60 min/session
[44,45]. However, as far as we know, the comparison of the bene-
ficial effects of aerobic training to those of resistance training has
only been investigated by Jones et al. [44], using an RCT in patients
with stage I to [1l NSCLC following surgical intervention, the results
not yet published. The optimal intensity, duration, frequency or
type of exercise has also not been investigated yet and requires
further investigations.

6. Nutrition and lung cancer

Besides the specific role of PA in primary and secondary pre-
vention of lung cancer, many studies have focused on the effect of
nutrition in modifying the risk of this pathology. It appears that
a high consumption of fruits and vegetables can be an impor-
tant element of primary prevention [46]. In fact, through the
several potentially beneficial antioxidants, fibers, minerals, and
phytochemicals fruits and vegetables contain, they may help pre-
vent cancer and contribute to maintenance of a healthy weight.
Many of these compounds inhibit phase [ carcinogen-metabolizing
enzymes, induce phase Il detoxification enzymes, enhance the
immune system, and modulate circulating hormone concentra-
tions. On the contrary, B-carotene was associated with an increased
lung cancer incidence in large randomized studies, most likely
because of negative interaction with cigarette smoke [47].

Taking into account research on the effect of substances with
antioxidant power that may reduce oxidative DNA damage and
thereby protect against cancer, many studies have focused on
flavonoids [48]. However, the results are debatable, a small pro-
tective effect of flavonoid consumption (especially at high doses)
against the development of lung cancer being reported, although
not all studies confirmed this [48]. Moreover, the collective evi-
dence available so far from observational epidemiological studies
on tea, flavonoids, and lung cancer risk tends toward a small
beneficial association for green and black tea, particularly among
never-smokers, and for flavonols/flavones but not for catechins.
Nevertheless, some studies as those of Smith-Warner et al. [49]
reported a protective effect of fruit and vegetables on lung cancer
risk among current smokers only, antioxidants from vegetables and
fruits reducing the oxidative stress caused by smoking.

Several studies have also analyzed the potential benefits of fruits
and vegetables on different subtypes of lung tumors, lung tumors
being divided into 2 groups: Kreyberg I (comprising small-cell car-
cinomas, squamous cell carcinomas, and large-cell carcinomas) and
Kreyberg I1 (adenocarcinomas) [50]. However, the data are subject
to debate. Indeed, Skuladottir et al. [51] noted a protective effect
for fruits on squamous cell carcinomas, and an inverse association
for vegetables on small-cell carcinomas. On the contrary, Liu et al.
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[50] reported no relationship between the intake of fruits and veg-
etables and any histological subtype of lung cancer. It also appears
that a combination of vegetables and fruit consumption and LPA
has a more beneficial protective effect on lung cancer among cur-
rent smokers than among former or never-smokers in males [52].
Therefore, smoking, due its high effect on lung cancer, is a strong
confounder in associations between fruit and vegetable consump-
tion and lung cancer risk.

Beside the specific effect of vegetables and fruits on lung can-
cer, red meat intake seems to be implicated in the pathway of
carcinogenesis, through the carcinogenic product resulting dur-
ing high-temperature cooking, and the endogenous formation of
mutagens from heme present in meat. However, the data are sub-
ject to debate, and seem to be related to gender. In fact, in a recent
study, Taveska et al. [53] reported that a high intake of red and
processed meat increased the risk of lung carcinoma in men. On
the contrary, no risk was observed in women with processed meat
intake.

In summary, the literature suggested that, ingestion of vitamin E,
vitamin C, vitamin A, polyunsaturated fatty acids, calcium, magne-
sium, and green tea seem to have protective effects on lung cancer
risk. On the contrary, dietary folate and red meat may increase this
risk [7]. Nevertheless, as suggested by Koutsokera et al. [34], smok-
ing remains the predominant risk factor for lung cancer, and public
health efforts should continue to focus on smoking prevention as a
means of reducing the incidence and mortality of lung cancer.

The role of nutrition in the outcome of surgery for lung cancer
has been addressed in only a few studies, malnutrition impairment
being reported to increase the risk of developing postoperative
complications [54]. Moreover, impaired nutrition is an important
predictor of perioperative complications in lung cancer patients,
and preoperative chemoradiotherapy (CRT) increases the risk of
such complications [55]. However, induction CRT before surgical
resection is sometimes proposed for locally advanced NSCLC [54].
Malnutrition is also reported as the common cause of immun-
odeficiency, and it appears that preoperative immunonutrition
may improve the perioperative nutritional status after induction
chemoradiotherapy in patients undergoing lung cancer surgery,
and reduce the severity of postoperative complications [54]. How-
ever further studies are needed to confirm these results. Recently,
Kawai et al. [56] have also reported that some biomarkers, such as
low serum prealbumin level in the perioperative period, are asso-
ciated with a poorer prognosis in NSCLC patients and could serve
as a marker for identifying patients at high risk, even at an early
clinical stage.

7. Perspectives

Oxidative mechanisms play a role in the initiation, promotion
and progression of carcinogenesis. The past decade has witnessed
an increase in clinical and research interest in the role of exercise
on the incidence of lung cancer and following a cancer diagnosis.
It appears that physical activity is a safe and feasible supportive
intervention to improve symptom control and cardio-respiratory
fitness in cancer patients with early-stage disease either during or
following the completion of adjuvant therapy [5]. However, the
optimal intensity, duration, frequency or type of exercise have
also not been yet investigated and require more investigations,
especially as physical activity can have different influences on car-
cinogenesis, depending on energy supply, strength and frequency
of exercise loads as well as the degree of exercise-mediated oxida-
tive stress. In fact, physical activity is associated with high increased
ROS generation, this phenomenon not occurring with low exercise
intensity. Moreover, there is growing evidence that ROS are signal-
ing molecules. In this way, ROS may serveas messenger molecules

to activate adaptive responses, such as redox-sensitive NF-kB sig-
naling, which enhance gene expression of antioxidant enzymes in
oxidatively stressed skeletal muscle. Therefore, further studies are
required to elucidate the complex relationship between physical
activity, oxidative stress and lung cancer in animal and human
models of cancer. Since the antioxidant defense system is of vital
importance in the protection against oxidative stress and depends
in part upon dietary intake, the development of controlled clini-
cal assays could be justified for evaluating the usefulness of diets
and/or antioxidant supplements as a complement to the recom-
mendation to practice physical activity at a primary and secondary
prevention.
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1. Introduction

Le cancer du poumon ot 2 premmiére cause de décss par
cancer cans l= monde [1]. L= tabagisme est son factewr
de risque principal. Par afileurs, des facteurs génétiques,
hormonau mals auss! evironnementaN Comme e nveay
dractivité phwsigue (AP et 1a nutrition semblent jousr un
réle prépondérant [2]. Concernant I'AF, des études utilisant
des programmes &N endurance ou en résistance ont o&jR
mis en Sydence son impact postitf sur la gualite de vie,
U Oes paramétres cardiovasculaines, respiratoires ot suor
I"humegr du patient atteint de cancer, en particulier du pou-
mion non a petites celiules (CNPC) [1- 1]. Méanmoins, a notre
CONNaissancs, Jucune étuds n'a mesurs 'activité physigus
spontands des patients en attente de réssction pulmo-
nafre ainsi que lewr &tat de depression, afin d'&waluer lewr
etigiblll.ea un programme d'entrainement piysique pré-
opératoire. Lnbjen.ﬁnemtremr.tmr.ma'm
I.'AI’M hm&metl'etﬂdemﬂe
patients atteints d'un cancer du poumon en attente d'une
récaction pulmonaine.

1. Protocole expérimental

2.1. Sujets

Trente-sept patients (9 femmes et I8 hommes) éligibles
A une résection pulmeonaire de type lobactomie ou pneu-
monectomie pour une lésion pulmonaire suspects ou un
cancer du poumon prouve ont participé 3 catte &tucde. Le
recrutement des sujets a &té réalisé lors de corsultations
chirurgicales préopératoires. Durant cette consultation, Le
protocole oo &taft sxpligué et un Corsentement Saft
recueild. Le protocols a3 &té réalisé =n sutvant les recom-
mandations de |a déclaration d'Helsinkd,

Z.1.1. Caractéristiques de la population
Le polcs (kg), la taille [cm) et "indice de masse corpo-
redle (MC) (kg/ m?) des patients ont &té &valués. Le statut

socioprofessionnel, les antécédents médico-chinurgicaun, 1a
consommation tabagigue, la réalisation c'un trattement
anticanciéreun préalable (radiothéraple at/ou chimiothéra-
ple] et la priss de médicaments psychotropes ont &t& notés
lors de |'interTogatoine midical.

Des tests d"évalustion globale de la fonction respira-
tolre ont &t& réalisés: volume ecpirators macimal par
seconde en pourcentage de La théorique (VEMS ), capacite
de diffusion du de de carbone en powrcentage de la
theorigue (DCOX), =t I rapport VEMS/capacite vitale forces
1OVF)

2.1, Mesure de "activite physique spontanée

L'activité physigue spontands des patients 2 &té avalués
au moyen de apparsl Senseweaxr® Armbanc (SMT Meor-
cal, Wirzburg, All=magne) sur trols jours, "snregistrement
de I'AP s'effectuant 13 h' 24 h. Les données &talent traltées
3 I'atde du logiciel Sermewear Professional de Bogymedia®
permettant d'évaluer la dépense énergétique totale (DET)
{kcal), le nombre d'heures passées 2 realiser wne acti-
vite physigue inférieurs ou supérieurs 3 IMET, =t L durée
du sommeil (heures). Cet apparefl permet de collacter les

e phy=iotogiques en continu 3 un taux de 312 enregis-
trements 3 la seconde.

2.3. Qualité de vie

La qualfis de vie a eté svaluss par 1= questionnaire spéci-
fique au cancer - "EORTC-0LQ-C30 valtdé en francals [4] =t
son module spéctfigue au cancer du poumon, PEORTC-LC13
[5] composé de 13 items permettant de mesurer les symp-

tbmes specifigues au cancer du powmon. Pour 1e QLG-CI0,
un score &avi 3 "échells de santé générale représante un
haut niveaw de quatite devie. Pour le module LC13, un score
élevé signifie une prévalence importante des symptomes.
Ces deux tests font réfErences 3 L pathologie du cancer du
poumon [&].
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Tableau 1 Caractéristigues de la population d"étude
(moyenne + ameur stamdard).

Tableaw 2 Scores obtemus & conmale lters de I"EORTC
{mayenne = ES).

Patiants {n=37) Patients (8 =37)
Hommods ef femmes [nomdre) 289 Qualicé da vie [ /100) 7.8 + 3,09
Age (ans) E376+1,3 Fatigue (/ 100) 0,71 4 4,52
Taille (aw) 1,59 +0,01 Douleur (1 900) 1937 4 3,57
Peéds fem) 74,50+ 7,40 Dyspeda (7100 18,00 + 4,20
WL fkg!m ) 26,00+ 0,75 Irescomnba (1 100} £55 679
VEMS % chixer ique 23.4%+£3.10 Doulour au bras ou & I"dpaule [/ 100) 17,92 + 4,59
VEMS OV TOTE+ 2,16 Autres douleurs |/ 100) 152 +520
DCO (% thiwor fgue) 73,69+3.20
Albumindmie 42 604079
Stade EFLO (GOLD) patients. D"aprés k2 classification de GOLD (Globat inftiative
Mo clasd a=2 for Chronic Obstructive Lung Dissass), 224 des les patients
rasvapigans = évatués avalent une BPCO et légére pour L2 majorité o' entre
Stade | a=2 e selon GOLD [9].
Stada N awd
Stada NI a=2
Srare fumer 3.1, Activite physique
Jamak [ L1
AncClen fumsur a=29 La dépense énergétigue totale joumaliére scprimés en kcal
Fumeur 8=1 etalt ce 2486,6 = 61.4. Le tomps 3 pratiquer une activité
Taitement sicodjivant physique mocsrée f» IMET) &tant de 96, 0+ 15,0 minutes =n
Chimsbothdragie (C) a=7 moyenne par jour, cells cormesponcant 3 |a pratique d"une
Radlothed ragda (R) a=2 activité sedentaire (< IMET) &tant de 13,75+ 0,34 hewres en
C+R a=2 maoyenne. Le temps de sommedl sxprimé en heures &tait de
Sams fraftement ndor adjureant =26 7.7+0,28.

WENS : volume ecpimatoien max imale par seconda ; OFF : capa-
citih vitale forcda; WC: infice de masse ; DCD:
Mhm&l’qh&m BPCD: m
praopathie chionioue obstructive - GOLD : Global Initlathve
for Owonke Obstractive Lung Disaase [4].

L.4. Dépression

La déepression a &té mesurés par Uintermediaire du Beck
Depression Inventory (BDN) [7], dans sa wersion validés en
francats par Pichot ot aL [E]. Ce guestionnaire permet de
déterminer guatre stades de déorecion | pas de d&pression,
en fonction du score obtenu.

1.5. Analyses statistigues

Les données ont &t& exprim&es en moyennes et errewrs stan-
dard (ES) et traltées au moyen du logicksl SPSSversion 17.1.
Les correlations entre e niveau d'AP et les dffsrents ftems
de gualité de vie et la dépression ont &8 offectuses par
I"intarmédizire du test de Pearson. Le seull de significativits
a &té fuee 3 p< 0,05,

. Résultats

3.1. Caractéristiques de la population

L= Tableau 1 présante les caractérstiques de |a population.
Les walegs wub-normales de VEMS, DCO et ou

ratic VEMS/CVF témolgnent de "absence de broncho-
pneumopathie obstructve (BP(0) chez plus ce 70X des

3.3, Qualité de vie

Le score de qualité de wie des patients est satisfaisant
(Tableaw 1).

3.4, Depression

On note un score de 3,94+ 0,5 3 "échetie de Beck cormespon-
dant 3 une Légire dépression.

3.5. Corrélations entre le |"activité physigue
modérée et les paramétres de qualité de vie

Aucune comrelation n'est apparue entre = temps oe pra-
tique d"une activité physique modérds » 1MET) ot I"achalle
de Beck ou les ftems de qualité de vis hormis pour Litem
« autres douleurs » §r=0,37; p=-10,02).

4. Discussion

Le résultat majeur de notre étude montre que les patients
atteints crun CNPC 3 un stade précoce présentent une gua-
Lité g vie satisfaisante et I"absence de symptime depressif
prégnant. Aucune coméation n'apparait entre le nfveau
AP mpontanée b la gualité d= wie. Moz résultats sont
conformes aux derniéres publications sur le sujet [10] et sug-
gérent gue la majorité de ces patients sont éigiies & des
programmes d'entrainement physigues adaptés pour une
prise an charge chirurgicale optimale de Leur pathologie.
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'We.:lrﬂ:lndﬂrﬂd:cfm-c- (C-PCY, and thetr combined oee on the growth of AS49 cancer both
im vitro and i vho, When ells were with betaine and C-PC, an up to 50% derrease in viahility was which
s significamd compared bo betaine (50%) or C-FC reatment alone (no decrese). Combined treatment reduced the stimmlation of
WF-«B expression by THF-o and increasesd the amommnt of the proapoplotic p38 MAPK. Interestingly, combined treatmend induoced
a ol cpde arrest in Gy /M phase for <60% of lls. In vho sodies were performed in pathogen- free male node rats injecied with
AZ49 cellls in thedr right flank. Thesr daily food was supplemenied with either betaine, C-PC, both, or neither. Compared o the
omitral group, wmoor weghts and wolomes were sgnificantly redoced insfther betatne. or C- PC-treated groups and no addstional
derrezer was oblained with the combined treatment. This dala indicairesthat C-PCand belaine alone may etfidentdly inhibil immour
growih in rats. The synergistic activity of betaine and C-PCon A549 cells growth observed i vitre remains io be further confimmed
im wive. The reason behind the natare of their inderaction is yel io e songht.

1. Introduction

Lung cancer camses 2B% of glohal cancer-related deaths and
5% of all diagnosed cancers [1]. It can be subdivided imbo
two broad categaries, small-cell lung ancer (301LC) and non-
smiall-cell lung mncer (NSCLC), the latter being the mast
comumen fype [Z]. The treatment of NRCLC indodes sungery
radictherapy, tyrosine kinase inhibitors, immenotherapy and
platinam-based chemotherapy [3]. With respect to chem.-
otherxpy, it appears that nataral plant products play an impsor-
tant role, making a comsiderable comtribution to approm-
matdy 6% of svailable chemotherpeutic cancer dmags [4].

The development and progression of ancer imeolbve
abnormal changes in DNA methylation whdch lead to the
activation of certain protooncogenes, sach as c-Myc, as well

2= to the imactivation of certain tumour suppressars, sach as
pls [5). It seeme that certain distary components affect the
prowcess of @rdnogenssis, throngh INA methydation. In fact,
it has been shown that folate, 25 metind group donors, and
riboflavin, vitamin B, and vitamin B, ;. 25 cofactors io one-
carbon membalizm, are assodated with DNA synthess and
miethylation and, hence, may play a role in carcinogenesis and
mancer risk; DONA glotal hypomethylation is associated with
lung camcer [&, 7]. Betaine (B) is another major methyl donar
[B), which maintxing normal DNA methyhtion patteres [9).
It is natarally found im 2 variety of food sources induding
sugar beet, wheat bran, spinach, shrimps, and many athers
[W0]. Homans also obtain betaine from dietary choline, as
the liver and kidney are able to axidize chaoline imto betaine
in a bwo-step enryme-dependent reacton [P0, 11). Betaine
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is imvolved in the synthesis of methionine, which serves
a2 major supplier of cellular cysteine via a transsulfors.
tion pattway for the synthesis of reduced ghitathione that
protects the cell from reactive oxygen species [12]. It plays
a central rale in choline-mediated ane-carbon metabolism,
cell membrane structural integrity and signalling functions,
and neuwrotransmitier synthesis. Betaine appears o be safe
at a daily intzke of 9-15g [12]. Subacute and subchromic
rat studies determined that betine is nonéoxic at all doses
stdied {1-5% of the dist) [13]. Betaine has been inversely
associzted with the risk of breast cancer [14], nasopharyngeal
ardnama [ 5], znd colorectal cancer [16] and was also showm
to decrease lang cancer risk [B]. Moreower, betine supple-
mentation seems o atheouate aridative stress [[7] and to bawe
an anti-infhmmatery effect through NF-xB modulation and
antiangiogenic effects [16]. Some artides have shown that
betaine s able to inhibit the growth of cancer cells in witro
[19, 20 by regulating the spression of protooncogenes and
tamour suppressars by stabilizing their methylation patiermns
[53]- Kim &t al [ also recently reparted that the sffects of
hetaine arelinked to the suppression of NF-acB and Al signal
patineays & vitro and @ vive,

Inn vivo, a decrease in markers of oxidative stress [ thiohar-
hitnric acid reactive suhstances [THARS), m.inn-:lia.l.l:ld:r_r-:].:
[MI}AJ), conjugated denes, carbonyl proteins, and mitroty-
mmzm:]mnﬂnihjlmxil;ﬂgupndal [22]
following 6 weeks of betaine supplementation (2.5% of chow)
in rzts. In liver cancer, betaine has a protective =ffect against
the deleterious effects of chemotherapy wsing cisplatin by
disulfide reductase, glimthions pernxidase, catalase, and
superanide dismustase), by eimirating the incresse in TRARS
oncentrations and by attenuating the proinflammatory and

Besidas hetaine, phyoocyanin (C-PC) is a protein from
the phymobiliprotein family characterized bey its intense biue
odour and a structure consisting of a protein and nonprotein
mmponent known as plycocyanobifin. B is regarded as an
ideal food and drug resparce, doe to its nch protsin, Epid
ride content C-PC can be safely added to food, opsmetics,
and medicine, with more and more studies comfirming that
C-PC has mamy biclogical activities such as anticwidation,
antirmutation, antitumonr, and antiviral activities, immunity
stimulation, hepatoprotective, antiplatelet, and neuroprotec-
tive properties and the scavenging of free radicals [24, 25]
Depending on the source, C-PC is dassified into three groups:
C-PC {from cyanobacteria), B-PC (from red algae), and B-
B (from Symeckooocrus species] [26].

It appears that C-PL inhihits Hela cell growth in witm,
in a dose-dependent manmner by preventing DNA replication
[27]. C-PC may imduce the apoptosis of colon cancer cedl
SWWED and larymgeal cancer cdl HEP-2 though the mech-
anism remains mnicnown [28, 79). Li et al. [30] have repaorted
thiat C-PC is an ideal cancer prevention drug s it may inhibit
the growth of cancer cells in wivo and @ witro, Thos, C-PC
may become a good substitute for highly toodc comeentional
chemotherapentic anticancer dnugs in the future [31].

Jourmal of Ononlagy

To our knowledge, no studies bave investgaied the effect
of betaine and C-PC an the growth, cell cyde distribution,
or apopinsis of AS4Y cells, human pulmonary epithelial cell
line derived from a lung adenocrcinoma, using both an
im vifre and i vive approach. Therefore, we investigated
whether separate or combined treatment with betaine and
C-PC would produoce an inhibitory effect on the growth of
A549 cell Bnee, through a decrezse of cell viability 2nd whether
this treatment would bave an effect an the inflammatory NE-
kB pattrway. Secondly, we wanted to svaloxte whether the
combination of C-PC and betaine would influence the p38
MAPE patbway or the cell cycle, 25 reported in previoas
studies fior each compound [18, 32, 33]. Finally, we
evaluxisd the effect of betaine and C-PC on the AS4S turmioar
grosth i wive after aral supplementation of oude rats oser
2 d-week period (following the injection of A549 cells and
turmoar establishment)

2. Materials and Methods

2.1 I Viitro Shudy

211 Treatment Substances. C-PC from 5. platenss (a gift
fram Greentech 54, Clermont- Ferrand) in form: was
stared at 4°C protected from Bght Both betaine (BI754,
Sigma-Aldrich} and C-PC sinck snlutions were prepared in
2 phosphate buffer mbine (PBS) (Sigma-Aldrich), Altered
through a 0.2 gem: paore filter and manipulated in a sterile emi-
rooment. A 0% betaine stock sointion (540 mM) was kept
at 4"C, while a C-PC sinck solution was stored at =300 C and
prodecisd from light.

212 Crll Culture. AS49 [ECACC Cal Lines) and AS4SNE-
kB-Luc (Panomics (ref ROMZ)) cl line (AS4S cell line
with NF-«B inducihle promoter for luciferase) of human noa-
small-cdl lung adenocarcinoma were cultured in Dulbecors
Medifisd Fagle Medmm (Sigma-Aldrich), sapplementsd
with WG Poetal Calf Seram (FCE) (PAA Labomtorias), 1%
GlutaM A¥ {Giben), and 1% Penidllind Streptoomycin (Sigma)
2t +37Cin 5% Oy atmaosphere.

213 Sample Preparation. The cells (107 celltwel in 96-well
plate for cell viahility assy, 6007 celliwell in 24-well plate
for all other analysis, 200° cell/TIS fAask, or 6-well plate
for cel cyde analysis and western Bot resp) were seeded
im HM0, 400, 5000, and 3000 gl medium, respectively, and
cultured overnight The medium was then removed and
different concentrations and combinations of C-PC and
betaine solufions were added to the cells and incubated for
2ihand 48 h 21 +37 C in 5% OO, atmasphiers.

Z1d Cel Viakslity Asay. Following betzine andior C-PC
treatmeent,  3-(d,5-dimethyithiarnl. E.l). 2 5. diphenyltstra-
zaliom: bromide (MTT; 20 gL of 5 mg-mL ’:n-u]u't'l:-ni:u]’i&]
was added i each well containing WMl of medivm. The
cells were then incubated for 4b at +37°C [34]. MTT coa-
wverted to formazan was solubilized with acidic isopropanal.
The absorbance was measured at 562om with a Victor
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spectrophotometer [Victor 3V Multilabel Plate Eeader, Per-
kim- Elmer).

215 Werderm Biot. Calls wers washed thres times for 5 min
with cold PBS: S0 gl of RIPA bufer (Sigma-Aldrich) with
phosphatase and protease inhibitor codetail | Sigma-Aldrich)
was added to =ach well. Plates were incubated foc 30 min at
+4 C with orbital shaking. The cells were scrubbed, and two
well contents were poaled and cemtrifiaged (M) min, 3000 «z
JC). Supernatamts were stiored ot —200C O the day of anal.
ysis the samples were thawed; approximately 10 gz of each
sample (protein gquantification kit—BC asays, nierchim,
Mootiugon Cedex, France) was denatared with Laemmli Sx
(10 mim, B57C), loaded on the 12% polyacrylamide gel, and
migrated at 130V (308 PAGE) [ Mini- PROTEAN® Tetra Call
Systems, Bio-HRad). The transfer to nitrocelldose membrane
was done for BDmin under 30V [Bio-Kad PowerPac HC
Power). Following transfer, the membranes were washed ance
in TEST {iris- buffered saline with Twesn 20 and bocksd for
Ih in 5% solotion of bovine srom albamin (BSA) [Sigma)
in TBST. The membranes wers washed in TEST three tmes
for 5 min amd incwhated with agitation overnight at 470 with
primary antibody diluted in 5% BSA solution. After inca-
bation, membranes were washed 3 times for 5min in TEST
and incuhated with borserasdish percaddase. (HREPL) coupled
secondary antibody in 1% soluion of dehpdrated milk in
TBST for 1h at ronm temperztare. The membranes were then
washed thres tmes for Smin in TEST and two times in
TBS. 3mL af ECL™ Prime Western Blotting System (Sigma-
Aldrich] was added to the membrames and incubaded for
Smin. The blots were visaalised by ChemiDoc™ XES+ System
with Image Lab™ Software (Bio-Rad). Afier visualiation of
pi& MAPE, the membranes were incobated twice for 10 min
with in-house dehybridization baffer, twice for 10 min with
PES, and twice for 5min with TEST, and, after, the protscol
was restarted from the blocking of the membrane for the
final detection of the f-actin {inubation with the primary
antibody was during 6 hoen +47Cl

The actin band was detected on the smme membmane s
the p38 MAPE. The sgnal quantification was done osing
[mage | software. The primary antibodies used were p3&
MAPE rabbit anti-buman antibody [(ADI-KAS.
MADS-E. Erzo Life Sciemcas) 1300 and beta-sctin abhit
anti-himan potydonal an tibody (P4 1- 183, Thermo Scentific)
LK. The secondary anShody used was goat anti-rabbit Ezls
[H+L}. HEP conjugate {£32440, Therma ScSentific) L1000

21L& RLLT (Relative Lipht Uhnit) Megourement. AS49/NFxB-
Lioc cdls treated for 24b with befaine andfor C-PC were
washied thres times with PES (Sigma-Aldrich, and DMEM
withiowt FBE was added along with human THPar (Miltenyi
Biotec) at final comcentration of 25ng-ml ' as an inductor
of the NF-xE pathway. Following %h incubation, cells were
washed once in PHES, trypsinised, mired with complets
medium, and centrifisged for 7 min at 15300 xg and the dried
pellet was stored at —80C unbl the day of analysis. The
samples were thawed and washed with 500 gl PES {3 min,
B0l xg). The pellet was resuspended in 300wl of Cell
Calture Lysis buffer {Promega) with Tritom3-100, wortexed

for 305, and incubated for 10min at room iemperature.
Samples were centrifoged for K min a8 3000 xg, 60 gl of
supernatant was put in the lominometer tubes on doz, and
100 il. mvixture of hysis bufer with 10 mM ATP was added
to each tobe. Lodfemase activity was measured using a lomi-
nameter [LUMAT LB 9507), mormalized to total el protein
using a BCA protein assyy kit (protein quantification kit—BC
assays, Interchim, Montlupon Cedex, France) and expressed
s relative light umits (LT per mg protein.

21T Cell Cycle Anmbysis. A54% were synchronired in G,
inhibiting of DNA synthess. Cells were first incohated 24 hin
DMEM without FBS, followed by 24 b in complete medium
with 5mM thymidine At that paint cells were synchromized
in 5, phase and were then incuhated with C-PC andfor
betaine. Pollowing 24 b, cells were collacted by trypsinisation,
an equal amount af calls from each condition was centrifuged
[5 mim X xg), the pellet was gently resuspended in 300 .
of PBS, mixed with 700 ul. of precooled 10046 sthanol Ty
gently imverting the tobe, and stored at —20C. On the
day of analysis, the cells were pelleted (D0 min, 5000 =g),
ettanol was removed, and FrIIIFlnEP:E-EH'HhI'ﬂ'FlH
Fm]:li.:ﬁl.miud.i:]:{ilm;ml. Becton Dhickinson), 1 gl of
ENase (100 mg-mL 'r.a.n-:]ﬂﬂlhulTrlnnI—]mmaﬁ:lni
The saspensing was transferred into FACS tubes [Faloon) and
incubated for 3 min at room temperatare protected from
light. The samples were analysed by flow cpinmetry (Becion
Dhckimsom PACSart).

22 In Viwo Study: Tureour Rat Model

220 Cell Culfure. AS49 cells (ATOC" OCLIEST, human lung
cancer] were maintined in cubtare by Cebax Pharma, in
DMEM emmirnoment, H9%: Poetal Bovine Serum (FES)L 5 mM
L-Gutamine, and 1% Penicllin/Strepinamycin. AS49 cdls
were groewn 1o a confluence of B9 For injection, AS49 cells
were suspended in Matrige (50 : 500,

222 Study Design. A total of thirty-four pathogen-free male
nude rats ((harles Biver. France), weighing 1398 + 63,
aged 67 weeks, were used for this stady. All animal work
procedures were approved by the Institational Animal Care
anid Ulse Committes of Maisons- Alfort (France).

Animals wers acdimated for ane week before initiation
of the study. The dadly Eght cyde extended from 7 am. o7
p.m. and room temperature was maintained at 206 = 05C.
Throughout the study, rats were allowed to consume food and
water 5d libitam. Food comtained 4% proteis and 39% Gis,
with the remainder being [ AD3, Society Safe
diet, Angy, Fance). Rats were howsed in individual cages.

Enl.hmnga:dmnﬁnhnn,m?.ﬁ:-ﬂuﬂ:mm
neously injected imo the fmght flank of the rats.

Ten days following tamoar implantation and once mean
nmumtdnmu{mmihudiﬂ}mm}.i]uﬁmnkm
randomly assigned to nonintervention contral group (k= 8;
MTV: 5688 + 989 mm?), betaine treatment group (k= %
MTV: 5685 2 1338 mm®), C-PC treatment group (n = &
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ROTO £ ﬂ-ﬁul-u:m’]. and betaine + C-PO treatment group
[ = & MTY: 7054 £ HL3mm™).

223 PBetmine Tremiment Betaine tresfment was adminis-
tered in drinking water and corresponded to 4% of the daily
food intke (293 + 03g by kg of body weight). Betine
supplementation was adjusted every two days, according o
thie food and water intake of each mt The daily food, water,
and betaine intakes were evaluated for each rat.

22 4. C-PC Treatment. C-PO treatmient was administered in
drinlkdng water and corresponded to 370.0 £ (.03 mg by kg of
body weight. C-PC supplementation wes adjusted svery two
days, acoording to the food and water intake of each rat. The
daily food, water, and C-PC intakes were evaluated for each
L

225 C-PC omd Betoine Treatment. Betaine and C-PC sup-
plementation was administered in drinking water and ocaor-
responded to 4% of the daily food intake for betaine and o
37000 = 0.03 mg by kg of body weight for phiycocyanin. The
daily food, water, Betaine, and C-PC intakes were evaluated
fior each rat.

224 Fvalumtion of Tumowr Growdh Tamour growth was
measared (tumour length, width, and wolume) bwice a week
oy using an external calliper. Tamour volume was caloolated
by using the following formula: V = Length x Width™ /2. The
mean tumoear valume (MTY) per group was estimated and
given in the graph. The tamour growth data was recorded for
each indhvidually identified mt

The observation period lasted 28 days. All experimental
animals were suthamirzed if during that period the tamowr
volume reached 4000mm®, as required by institutional
guidefines.

At the 20th day, mis were removed from their cages,
taken to2n adjacent room;, and within 3 seconds of remaval
&nmﬁ:a.gcmrcecdhm‘l.’uuﬂ l:ui.l:lgmmheti.:[ﬁl:lmm:
?Su:g-l'.g + Xylazine: Bmgicg '|n=.|:|d.=.|:|a|:rr|:|.|:|:-|:|.|:|.-:|:|.|.|.1-_
Immesfiziely after emthamiration, tumours were excised,
weighed, and smap-frozen in liguid mitrogen and stored at
—B0C.

3, Statistical Analysis

Al statistical iests for the in vive experiments were performed
using the stabistical p progrzmme SPE5 10 [(SPES Inc.,
Chicagn, T1.). All values were sxpressed as the mean + SE.

Manparametric analyses {Knusical]-Wallis test and Mann.-
Whiitney L7 test) were nsed in the statistical compatabons
for tumoar weight, tamour growth, food intakes, and body
weight.

Statistical significance betwesn groups for in vitne studies
was assessed by the paired Student’s b-test (= 3) or repeated
measares one-way ANOVA followed by Tukeys postiest
(GraphPad Prism, San DMegon, California, 1754 ). [Niferences
were considered statistically significant when g < .05,

Jourmal of Cnenlagy
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Fizurk I: Decrease of calll viability following treatment with Befaine
and P Wiability of As49 :El:fmmtmﬂll:ﬁ
[L00%, 0., 1%, and 4% beladne and O L A0uEL , ord0pg-l
urE-Pr.E:I?uhlhtymn:mutIa Hﬁﬂ-lj'lﬂﬂ':'aﬂh
reatmend. Mean & siandard deviation. * " « 0005 ns sands for
nol satistically significent. Statistical signifiene: between groups
s ammessedl by the patred Stoden(s §-lest (a = 3).

4. Results

4L I Vit Study

d.LL Viakshity of the AS4S Cells. 4549 colls were Ermted with
betmine, C-PC, and a combination of both sabstances for
48 hours, followed by the wiability evalmtion through the
MTT assay. After 48h observing the sole betaine treatment,
4% betaine proved to be the most effident, decreasing the
viahifity of cells by 50%, so this was the ane we chose for
further applimtion. Treatment with C-PC alone in tested
ooncentrations dd oot yield a significant vizhility decrease
in amy dose or ime dependency. On the contrary, combiming
4% betaine with different C- P concentrations decreased the
viahility by an addiional M-20% (Figure 1). The same efect
‘wazs also observed for the C-PC concentrations not presented
in the figure (data not shown).

4.2 Effert of C-PC and Briaime on the Inflammatory NE-
kB Fathway To stody the effect of betaine and C-PC and
their combination on the NFaxB in the context of
lung cancer, we used AS$9NP-xB-LUC calls (Fagure 2} In
those cells, luciferase expression is driven by the indodble
MF-xB promoter through activation of the NFxE pathway.
4z a posifive control and as an inducer of the NF-xB
promater activation, ASSNFxB.LDC cells were treated
with 25ng-mlL ™' THFx for b
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FicuRE 2 NFEB expression derrease with combined betatneC-
P treatment. Meamurement of ludierase activity tn AS4%/MF-£B-
Loc cells after 24 b treatment with betaine andfor C-PC followed by
9h reatmend with THFz. Mean + standard desdation. " < 0005,
' < L5 1S stands for not satdsally signifiont. Setstial
significanie betwesn groups was psessed by the paired Stodentip-
et (o= 30

When cells were first treated for 24 b with C-PC and.for
betaine and then further incubated for 95 with THFx, treat-
ment with 4% betaine alone seemed bo elevate the actrabion
of WF-axB. C-PC reatment alone did not have any significant
effect while a significant decrease (p < {1.05) in activation was
only ohserved when cells were treated with both 20 gg-L ™" C-
PL and 4% betaine (Figure 2).

A3 Effect of C-PC and Brimine on the p38§ MAPK Western
hlot was performed to evaluzie the expression of p38 MAPE
in A540 cells incubated with 4% betaine andfor 20 ugl ™’
C-PC. The expression of the p38 MAFE was evaluated by
measuring the total p38 MAPK content after 24 b and 48h
and normmalization tothe B-actin. Values of the treatments are
expressed as relative densities according to their respective
controls.

Following 24 b incubation, there was no significant Jdiffer-
ence in any of the treatment groups [Figure 3b)—oondibon
B, grey bars). On the other hand, after 48, the increass in
the expressicn cam be seen in 2l condiions. While betaine
alone and C-PC alone treatments show 15-fodd imcrease,
uhu:hls:llgj:th:d.ln;ngmﬁtmultmmhauunn:fbuﬂlg:n
an appramimately 1 5-fold increase in the total p38 MAPK
epression [Figure Y b)—oondition B + C-PC black bars)
This increase was significant in relation to both 24 h B+ C-PC
treatment and the 42 b control MAPE expression.

A L4 Col Cyrle Amalyris. To stody the effect of C-PC and
betaine and ther combination oo the cdl oyde, A549 cells

were prochrnmized in Gy/'Gy opcle by serum deprivation fal-
lowed by thymidine excess (Figure 4). Cdl oycle distribution
was evaluaied following measarement of DNA content by
propidium bodide and moniiored by Bow cpiometry:

Asmnchronous AS49 showed standard distribubion of
cells in the different cdl cpde phases, with GG, 2 the most
shundant (36.42%) and approcimately equal distribation in
5 and Gy/M phase (21.77% and 20.53%, resp) ( Pigure 4{a)—
synchronized). The symchroaimtion protoco]  resulted in
9% of cdls in G /G, phase, with almost complete Hodage
of mitoss (1246} and 7% of cells in 5 phase (Figure 42)—
synchronized). (5,/G, smchronized cells were then either
untreated or treated with betaine, (C-PC, or a combination of
boith trestments for 18 h {Figare 4{b)).

After 18h, untreated cells regained a cell cpdle distribution
simillar in asynchronous cells (Figure 4(h)—untreated). 4%
betmine trextment {Figare (b} —betaine) after B b inducsd
an accumulation of cells in Gu/M phase (5950% versas
[754%) and in sub-G; (HL.97% versos (.72%) compared to
untreated condition. The reatment with 80 pgL " of C-PC
lowered the percentage of cells in 5 phase {14.90% versas
2L64%) in favour of G, phase by 4% (Figure 4(b)—C-PC).
The effect aof combined treatment was close to that of betaine
treatment alone even though C-PC seemed to enhance the
accumulation in GofM by 5% as well as the decrease in 5
phizse Bkely caused by betaine (Figure 4(b}—Betaine + C-
P, Parthermore, while the amoust of cells in the sub-Ga
phizse in mootreated cals and in C-PC treated cells remains
neglizible {<1%), betaine treatment counted 10.97% of sub-
5y cells, ether apopéolic or necroic. ‘When betaine was
combined with C-PC, this nomber decreased to 670%. In
canchesion, it would appear that 4% betaine induced cell cycle
arpest im GofM phase and prevented further proliferation
of cancer cells, 2x similarly observed in Hela cells [35].
BOugL ™" of C-PC only dightly inflasnced the call cyde by
imcreasing (3, [34] and decreasing S phase cells. Interestingty,
in combination with betaine, it improved the effect of betaine.

4.2 In Vivo Study. The body weights of mis were betwesn
1l £ 40.2g and 3508 + 42.Bg and were not significanthy
modified by treatments. Food intakes was the same for 2
growaps, sazgesting that treatments b no tomc effects.

121 Efferts of Beloime on Teomour Weight omd Vol
Table 1 presents tamour volume and weight per group on
the day of euthanization. Compared with the comtrol groap,
tumour weight was sgnifimntly lower in betaine, C-PC, and
betaine + C-PC treatment group, C-PC treatment induced
2 higher decrease in tamour weight 25 compared to befaine
treatment. Mo further higher decrease was noted in the
cambination freatment group (betaine + C-PC).

Comparsd in the control group, a significant differencein
tumoar volume was noted {Figare 5) after the second wesk
and combinued to the end of the experiment.

Following 4 wesks of betine treatment, tumour valume
in the betaine group was 50% lower when compared to the
cantrnl group, &5 7% lower for the C-PC group, and B 5%
lowwer for the betaine + C-PC grouap, respectively.
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FzuRE 3 Adivation of p3E MAPK patheay on AS549 afier betaine andtor phyoscyanin treatment. Cells were treated with sfther 4% belaine,
MpgL " of C-FC, ora combination of both moleculesfor 24 and 42 b {2) Expresson of p38 MAFY in daiferent ireatments was moniiored by
wesiem blol [Ractin was used a2 lmading-control proten. (h) p3E MAPE along with f-actin hand sigmals were guantified with the mage]
software. Afler normalimtion with S-actin, p32 MAPE valoes were plotted on the graph as relatfee valoes compared o their respective
coniroks. Bars are presenied as the mean + standard deviation. * § « 0.05. Statisticl sgnificance hetwesn groups was assessed using repeated
mezsmres ane-way ANOVA followed by Tokey's postizst. UT stands for untreated condition, B stands for betaine, and PC slands for C-PC
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FiuRrE 4: Betzine induced cell oycle armest in Gyphase. Cell opcle study of A549 cells treated with betaine andtor C-PC (1) First, cells were

synihronizad tn G, phase by serum deprivation followed by thymidine axcess (smchrongzed). (b)) Synchronteed wlls were then treated for
18 b with: only mediom (untreated), 4% belaine, B0 ugl. !V of =P, or 2 combination of the two treatmnents (betaine + C-PO)L Cell oycles

analysed by flow cytometry following propidium todide siatning are shown.
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Tanx k: Tamour volume tn cubic milkmetse fmem”) and temoor weight in absolute vaboes (gh and relative valoes {percentagr of the body
weight (% BW ) on the day of enthandration per group. Mean + standard deviation.

Tamour vokene (mm'} Tumour welght (g} Tamour welght (% BW)
Ciomitrol 4315 £ 713 297 & 04T 7% = 012
Retaine IE74 + 1154 153 + 094" 0.8 + 02"
PO 473+ &3 0.21 + 00§ 006 + QO ==t
P 4 betaine 53+ F6 T 0.06 + ooz

Compered in comtrol group: " « LOE ™ p ﬂ'].ﬂi;“'j ﬂml;ﬂrpudnhrhhwﬁ_p{ﬂ.ml.

Tunsurwdume [mnd']

FiGwRE 3 Evolution of mean of tumour volome per week per group,
in cubic milimetres fmm?). Mean + sandard deviation.
P DS T o D R e D00

5. DMiscossion

Cancer, also known as malignant tamour, is a diseass that
seripashy damages bealth and lives. Kecently, sciemtists have
bemome interested in the potential antitumoar effects of
nutrients due to their safety and general acceptance. Some
data have demonstrated that a brge dass of natunl com-
pounds, induding pharmaconatrients, exhibit anbbamour
activities against sslecied cancer types [37, 38]. Among them
is C-PC, a natural component of edible 5. Flafenss with no
toic side effects that is widely used as an excellent supple-
menit ta the human diet [39]. I could nhibat the growth of
ancer cells bath @ wive and in witro. Om the other hamd,
previmas shadies reported that betaine supplementation has
an anti-inflammatory and antiangiogenic effect [18], as well
25 am anticancer acton which may be explained through the
regalation of the axpressian of protosonongenss and barmour
suppressors by stahiliving their methylation patterns [40].
We showed that in vito 4% betaine counld effectively
decrease the viability of AS54% lung cancer cells, showing an
even better effect if combined with C-PC. The effect observed
with betaine correlated to a previous study reporting the
decrease in viahifity following 2% and 4% betaine treatment
af Hepal-& cells (hepatoceliular mrdnoma) and HepGE cells
{human hepatohlastoma) [41). Although there are previous

indications that (- PC alone can inhibit cancer cell growth in
wvarinas concentrabions and in a dose-dependent manner by
indudng apoptosis [36, 42, 43), we dd oot observe this. One
passible explanation could be the effectivensss of the produact,
which is highly dependent on the orgamizmn of arigin, extrac-
tion and purification methods, and siorage |44, 45].
Apoptosis can be induced through two distinct intra-
cellalar patiways mediated sther by the death recepior ar
by the mitochondrial activation, the latter triggered as a
o environmental stress as well as to anticancer
drugs [46]. Althongh weakiy activated by growth factors, [NK
and p38& MAFE respond strongly to stress signals |47, 48]
and chemotherapentic drugs, and ther activation proved
thyﬁurdzmmdnudapnptms[dﬂ] pEI-B-Ih'Ln'uJ’K:u
imvaheed in the mitnchandria-mediated apopintic process
and acts ane step prior to mitochondral dysfuncton and
aspase activation by infloencng Bax translocation [50.
[tz activation already proved important in the induction of
apoptoss in nonsmall ling cancer cells [51]. Char western
blot results sappart the MT T findings of the enbanced effect
in combined B + C-PC treziment, shawing that there is a
greater impact on the expression of p38 MAPE when the
tasis and redncing cell vishility. Conversaly, althooagh betaine
alone induces a significant vizhility decrease, thers was no
significant elevation of MAPK expression, leaving open the
peossibility of influendng other cellular pathways. Molsoalar
mechanizms of C-PC-induced is bave not been com-
pletaly ncidated and possible machanicms sach as inkdbiting
C0X-1 activity, reducing the expression of Bol-2, enhancing
the expression of CD5%, and activating protrins from the cys-
teime protease family have been suggested [52). Kecently, Pan
eta. |33 reported that C-PC may regulate the expressions of
many kinds of proteins in SKOW-3 pvaran carcinoma cells to
affect the process of apopéosis, oridative stress, lipid, and jon
transpartation and finally inhibdt the growth of tamouwr cells.
Althouagh the concentrations used may have been too low to
show an effect after admanistration alons, it is not exduoded
that this was still encugh to 2dd ip the efect of betzine by
inflaencing ane of the above menboned pativeays.
[Migturhanice of the cancer cell cpcle is one of the thera-
peeaatic targets for development of new anticancer drugs [4].
Indeed, cell cyde regulation plays an important role in cell
proliferation, differentiaion, and apoptosix In recent years, it
has heen reported that the dysfunction of cell cpcle regulation
appears to be dosely connected o tumoar cnset and devel-
opment. The G,/M checkpaint allows the cdl to repair DA
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damzge befiore entering mitosis and i the maost conspioams
target for many anticancer drugs that woald cause cdl death
through the induction of apoptoss [54). In this sndy, 4%
hetaine trestment indoced cdl cycle amrest in G/M phase,
preventing a further proliferation of cancer cells, as similardy
observed in Hela cells [35], in correlation with the observed
decrease of cell wiability s2en in the MTT 2y 1% of the
el distribution found in the sub.(3, phase represents the
of cdls in apoptosis or necrosis with fragmented
nudear DINA [55]. A& successful anticancer compoand should
kll or incapacitate camcer cells without causing excessive
damage to the nommal surrounding cells. By indudng cell
cycle arrest, the cells are more likely o enter apopénss, a
“dean” death without cansing excessive inflammatory cell
recraitment into the sarroanding tissne through necrotic
death, avoiding further o the tissue |36]. Incubation
of cells with C-PC inmreased the cells in GG phase, 2= reparted
mrlier [36, 57 Wang et al. |38] bove also demonstrated
thiat C-PC could inhibit tumour cell proliferation and indwce
5,/M phase arrest in Hep-2 cells. Ying =t al. [54] repaorted
that C-PC displayed a significant inhibition effect on the
prefiferation of buman ovarian ancer cell SEOV-3 in witm,
which was a result of interactions ameng multiple pathways
and signalling maolecules. For thess awthors, imterfiering with
2 series aof signalling pathways induding proteoghycans in
aancer, neurotrophin sgnalling pathway, VEGF signalling
paﬂrm]; central carbom metabolism in cancer, and pi3
patimway and mamy ending execative factors such as opclin
Bl. cydiin-dependent kimse 2 (Cdc?) and Cde25C, and C-
PL inflnenced the proliferation and apoptosis of cancer cells.
& combinatinn with betine increased the amount of both
Gy'M phase cells and G, phase cells. In this cse the sub-
(5, population was decreasad by 4% compared to the betaine
treatment alome. Since the sub.(G, popualation contains both
necrobic and apoptotic cells, increzsing the amount of cells in
the cycle arrest that can he guided more msily o apopinsis
muld bring greater benefit than baving a higher amount
of the sub-G, phase cells, where necrotic cells are potential
triggers fior inflammation, especially in an &n vive context. The
mialecular events controlling the GG, phase of the cell cyde are
thie expression of spedific cyclins, cpclin-dependent kinases
(CDE), and CDE inhibitors [59). The activation of p3&
MAPK was reporied to lead to the GoM cell cpde arrest
v mappressing CIMC2 wia the phosphatase COHCIS [0
which may be a connection between observed postireatment
incressed sxpression of the p38 MAPK and the csl cpcle
aTes
HF.xE, aithough generally acknowledgesd as an antiapop-
totic and proinfammatory medistor, along with THFar has
2 complex role in cell signalling which is rather ambigaows
[&1]. It is already kninwn that, after binding its receptor, THEx
induces several responses [62]. Apart from promioting the
degradation of kB and releasing NF-xB transcription factor,
it activaires two stress-activated MAPE pathways mediated
v INK and p35. Both can bave a proapoptobic role [63]
ey activating caspase-3 of the intrinsgic apoptnSc patiway,
which directly deaves some of the proteins from the NFxB

pathway, inciuding MP.xB [64). In contrast o the expected

Jourmal of Cnenlagy

results, luciferase reparting system in AS49NFP-xB-Lic cells
showed that 4% betaine enbanced THPx activation af NF-
kB, However, it is important o keep in mind that this system
reports ondy one S@de of the THFx signalling pathway (oaly
measaring the promoter activity of the NF.xB gene and not
the real content of the protein or mENA in the cell) and that
these mame conditons in MTT amsay showed a decreass in
cell viahality. This may lead to the assumption that. in this
case, the “death™ patioway of THEx is maore ofien acthvated
or that NF-xE here plays a proapoptotic role. In contrast
to previows findings [65], -PC applied alone did oot show
any inhihitory effect. The reasons may be the different, for
emmple, C-PC purification methods, which imfluence the
prodein’s properties 25 already mentioned, or may be doe to
different concentrations apphied. Conversely, when C-PC was
combined with 4% betaine it decreased activation of NF.xB
promater [compared to the positive contral). The future goal
would be to further imeestigate at which instance and in what
manmer these two molecules, belaine and C-PC, imterfere
with the pathways of complex THPax signalBing
To summarize, i vitno, betaine alone coald inhibit the
growth of tamour cells, while the combination of betaine
and C-PC showed synergy However, the effects of CPC
and betaine on lung cancer tomour én wive need further
study. In this research we used the MU/ mat as 2n animal
mindel to explore the effects of the two sobstances in vive.
Following tumour establishment, its weight and volume
‘were moniinred during the supplementation period in exdh
group of rats. Compared with the control group, the tumoar
weight and volume were significantly reduced in the C-
PC and betaine treatment group, respectively (Table 1 and
Figure 5], and showed no further decrease in the combination
groap. In this case we ohserved no synergistic effect of the
combined treatment but rather a strong inhibitory effect of
C-PC alone. The benefidal effect of betaine could be due
to several reasons. [Es amboxidant properties are reported
in many diseases and conditions, induding oridative sress
induoced by ettanol [I7], restaint stress [12], 2nd treatment of
Parkinsan’s dismse [64]. In mice with colon bamour, betaine
specifically inhibited ROS generation and decreased (G550
concentration [21]. The other credal role of betaine s as
2 methyl domor, modulating gene expression by targeting
different elements of epigenetic mechanisms [67]. Estdler et
al. ||&] noticed that abnormal promoter INMA methylabion was
found in all stages of nom-small-cell lung @ncer, thus bring-
ing betaine and its function into the spotight. Furthermore,
Lz [32] studfied mouse bepatncyte H235 cells incubated
with betaine and showed that betaine trestment keads o an
upregalation of mitechondrial respiration and cytochrome
 oridase activity. He suggested that the anbproliferative
effects of betaine an cancer cells might be due to enbanced
mitnchondrial function contributing to a reversal of the
Warburg effect. The Akt signalfing is known to
be associated with promotion of mitochondrial oxidative
phuqlhu'plﬂ:mi’ﬂIFl-]’EE”ﬂ]andihmu[mm:hmﬂ
. Comversely, another study showed that inhdhition
ofheme synthesis and mitochon drial respiration functon an
arrest the progression of heng cancer cells [68]. Even if the role
of mitnchondrial respiration is controversial, it seems, in any
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ase, to be ooe of the key factors in lang cancer progression
Considering the obizined in wwo effect of C-PC, we can find
the sappart in eardier publications reporting its benefical
antitamour effects such as the scavenging af free radicals
[36] or a concrete growth inhibition in different tamowr
cell Bnes, ing imfluence of various mechanismes and
cellalar patiways [27-30]. One possible explanation for wiy
wedid not observe the same inhibitory effect of C-PC in witro
could be the fact that the exact metabolism of phycocyanin is
yet unknown. Bearing this in mind, it is possible that our in
vitro concentration af C-PC was simply oo low to produce
an effect when admimistered alome.

Ohserving the obizined results én witro, it is evident that
thiere is some kind of interaction between C-PC and betaine
thiat ix sill mnknown. Since betaine transporters balong o
the SLC3G growp of proton coupded amino acd symporters
that are pbH semsitive |§9], it is possible that C-PC as a
cysisins'methionine rich protein [70] influences the uptake
of betaine into the cells by adjusting the pH through the acid-
base properties of its amino acid g@de-chaine. Decreass of C-
PL flmorescence inside the cells when combined with betaine
[seen in the flow cyinmetry analysis—data not shown) may
be explained by C-PC shightly changing the conformation
after changing its amino acid charge by donabingfaccepting
H' ioms. Also, it might be possible that C-PC interacts with
betmine itelf. since betaine is an amino acid-Hke compound,
and that changing its charge imfluences its transport meer
the cell membrans or interactions inside the cell. However,
farther investigations are needed to confirm this hypothesis.

&, Conclusion

[n summary, betaine and C-PC proved to be sasly applicahle
and effective inhibitors of the A549 cell line growth. While

in im vitro experiments the effect of C-PC was very sight
or nooe, combining it with betaine seemed to enhance an
already strang betaine effect. Thus, this combined treatment
proved to be an effective inhibitor of the growth of AS49 cells
by imhibiting the progress of the ool cpde, reducing the cell
vizhility, or enhancing the prozpopiotic pathways. However,
i viva, both C-PC and betsine alone could successfully
inhibit the growth of twmour in mts, and the tumoar-
suppressing effect was not more evident in the group recem-
ing the combined treatment Analysisaf the metiylation pat-
tern following treatments, the oddative statas of cells and
the organism, other callular pathways imeobred, lnddation of
the substance metabalism, and the nature of the nteracton
between betaine and C-PC, all these things, must stll be
aniswered io belp us understand the underlying marmtive.
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Introduction pouria

Le stress oxydatif (SO) est impliqué dans la carcinogénése. Les facteurs nutritionnels peuvent limiter la progression tumorale. Parmi eux,
la bétaine a une fonction de donneur de méthyle et semble avoir des propriétés anti-oxydantes (Dou et al. 2014). Des apports en
bétaine et en choline (précurseur de la bétaine) pourrait réduire le risque d’avoir un cancer du poumon (Ying et al. 2013). Par ailleurs,
une supplémentation en bétaine permettrait de diminuer le SO et I’inflammation induits par la cisplatine, utilisée dans le cadre d’une
chimiothérapie (Hagar et al. 2015). La C-Phycocyanine (C-PC) est une phycobiliprotéine extraite a partir d’algues ayant des
propriétés anti-oxydantes et pouvant induire I’apoptose des cellules cancéreuses (Basha et al. 2008). Notre équipe a étudié in vitro
I’association de ces deux micronutriments et a montré que la bétaine et la C-PC engendraient une diminution de la viabilité des
cellules cancéreuses pulmonaires A549 (Bingula et al. 2016). Dans ce présent travail, ’effet de la bétaine et/ou de la C-PC sur la
croissance des cellules A549 implantées chez le rat a été évalué. Des explications mécanistiques au travers de 1'évaluation du SO, des
marqueurs de l'inflammation et de 1'apoptose sont avancées.

- «+ La bétaine et/ ou la C-PC ralentirai(en)t la croissance des cellules A549 implantées chez le rat Nude ]

++ Des modifications des facteurs pro-oxydants, pro-apoptotiques et pro-inflammatoires pourraient en partie expliquer ce ralentissement

Randomisation Sacrifice

Volume tumoral (VT) moyen > 500 mm’ Protocole d’Observation Aprés 4 semaines ou si
33 rats Nude Males (age : 6 semaines) VT > 4000 mm?
" Contrdle (C) (n=8) : rats observés dans des conditions basiques
=
é g g Bétaine (B) (n=9) : rats supplémentés en bétaine dans I’eau de boisson (4% des apports alimentaires en g)
= | 28
% ::) § C-PC (n=8) : rats supplémentés en C-Phycocyanine dans I’eau de boisson (350 mg/kg de poids de corps)
<7 Bétaine et C-PC (B + C-PC) (n=8): rats supplémentés en bétaine et C-Phycocyanine dans I’eau de boisson
717 J-10 J O Evaluations et dosages: J 2 8

I Au cours de I’étude : évaluation du poids et du volume tumoral, des apports alimentaires, hydriques,en bétaine et C-Phycoycanine.
Injection sous-cutanée :
107 cellules A549

Ala fin de I’étude : Evaluation du poids tumoral, dosages de marqueurs anti-oxydants (dont glutathion total), pro-oxydants (TBARS), pro-apoptotique (ratio caspase-
3/pro-caspase-3), anti-apoptotique (ratio AKT phosphorylé/AKT total), et pro-inflammatoire (NF-EB, via son inhibiteur IEB-@), dans le tissu tumoral

Statistiques : Utilisation de SPSS Version 20.0. Test de Kruskal-Wallis, Mann-Withney, ANOVA a mesures répétées. Résultats quantitatifs exprimés en moyenne + SEM.

Résultats
1. Ralentissement de la croissance tumorale 2. Activité pro-oxydante dans la tumeur
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Jour0  Semainel  Semaine2  Semaine3  Semaine 4 Figure 2. Modifications de I’équilibre redox tumoral. Concentrations (kits enzymatiques) en
(A) TBARS, marqueur de la peroxydation lipidique et (B) Glutathion total (T-GSH),
figl(l)r(e) 1. Evolution du volume tumorale par groupe. Moyenne + SEM marqueur anti-oxydant. Moyenne + SEM. *p<0.05
p<0.05
3. Activités pro-apoptique et pro-inflammatoire dans la tumeur
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Figure 3. (A) Diminution de la phosphorylation d’AKT (ELISA) et de (B) I’expression d’ I
(WB) induites par une supplémentation en Bétaine et C-PC. Moyenne + SEM. *p<0.05

Conclusion
La bétaine et la C-PC ralentissent la croissance des cellules tumorales pulmonaires implantées chez le rat. Ce ralentissement de la croissance
tumorale pourrait étre en partie dii aux activités pro-oxydante, pro-apoptotique et pro-inflammatoire au sein de la tumeur induites par ces deux
traitements. Des analyses complémentaires sont nécessaires pour comprendre les mécanismes impliqués.

, ’inhibiteur de NF-EB (WB), (C) augmentation du clivage de la caspase-3
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