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"....Le cancer est une vrai saloperie. Il ne nedde pas aux autres maladies. Il n'obéit
pas aux regles des médecins. Il triche. Les csllnl@males sont de petites choses sans
prétention. Elles ne foutent pas le bordel, ellescherchent pas la célébrité. Les cellules
normales sont toutes semblables, bien obéissandésnmcratiques. Elles s'inclinent devant la
bureaucratie du corps. Elles ressemblent aux Ssiéddais les cellules néoplasiques
constituent une espéce différente de micro-orgagssialles sont particulierement méchantes,
laides et cruelles. Ce sont des vandales. Des ésingkychopathes. Elles conviennent
admirablement au désordre, a I'anarchie, au pikhgaté du cancer.

Personne ne sait comment réagir face a ces tée®rik corps. Personne ne sait pourquoi
elles détestent si violemment la vie. Personneaitecemment s'en débarrasser. Ce sont des
guérilléros sans pitié, implacables et toujoursorieux. Elles font la nique a I'hnumanité. Elles
nous acculent le dos au mur....."

Robert Mcliam Wilson Ripley Bogle'  (Christian Bourgeois Editeur 1996)
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INTRODUCTION GENERALE

I- INCIDENCE DU CANCER DU COLON
1) Fréquence et distribution géographique

En France, le cancer colorectal se situe au Iy das cancers pour les deux sexes,
représentant prés de 15% des nouveaux cas dandeww®partements couverts par un
registre. On estime a prés de 33 000 le nombreodeeaux cas de cancers colorectaux pour
1995 (Menegoz et coll 1997) dont 65% localisés @org soit prés de 21500 cas, avec un
nombre de déces moyen de 'ordre de 15000 a 1680am Les variations d'incidence sont
tres faibles entre les deux sexes et les différdgmartements. A l'inverse, l'incidence est
largement modifiée par I'age puisque les cancd@ectaux avant 50 ans ne représentent que
6% de l'ensemble. L'incidence augmente ensuite lil¥gment a partir de cet age : la
proportion des cas diagnostiqués double chaguendicentre 40 et 70 ans chez les hommes
et chez les femmes. L'age moyen au diagnosticee89@b ans pour les hommes et de 72,8 ans
pour les femmes.

La France est une région a risque élevé de cantigue; les taux sont voisins de ceux des

autres pays de I'Europe Occidentale, un peu plildes que ceux de I'Australie, de la Cote

Ouest des Etats-Unis, et surtout inférieurs a aita Cote Est des Etats-Unis. Les pays
d'Europe de I'Est et d'Europe du Nord sont de®ndgh risque intermédiaire, et ce cancer est
rare en Ameérique du Sud, en Asie et surtout ergAé&i L'incidence du cancer du célon varie

dans un rapport de 1 a 30 entre les régions agiélpyvé et les régions a risque faible (Parkin
et coll 1997).

2) Evolution de l'incidence des cancers du colon

En France, de nombreuses études épidémiologiquesté effectuées au niveau
départemental. En Céte-d’Or, l'incidence du camodique a augmenté de 1976 a 1990 puis
diminué légerement ensuite (1991-95). Chez la feplimeidence a moins varié. Au niveau
international, il semble que le cancer du cblonéédt en augmentation dans les pays a taux
d'incidence élevée jusqu'au milieu des années\@8,qu'il se soit stabilisé. Son incidence a
diminué aux Etats-Unis aprés 1985, une dizainendes plus tét qu'en Cote-d'Or (Devesa et
coll 1995). Les études sur 1988-1992, font étahed'mugmentation du nombre de cas de
cancers coliques en Europe et en Chine, ainsi gajpon qui est maintenant un pays a risque
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élevé. Son incidence a moins varié aux Etats-UnisCanada ou en Amérique du Sud, et a
diminué en Afrique (Parkin et coll 1997).

De plus, il apparait que le risque d'étre attem @¢ancer colique est différent en fonction de
la décennie de naissance, par exemple le risqdéddopper un cancer coligue en Céte-d'Or
est passé chez les hommes de 1,9% (naissancel&@ffect 1905) a 3,4% (1937-1945), et
chez les femmes de 1,5% a 1,6%. En fait, il respaetle risque de développer un cancer du
cblon gauche a peu varié en fonction de I'age dssaace, a I'inverse du cancer du célon
droit dont I'incidence a doublé chez les plus jeuréévolution au cours du temps n'est donc
pas la méme entre colon droit et colon gaucheudi&des altérations génétiqgues dans les
cancers vient compléter les données de I'épidémielaescriptive (Laurent-Puig et coll
1997). Les cancers du cblon gauche, corresponaderst 80% des cas au groupe des tumeurs
LOH+ (loss of heterozygosity). lls se caractérigesnt des pertes alléligues notamment sur le
bras court du chromosome 17 et le bras long dunobisome 18, associées a une hyperploidie.
Dans le cb6lon droit, ce mécanisme est plus rarg(d6s cas) : par contre, un tiers des cancers
du cblon droit présente un taux élevé d'erreursggdication des loci microsatellites, c'est le
groupe des cancers RER+. Ce type d'altérationzrastuement absent dans le c6lon gauche.
Ces données suggerent gue I'étiologie du cancedlda droit pourrait étre différente de celle
du cancer du c6lon gauche.

II- LA SEQUENCE ADENOME-CARCINOME

Les adénomes sont des tumeurs épithéliales béngmarent désignées sous le terme
de polype. On a pu, chez des malades refusanrdexdle leur adénome, assister a leur
augmentation de taille et a leur transformationign&. Mais la fréquence des cancers
développés sur un adénome reste mal connue. Ldssétle suivi aprés exérese d'adénomes
suggerent que l'incidence du cancer colorectatliesinuée de 85 a 90% (Gilbertsen et coll
1974; Winaver et coll 1993). L'étude des reliqguad€nomateux dans les cancers invasifs
représente un moyen indirect d'estimer la proporties cancers développés sur un adénome.
En Cote-d'Or prés de 80% des cancers limités ada-swuqueuse contiennent des reliquats
adénomateux (Bedenne et coll 1992). On peut aipcamsidérer ce chiffre comme la
fréquence minimum des cancers développés sur unoade
Les adénomes sont trés fréquents. Une étude eadisél977 et 1979 suggere que la
prévalence des adénomes varie entre 7% dans leh&alidage 45-49 ans et 20% dans la
tranche d'age 65-69 ans (Grepithe 1981). Les cadtant beaucoup plus rares, il semble que
seule une petite proportion des adénomes se tramesfn cancer. Les facteurs qui influencent
le risque de transformation maligne sont principedet la taille et le degré de dysplasie
(Morson et coll 1990). Une étude américaine laissapposer qu’un quart des adénomes
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ayant atteint 1 centimétre de diametre devienddast cancers au cours de la vie du sujet
(Stryker et coll 1987).

Tres peu de données permettent d'estimer la dertesquence adénome-cancer. Le suivi de
patients atteints de polypose fait apparaitre uméadmoyenne de 12 ans entre le diagnostic
de la maladie et I'apparition du cancer, avec dé€mes allant de 5 a 20 ans (Muto et coll
1975).

Un cancer invasif peut aussi se développer surdénane tres petit (moins de 1 centimetre)
et & peine surélevé: on parle "d'adénome plan". dyaplasie survient rapidement et
fréguemment (environ 40% des cas). Il s'agit ddadéhomes de haut grade de malignité, qui
pourraient se transformer en cancers en 2 a 3 ans.

[1I- CLASSIFICATION DES SUJETS A RISQUE
1) Sujets a risque moyen

Le cancer du célon étant rare avant 50 ans etdémce augmentant rapidement avec
I'age, les sujets de plus de 50 ans des 2 sexés@wsidérés comme la population a risque
moyen.

2) Sujets a risque élevé

2-1) Antécédents familiaux:

Les sujets ayant un ou plusieurs parents du predegré (péres, meres, freres, soeurs,
enfants) atteints d'un cancer colorectal ont uiuesd'étre atteint de ce cancer plus élevé que
ceux de la population générale. 15 a 20% des patipn ont développé un cancer présentent
un parent de premier degré ayant aussi dévelopf@mathologie: il semble que le risque soit
multiplié environ par 2 par rapport a la populatggmérale (St John et coll 1993; Carstensen
et coll 1996). En effet, I'é¢tude de Winawer et c(lP96), dans laquelle les porteurs
d'adénomes avaient pour témoins leurs conjointggése que le risque relatif des parents
ainsi que des fréres et soeurs des sujets pod&dénomes, soit de 1,78 par rapport a celui
des conjoints.

2-2) Sujets ayant déja développé un adénome etummeur rectocolique.
Chez les sujets atteints d'adénomes intestinauisdgie de cancer colorectal dépend des
caractéristiques des adénomes découverts initiatenrhe risque de cancer colorectal est
multiplié par 3,6 chez les sujets ayant développ@dénome avec structures villeuses ou de
plus d'un centimetre de diamétre et multiplié p& & ces adénomes sont multiples. Par
contre, pour les sujets atteints d'un ou plusiadénomes de moins de 1 cm de diamétre, le
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risque de cancer colorectal ne differe pas sigtifiement de celui de la population générale
(Atkin et coll 1992).

2-3) Rectocolite ulcéro-hémorragique
Le risque difféere fortement en fonction de I'étemdie la rectocolite ulcéro-hémorragique
(RCH), de son ancienneté et de I'age au momeniadpnaktic. Par rapport a un sujet de la
population générale, une étude de 1990 proposatlguisque de survenue d'un cancer
colorectal est multiplié par 14,8 en cas de pateeli par 2,8 en cas d'atteinte limitée au c6lon
gauche (Ekbom et coll 1990).

2-4) Maladie de Crohn
Le risque de développer le cancer du cblon lié madéadie de Crohn reste encore discuté. Il
semble en fait que les sujets ne sont a risque &ae si la maladie de Crohn est étendue et
diagnostiquée avant 30 ans (Weedon et coll 1973).

3) Sujets a risque trés élevé

Dans 2 a 5% des cas, selon les statistiquesntecaolique survient dans un contexte
familial, évoquant le réle d'un facteur génétigQes prédispositions sont en fait des maladies
héréditaires, dont la transmission est autosonigmeinante (1 sujet sur 2 est atteint), a forte
pénétrance (plus de 90% des sujets atteints d'uriation constitutionnelle présentent un
cancer colorectal), et a expressivité variable.udldément, deux maladies associées aux
génes majeurs de susceptibilité du cancer coldrenia été identifiees : la polypose
adénomateuse familiale (PAF) et le syndrome de hyme syndrome HNPCC, (hereditary
non polyposis colorectal cancer).

3-1) La polypose adénomateuse familiale (PAF)
Moins de 1 % des cancers colorectaux sont liésPah\R. Cette maladie est caractérisée par le
développement, surtout aprés la puberté, de plssieentaines de polypes adénomateux
répartis tout au long de la muqueuse intestinadetrénsformation maligne est inéluctable si
une coloproctectomie totale n'est pas faite au tddbu'age adulte. Cette prédisposition est
due a une mutation constitutionnelle d'un gaRE (adenomatous polyposis coli) situé sur le
bras long du chromosome 5. Le phénotype varie ewtifin du siege de la mutation
(Olschwang et coll 1997). Plus de 300 mutationsé&étidentifiées: les mutations survenant
entre les codons 1250 et 1464 sont associéesainte fla plus défavorable de la PAF. Une
polypose du tractus digestif haut est plutdt agspei des mutations au-dela du codon 1444.
Les mutations survenant sur le codon 1309 induiseet forme clinique particulierement
sévere, avec transformation maligne des adénonrésytiarement précoces. Les mutations
les plus proches du codon initiateur sont assoc@ées phénotype atténué, le phénotype
AAPC, correspondant a une forme purement coliquardive avec moins de 100 adénomes.
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Il existe aussi plusieurs manifestations extracmg] comme par exemple des taches visibles
au fond d'oeil, dues a une hypertrophie de la ceymgmentaire de la rétine, mais aussi des
manifestations beaucoup plus graves comme des tamdesmoides et les adénomes

duodénaux, qui peuvent parfois dégénérer.

3-2) Le syndrome HNPCC ou syndrome de Lynch
Selon les études, 1 a 5% des cancers colorectaviersoent dans le cadre d'un syndrome
HNPCC (Hereditary Non Polyposis Colorectal Canegc un risque moyen de 3,4% (Ponz
de Leon et coll 1993). Ce type de cancer se laeggférentiellement au niveau du célon
droit. Ces cancers sont souvent précédés d'adénqoiesnt pour caractéristiques d'étre
souvent de petite taille, d'étre moins nombreuayadl un aspect plan et de présenter des
signes de dysplasie sévere. Dans le syndrome HNRGSQ€Enes mutés appartiennent a la
famille des génes impliqués dans le systeme daatpa des mésappariements de I'ADN.
Les genes MSH2, MLHI, PMSI et PMS2 sont impliquéssirespectivement 31%, 33%, 2%
et 4% des cas (Lothe et coll 1993). Ces cancerslem@iege d'altérations génétiques dues a
une instabilité des loci microsatellites ou phépetiRER (Replication Error). On estime que
les tumeurs se développant chez les sujets HNPE€@aos 95% des cas un phénotype RER.
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SITUATION ACTUELLE DE LA THERAPIE DU
CANCER DU COLON

Jusqu'en 1989 la chirurgie (colectomie) étaitdal draitement efficace des cancers
coliques. Toutefois, depuis 1990 la chimiothéragd@ivante présente une efficacité dans le
cas des cancers avec métastases ganglionnairegsaiBaaents adjuvants sont utilisés dans le
cadre de cancer du c6lon a haut risque de rechptes colectomie (stade Ill ou stade C de
Dukes) (tableau 1). En 1997 la chimiothérapie go&tatoire est devenue un standard dans les
stades lll mais son efficacité n'est pas encoreodénde dans les cancers du célon de stade Il.

Tableau 1: Classification des cancers colorectamsfade (NIH Consensus Conference 1990)

Stade0  Carcinome insitu S de métastases Pas de métastases a

ganglionnaires distance

Stade| Invasion de la sous- Pas de_ metastases Pas de métastases Dukes A
muqueuse ganglionnaires distance

Stade I Invas,u(?n Qes tissus Pas de. meta;tases Pas dg métastases 8ukes B
péricoliques ganglionnaires distance

Stade Il Irllva5|on directe Métastases . Pas de meétastases &, 1es C
d'autres organes ganglionnaires (1 a 4) distance

Stade IV Invasion d'autres Métastases Métastases a distance
organes ganglionnaires (>4)

I- LA CHIMIOTHERAPIE ADJUVANTE :
1) Chimiothérapie par 5FU seul ou en association:

Dés 1988, des travaux ont permis d'observer gtraitement au 5FU (5-fluorouracile)
pouvait engendrer une augmentation modeste deVesde l'ordre de 3% a 5 ans (Buyse et
coll 1988), toutefois l'analyse par sous-groupe taiteten évidence que ce bénéfice
disparaissait si I'on retirait les cancers du mactie 'analyse.

Les associations 5FU-Lévamisples associations 5FU-Lévamisole ont donné dedtads
positifs. Des 1987, l'utilisation de 5Rhér ospendant 6 mois associé a du Lévamigaeos
les 3 premiers jours postopératoires a entrainéaugenentation de la survie des patients

traités. Suite a une conférence de consensus eb (MI® consensus conference 1990),
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I'association 5FU-Lévamisole était recommandée cenmaitement standard pour tous les
patients opérés d'un cancer du célon de Stade lIl.

1993 une alternative a l'association 5FU-LévamisBlasieurs études mettent en évidence
gue cette chimiothérapie postopératoire engendecaugmentation de la survie ainsi qu'une
diminution du risque de rechute. En 1995, une éjuddiée dans Lancet mit en évidence
gu'un traitement au 5FU-AF a entrainé une augnientde la survie sans récidive a 3 ans (71
% pour le groupe traité contre 62% pour le groupetréle). De plus, le risque de rechute
diminuait de 35 + 9%. La survie brute a trois ateté&galement améliorée (83% vs 78%)
(Labianca et coll, 1995).

pour la chimiothérapie adjuvante des cancers dancélade llI: I'association 5FU-Lévamisole
pendant un an et l'association 5FU-AF pendant &nRiusieurs études comparant les deux
termes de cette alternative thérapeutique montuert efficacité comparable des deux
protocoles avec parfois un avantage en faveuradsdtiation 5FU-AF (Wolmark et coll
1996). En fait, il semble que I'association 5FUdéhdant 6 mois ou 8 mois est équivalente
en terme d'efficacité a l'association 5FU-Lévangigmndant 1 an, et méme supérieure a celle
5FU-Lévamisole pendant 6 mois. L'association 5FU-ABt actuellement le nouveau
traitement standard des cancers coliques de siadEn bilan, le gain absolu de survie a 5
ans est compris entre 12 et 26%.

2) Ces chimiothérapies adjuvantes présentent-elleme efficacité contre les
cancers de type 11?

Peu d'études concernent l'efficacité des chimiagfiés dans les stades Il. Dans une
étude de survie & 7 ans a la suite d'un traiteBiedtLevamisole publiée en 1995 (Moertel et
coll 1995), il apparait que le bénéfice de la cbifmérapie adjuvante pour les stades Il reste
tres faible par rapport a celui des stades lII.

3) La chimiothérapie loco-régionale:

Cette stratégie a été tentée dans I'espoir d'daitdissémination hépatique par voie
portale des carcinomes péritonéaux. Les résuleatadministration intra-péritonéale ou intra-
portale de 5FU sont encourageants (Scheithauetlt996; Rougier et coll 1998).

4) Mécanismes d'action:

Le 5FU est une molécule inactive dont l'activatiorétabolique correspond a

différentes étapes de transformation enzymatiqnelwsant a trois composés responsables, a
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des degrés divers, de la cytoxicité de ce médica(amker et coll 1990). Le métabolite actif
le plus important est le fluorodésoxyuridine-monagthate (FAUMP) formé grace a l'action
de la thymidine kinase. Le FAUMP inhibe la thymate synthase qui est une enzyme clef du
métabolisme des bases pyrimidiques, ce qui abauté diminution de production de
thymidine nécessaire a la synthése d'ADN. L'actignbitrice est majorée par la présence
d'acide folique (Santi et coll 1974).

Le 5FU peut aussi étre métabolisé en fluorouridiiprosphate (FUTP) qui bloque la
transduction en s'intégrant & I'ARN (Ghoshal ebBd®994). Le dernier métabolite du 5FU est
le fluorodésoxyridine-triphosphate (FAUTP) qui emdpe des coupures simple brin
cytotoxiques pour les cellules (Pinedo et Pete&3)1L9

II- LIMMUNOTHERAPIE:

L'immunothérapie est une alternative a la chinédpie adjuvante, et la recherche est
toujours active dans ce domaine.

1) Les immunothérapies non spécifiques:

Plusieurs études concernent des stratégies d'iothiénapie non spécifique, toutes
négatives a limage des résultats obtenus avecClé BNolmark et coll 1988). L'acide
Polyadénylique-Polyuridylique (Poly-A-Poly-U qui rhale l'activité des cellules NK)
provogue méme a l'inverse une réduction signifieatle la survie a 5 ans chez les patients
traités (Lacour et coll 1992).

Efficaces dans le traitement des mélanomes etushesurs du rein, les interférons ne le sont
pas dans le cadre des cancers coliques préselitasricore, parfois un effet délétére avec
accroissement du pouvoir métastasiant (Wiesenfeidle1995).

Ainsi, 'immunothérapie non spécifique n'a pasfitefité démontrée et peut méme se révéler
néfaste.

2) Les immunothérapies spécifiques:
Cette technique consiste a faciliter I'établissantiune réponse immunitaire spécifique en
utilisant des cellules tumorales autologues martesles anticorps monoclonaux spécifiques
des cellules tumorales.

2-1) Les vaccins autologues
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Les résultats sont certes contrastés mais cette p@mble intéressante puisqu'une étude
débutée en 1985 met en évidence des résultats rageamts avec l'utilisation d'un "vaccin”
préparé a partir de la tumeur du patient et réi@jen postopératoire (Hoover et coll 1993).
Toutefois, ce type de thérapie reste trés lourdquuil met en jeu des vaccins “personnalisés”.
2-2) les anticorps monoclonaux

L'identification d'antigenes a la surface des ¢ediude cancers colorectaux (comme I'ACE et
le 17-1A) a été une aide précieuse au diagnostibispsies par exemple. L'anticorps Ab 17-
1A a aussi été utilisé a des fins thérapeutiques dine étude de 1994 (Riethmuller et coll
1994). Apres 5 ans, la récidive était diminuée ificativement de 17,8%, et le taux de déces
de 15% (p = 0,043) par rapport aux patients trauggchirurgie seule.

En conclusion, limmunothérapie ne constitue patueiement une alternative a la
chimiothérapie mais demeure une voie de recheropertante.

llI- SITUATION ACTUELLE ET CONCLUSION:

Certains traitements adjuvants ont donc fait laupe de leur efficacité et font
maintenant partie de la stratégie thérapeutiquecdasers du cblon réséqués. En 1990, la
FNLCC (Fédération Nationale des Centres de Luttati€ole Cancer) recommandait la
chimiothérapie adjuvante pour les cancers du cdmistade Ill. Cette chimiothérapie peut-
étre une association 5-FU-acide folinigue ou lesdmn 5-FU-Lévamisole. La
chimiothérapie intra-portale est reconnue commeapi®n. Pour les cancers de stade Il , il
n'y avait pas de recommandations.

Actuellement, il apparait que les traitements aaljty aprés colectomie pour cancer sont
efficaces et sont indiqués dans les stades llidnhfaistration pendant 6 mois d'une
chimiothérapie systémique 5FU-AF est au moins aeficace et mieux tolérée que
I'administration pendant 1 an de l'association %leMamisole. Toutefois, pour les cancers
coliques de stade Il le bénéfice d'un traitementiaaht ne semble pas présenter d'effet
bénéfique significatif.
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LA PREVENTION PRIMAIRE DU CANCER
COLORECTAL EST-ELLE POSSIBLE?

Malgré les progrés thérapeutiques, le nombre désdgar an lié au cancer colorectal
reste tres élevé. De plus, méme aprés une prisghange efficace (chirurgie et traitement
adjuvant), la possibilité de récidive demeure ingate. La prévention reste une approche
essentielle pour la réduction de lincidence deczexers. Elle peut étre définie comme la
mise en oeuvre de stratégies destinées a protéggarisme contre le développement et la
progression tumorale. Il pourra s'agir de dépistagbien de ['utilisation de nutriments (par
modification ou supplémentation de I'alimentation)d’agents pharmaceutiques.

|- PREVENTION DU CANCER COLORECTAL PAR DEPISTAGE:

Une forme de prévention possible est le dépissggematique de la population pour
établir un diagnostic précoce pouvant permettrevitdie l'apparition du cancer par
polypectomie ou bien un traitement plus efficages limites de cette approche sont liées a la
fiabilité discutable des méthodes disponibles. @etniques de dépistage sont le test de
recherche de saignement occulte dans les sellea@bscopie souple.

Toutefois, deux études concernant le dépistagergudrerche des saignements ont mis en
évidence que le nombre de cancers diagnostiqu&s apr test négatif était supérieur au
nombre de cancers dépistés grace a un test p@slidifdcastle et coll 1996; Kronborg et coll
1996).

De plus, aucune étude ne permet actuellement d&r jgy I'efficacité d'un programme de
dépistage de la population générale basé sur figpearéguliere d'une endoscopie.

Un programme pour tester l'efficacité de la pratigiune sigmoidoscopie souple entre 55 et
64 ans est en cours. Il s'agit de randomiser 195Hadnmes et femmes dans 10 centres de
soins anglais en 2 groupes: 1 groupe témoin deD@B0ndividus et un groupe de 65.000
individus auxquels il est proposé une sigmoidosespuple, les sujets chez qui on découvre
des polypes a haut-risque (plus de 3 adénomds, sapérieure a 10 mm) se voyant proposer
une coloscopie compléte puis un protocole de silamee adapté. Les premiéres études de
faisabilité sont encourageantes (Atkin et coll 1993

Compte tenu du codt d'une telle politique de préweanil est vraisemblable qu'elle reste
limitée aux populations a risque.

24



- LA CHEMOPREVENTION PAR LES AGENTS ANTI-
INFLAMMATOIRES NON STEROIDIENS:

La chemoprévention peut étre définie comme l'ittoh du développement tumoral
par 'administration de molécules naturelles outlsgtiques non toxiques avant ou pendant le
développement tumoral (prévention primaire) ou sare acte chirurgical et thérapeutique
pour éviter une rechute (prévention secondaire).

La stratégie de chemoprevention du cancer du gédorles agents anti-inflammatoires non
stéroidiens est particulierement attractive. Eetetfe nombreuses données épidémiologiques
et expérimentales supportent cette hypotheserdigerhents a long terme chez 'Homme sont
bien acceptés et leurs conséquences bien docureentée

1) Prévention primaire:

1-1) Données épidémiologiques:
Beaucoup de données proviennent du suivi de pstetteints de polyarthrite rhumatoide,
consommateurs réguliers d'AINS et d'aspirine. Daesx études, suédoise et finlandaise,
portant sur respectivement 11.863 et 9.469 patiattésnts de polyarthrite rhumatoide, les
risques de cancer colique et rectal étaient respacent de 40% et 30% inférieurs aux
risques attendus (Gridley et coll 1993; Kauppiadt £996).
Plusieurs études rendent compte de I'impact deise pl'aspirine ou d'AINS sur le risque de
survenue de cancers (Evans et coll 1995; La Veattall 1997) et de polypes rectocoliques
(Breuer-Katschinski et coll 1996; Sandler et c@9T). La consommation réguliére d'aspirine
et/ou d'AINS est associée a une diminution sigaifie de ces risques. Toutefois, cette
diminution du risque disparait lorsque la prise ifleéa long terme) est interrompue depuis
plus d'un an (Rosenberg et coll 1991). Cette olasierv suggere que l'effet de I'aspirine et des
AINS ne serait que suspensif.
L'amplitude de cette diminution varie de 21 a 6&J61s les études mais est le plus souvent de
I'ordre de 40 a 50%. Cet effet est observé tart eehommes que chez les femmes. De plus
ces études semblent mettre en évidence un effet do&e consommation supérieure a 325 mg
d'aspirine par jour et/ou d'une durée supérieuteats pourrait représenter le seuil limite
d'efficacité. Toutefois une étude de cohorte cautla un seuil limite d’efficacité beaucoup
plus tardif: en effet, la diminution du risque @bis marquée pour une durée d'exposition
supérieure a 10 ans, et elle ne devient signifieaqu'au dela de 20 ans (Giovanucci et coll
1995¢).

1-2) Données expérimentales:
Les données disponibles concernant l'aspirine @aet coll 1999), le sulindac (Piazza et col

1997), le piroxicam (Morishita et coll 1997) etbliprofen (Wargovich et coll 1995)
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permettent de conclure que ces drogues diminugnifisativement la carcinogenése colique
co-induite chez le rongeur. Cet effet est dose-udgeat. Bien qu'il soit plus intense lorsque
I'AINS est donné précocement par rapport a l'adstriation du carcinogene, il peut étre
observé méme lorsque le traitement est adminifitigdquirs semaines apres le carcinogene, ce
qui suggere alors un blocage au niveau de la piométmorale. L'aspirine agit aussi sur
I'initiation tumorale. Cet effet semble cependdétra que suspensif .

2) Prévention secondaire, Sulindac et polypose falle:

De nombreuses études permettent de conclure cudimglac administré a la dose de
100 a 400 mg par jour entraine une diminution duime et de la taille des polypes chez les
patients atteints de polypose familiale, préalakletncolectomisés (Nugent et coll 1992;
Giardello et coll 1993; Debinski et coll 1995). Bdétude de Labayle et coll. (Labayle et coll
1991), le sulindac administré par voie orale adaedde 100 mg trois fois par jour entraine la
disparition compléete des polypes rectaux dont déenéitre est inférieur ou égal & 5 mm apres
seulement 4 mois de traitement. Toutefois, la dispa est incompléte chez 3 patients sur 9.
Cet effet est observé méme lorsque le nombre dg@®lavant traitement est supérieur a 20.
Dans un second travail (Giardello et coll 1993)iséachez 22 patients dont 18 n'étaient pas
colectomisés , le sulindac administré a la dosé5femg deux fois par jour pendant 9 mois
entraine une diminution de 44% du nombre des pslgtale 35% de leur diamétre moyen
mais aucune régression compléte n'est observédmidsstration par voie rectale plus
récemment évaluée permet d'obtenir des résultaitdasies avec un traitement initial de 2
suppositoires de 150 mg par jour (Hirota et cof@)9
Les données sur l'efficacité du sulindac sur de pdagues périodes sont limitées. Dans la
série de Waddell et coll (1989), 7 patients onttétiéés pendant 19 a 85 mois par du sulindac
a la dose de 300 a 400 mg par jour. Une disparitmmpléete et durable des polypes a été
observée dans 5 de ces 7 cas pendant la duréaidument. Cependant, I'effet du sulindac
n'est que suspensif et aprés l'arrét du traitehesnpolypes réapparaissent en quelques mois.
Toutefois, les polypes régressent a nouveau saieinent est repris. Il est a noter que 3 cas
de cancer rectal apparus sous sulindac ont ét@nagp(Niv et coll 1994; Thorson et coll
1994; Lynch et coll 1995) malgré la disparition @esres polypes, ce qui suggerent que cette
drogue pourrait étre inefficace lorsque la proéiféan tumorale est déja trop avancée. Enfin,
dans le cadre de tels traitements a long terma&étaoissance progressive des doses de
sulindac est envisageable, la dose minimale efiagdant alors de 50 a 100 mg par jour
(Winde et coll 1997).

3) Limites et mécanismes:

3-1) Limites des AINS: les effets secondaires
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La limite de ce type de stratégie est due aux féetcondaires (Ishikawa et coll 1997)
provoqués par des traitements a long terme. Lesse$iecondaires principaux concernent le
tractus digestif supérieur avec des saignementsadles ulcéres. D’autres effets secondaires
plus rares peuvent toucher la peau (photosenéibiéis reins (néphrite) et le foie (hépatites).
En effet, dans le cadre d’'une étude d'interventsom des patients atteints de polypose
sporadique, de nombreux arréts de traitement pibetsesecondaires ainsi que la survenue
d'accidents hémorragiques potentiellement sévéntesté nécessaires (Ishikawa et coll 1997).
Toutefois, I'apparition récente de nouveaux typ@dNiS, inhibiteurs spécifiques de l'activité
COX-2, ne présentant pas d’effets secondairesgatide nouvelles perspectives.

3-2) Les mécanismes d’action:
A partir des données des expérimentations animaliesieurs mécanismes d’action potentiels
des AINS sont étudiés actuellement. Le mécanisnpule frequemment proposé implique
l'inhibition de l'activité cyclo-oxygénase (COX).dctivité COX, et plus particulierement
COX-2, est augmentée au cours de la carcinogersigpie L'expression de COX-2 est
augmentée au niveau des adénomes et carcinomesppart au tissu sain (Kargman et coll
1995).
L'implication de COX dans le mécanisme de protectst cependant controversée puisque
deux meétabolites du sulindac, sulfone et sulfide&sentent des effets antinéoplastiques
comparables alors que seul le dérivé sulfide inhdntivité COX (Piazza et coll 1995).

4) Conclusions:

Dans la majorité des études épidémiologiques amtlplus de 18 000 cas de cancers et

plus de 2000 cas de polypes rectocoliques, la comsdion d'aspirine et/ou d'AINS est
associée a une diminution du risque de polypeg eadcers rectocoliques. Cet effet apparait
d'autant plus important que la consommation eseane et réguliére.
Une étude d’intervention (Gann et coll 1993) a éedleffet de I'aspirine a la dose de 325 mg
prise un jour sur deux chez 22 071 médecins aniésic@lontaires engagés dans un essai de
prévention des maladies cardio-vasculaires. L'emoe@ des cancers ou des polypes
rectocoliques n'était pas modifiée aprés 5 ans rdiement. Cependant, 6 ans apres
I'inclusion, le risque relatif avait diminué tardyr les cancers que pour les polypes bien que
cette diminution n'atteigne pas le seuil de sigatfvité.
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- LA PREVENTION DU CANCER COLORECTAL PAR
MODIFICATION DU REGIME ALIMENTAIRE: LES DONNEES
EPIDEMIOLOGIQUES

1) Résultats et limites des études épidémiologicuautritionnelles:

Les données d'incidence sur le cancer coloredtalvars le monde font apparaitre des
différences considérables, avec des rapports d&3], antre pays a risque faible comme les
régions rurales d'Afrique, la Chine et I'Inde, e Fégions a risque élevé comme I'Australie,
I'Amérique du Nord et la plupart des pays d'Europadentale et nordique (Parkin 1992). De
plus, lincidence du cancer colorectal augmentesdas pays qui adoptent un régime
alimentaire occidental, comme cela a été le cas lgodapon (Boyle 1993). Les pays a bas
risque ont une prédominance de cancers du colat) thodis que les pays a haut risque sont
caractérisés par une large prépondérance desslmibaiis distales; ce qui laisse la aussi
supposer l'influence de facteurs alimentaires.

Mais, les résultats des études épidémiologiquesonepas suffisamment clairs pour justifier

des mesures de prévention. Une des difficultégedprétation des études sur les facteurs
alimentaires résulte des interactions qui existgrte les différents nutriments . Une autre
limite est due au fait que les premieres étapebédelution tumorale sont le plus souvent

asymptomatiques. Ainsi les groupes témoins serdantomparaison avec les groupes de
patients atteints de cancer peuvent comporter wopogion variable et non évaluée de

porteurs d'adénomes.

Toutefois, I'analyse d'ensemble des données épafldgiques, cliniques et expérimentales
suggere une corrélation (positive et négative)eeglimentation et carcinogenese.

2) Facteurs alimentaires modifiant la carcinogenéscolorectale:

2-1) Facteurs associés a une augmentation dierggtumeurs colorectales:

Potter et coll ont observé une association posinte la consommation de lipides et le
risque de cancer (Potter et coll 1993). Dans unédeétéalisée en Cote-d'Or (Faivre 1997), il
apparaissait que c’est essentiellement la consoimmadé matiéres grasses animales ajoutées
a l'alimentation (beurre, creme, saindoux) quitédasociée au risque de cancer colorectal.
Toutefois, d’autres études présentent des resuliiagscontrastés concernant cette association
positive.

Les résultats sont plus intéressants lorsque letegtsont focalisées sur des nutriments. Les
lipides saturés sont le plus souvent concernéscolassommation d'acides gras saturés
augmenterait le risque de cancer, celle d'acideu@éprésenterait un effet inverse. Une
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consommation élevée d'acide gras poly-insaturégpmelinoléigue augmenterait le risque de
cancer du rectum. Cette différence d’effet en fimmctlu type de graisse a été retrouvée dans
les modeles animaux, avec un effet protecteur ddssgras poly-insaturés de typ8.

En ce qui concerne les viandes (Potter et coll 1,998sieurs études montrent une relation
positive entre consommation de viande et risquecalecer mais les résultats sont tres
contrastés avec méme, parfois, la mise en évid#association négative. Une étude conduite
chez des infirmiéres américaines suggére qu'urie fmnsommation de viande rouge est un
facteur de risque et qu'a l'inverse les forts comeateurs de poisson et de poulet sont a bas
risque (Willett et coll 1990). Il a été égalemeniggéré que la cuisson des aliments en
particulier celle des graisses et des viandes ieetat la production de composés
carcinogenes. Les protéines de la viande seraibotigine d'amines hétérocycliques, tandis
gue la cuisson de graisses a haute températuraimivdies promoteurs de la cancérogenése.
Une étude suédoise montre une augmentation duerisigu cancer du célon pour les
consommateurs réguliers de viande longtemps cuaites ¢h graisse, avec un risque encore
plus élevé pour le rectum (Gerhardsson de Verdieole1991).

Role de l'alcool

Une étude de corrélation au Pays Bas avait attitiemtion sur le réle possible de la biére
dans la survenue du cancer colorectal (Goldbohoolefi994). Cette étude fait apparaitre un
lien statistiquement significatif mais faible ent@ncer colorectal et consommation d'alcool;
cette relation existe quelle que soit la local@matolique ou rectale du cancer et quel que soit
le type d'alcool. Cependant les études cas-témbitese études de cohorte restent tres
discordantes.

Une étude réalisée en Cote-d'Or (Boutron et cd@bl®net en évidence une liaison spécifique
entre alcool et risque d'adénome de taille supériaul cm. L'alcool interviendrait alors sur
une étape précoce de promotion du cancer: la ergissde I'adénome. Les mécanismes par
lesquels l'alcool pourrait intervenir ne sont pksrement établis. Si l'alcool ne semble pas
avoir d'effet carcinogéne direct, son métabollgsétaldéhyde, a un effet cytotoxique prouvé.
Il a été suggéré que I'éthanol aurait une actioecté sur la flore intestinale, avec production
de divers métabolites, en particulier des conceatra élevées d'acétaldéhyde (Seitz et coll
1998).

Dans une étude de 1994, Bostick et coll (Bostickadt 1994) observaient une association
positive entre la consommation de sucre et le esipitumeurs intestinales. De méme, dans
cette étude, il existait une relation dose-effetreerrisque de cancers colorectaux et
consommation de produits sucrés. Les études réalisg France mettent en évidence une
association positive avec les sucres aussi biem fgsucancers (Macquart-Moulin et coll
1986) que pour les adénomes (Macquart-Moulin ét1&87).
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Les mécanismes invoqués pour expliquer ces asgwmmatpassent en particulier par
I'nyperinsulinisme (Giovannucci et coll 1995a; Maivn-Eyssen et coll 1994).

Enfin, de nombreuses études ont mis en évidenceasseciation positive entre apport
calorigue élevé et risque de cancer colorectal (&ioucci et coll 1995a). Une telle
association a également été observée avec lesradértittle et coll 1993a). Ces études ont
fait apparaitre un risque élevé de cancer coldredtaz les obeses; le type d'obésité
préférentiellement associé avec un risque éleviueur étant I'obésité de type abdominal
(Giovannucci et coll 1995b ).

La sédentarité joue également un rble favorisast&ivis des tumeurs colorectales. De
nombreuses études ont mis en évidence un effetgbeotr net de l'activité physique sur le
risque de cancer colorectal (Thune et coll 199&isnégalement, plus modestement, sur le
risque d'adénome (Neugut et coll 1996).

2-2) Facteurs associés a une diminution du risgugmeur colorectale :

Si les études de corrélation géographique avarmip de soupconner le rle important joué
par les fibres alimentaires dans la protectiorawss des tumeurs colorectales, les données au
niveau individuel (étude de cas témoins) sont gigsordantes. Une étude américaine a mis
en évidence une relation inverse entre le risqueasheer colorectal et la consommation de
fibres pour des patients consommant plus de 27¢bdes par jour (Howe et coll 1992). En
extrapolant ces résultats a la population amégcaittiere, les auteurs estimaient méme que
la consommation de 13g par jour de fibres pouwaiuire de 21% par an le nombre de
cancers colorectaux aux USA (soit 50000 cas). Aeau des adénomes, plusieurs études ont
également observé une corrélation négative avemmgommation de fibres (Little et coll
1993b). Trés récemment le The New England Jourfnislealicine publiait les résultats d'une
étude épidémiologique (Fuchs et coll 1999) portamt88757 femmes agées de 34 a 59 ans
mettant en évidence l'absence de relation entreofssommation de fibres et l'apparition
d'adénomes ou de cancers colorectaux. La conclasiarette étude a toutefois été pondérée
notamment dans une lettre a Gastroenterology (Wa899) qui insistait sur le fait que
I'étude excluait la période de vie (au dela de BS8) au l'incidence tumorale dans la
population générale est la plus importante. De, ks études épidémiologiques ne rendent
pas compte de I'hétérogénéité physico-chimiqudidess alors que différents types de fibres
peuvent exercer des effets différents comme enitgraaine étude d'intervention chez des
femmes pré-ménopausées (Reddy et coll 1992).
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L'effet protecteur des légumes est un des résuksatplus constants des études a visée
étiologique. Un bilan des études épidémiologiquesi'en 1990 a montré qu'une majorité de
travaux étaient en faveur d'un effet protecteuo¢kret coll 1990). Ces études suggérent que
l'effet protecteur serait dG aux cruciferes : chochoux de Bruxelles, choux-fleurs, navets,
brocolis. Dans les autres études, I'ensemble desniés semble intervenir dans la diminution
du risque. Le rble protecteur des légumes verts estiun peu plus net que celui des légumes
verts cuits (Tuyns et coll 1988). Parmi les étulssplus récentes, une étude australienne
(Steinmetz et coll 1993) a mis en évidence un g@ifetecteur des oignons, des légumineuses,
ainsi que les fruits crus et les choux.

Un effet protecteur des fruits et/ou des légumedestsque d'adénome a été également mis
en évidence dans plusieurs études cas-témoin. Detnde réalisée en Coéte-d'Or, l'effet
protecteur des fruits était spécifique du risqugms adénomes (Faivre et coll 1997).
Plusieurs composants des légumes peuvent expligueeffet protecteur. lls sont riches en
vitamines antioxydantes et en fibres alimentaitissjouent également un rdle de lest qui
diminue la concentration des carcinogénes au nidazhol fécal.

De nombreuses données épidémiologiques, cliniquesxgérimentales, suggerent que la
consommation de calcium peut étre protectrice eoldr cancer colorectal. Le potentiel
préventif du calcium a été initialement suggéré ges études mettant en évidence une
relation inverse entre la consommation de calcidnviamine D et l'incidence tumorale
(Garland et coll 1985; Bostick et coll 1993a). Tefats, cette corrélation inverse n’a pas
toujours été observée (Kleibeuker et coll 1995)sklurs études chez des rongeurs mettaient
aussi en évidence un effet protecteur du calciums da cadre d’'une supplémentation en
calcium associée a une induction a la DMH (Sittioadl 1991). Suite a une étude de 1998, il
apparait que I'effet d’'une augmentation de la pdisealcium ait des effets trés limités sur des
marqueurs intermédiaires de la carcinogenese ®lifprolifération et différenciation
cellulaire) (Holt et coll 1998). Les études sur &&Enomes (Boutron et coll 1996) ne mettent
pas en évidence d'association avec la consomnagicalcium.

Enfin, plusieurs études suggérent un effet protecpécifiqgue des produits laitiers fermentés;
dans I'étude de Cote-d'Or, la consommation de yaait associée a un risque moindre des
adénomes (Boutron et coll 1996).

Il a été suggéré par des études expérimentaled'ahamal et par quelques études cas-témoin

chez 'Homme que les vitamines (vitamines A, Ct B-earoténe) et minéraux (sélénium) a

effet antioxydant pourraient diminuer le risque tdeneurs colorectales, mais les résultats

disponibles sont discordants. Une étude de colamrtéricaine a mis en évidence un effet

protecteur de la vitamine E en particulier consomnsdbus forme de suppléments
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alimentaires, c'est a dire a des doses supérieureslles contenues habituellement dans
I'alimentation (Bostick et coll 1993b). Cet efféétait pas observé pour d'autres vitamines
comme la vitamine C ou [ecaroténe.

Role des folates

Quelques études font apparaitre un réle proteatearfolates contre le risque de tumeurs
colorectales. Il est a noter que les Iégumes soatdes sources importantes de folates dans
I'alimentation. Une étude cas-témoin (Freudenhdicok 1991) a montré un effet protecteur
sur le risque de cancer du rectum lorsque l'onroétait I'apport calorique mais aucune
association avec le cancer du colon. L'effet ptetecobservé était maximal dans la catégorie
de consommation d'alcool la plus élevée, suggénaatinteraction entre I'effet des folates et
celui de I'alcool. Une étude de cohorte américé@ievannucci et coll 1993) a également mis
en évidence une relation significative entre lasoonmation alimentaire de folates et un

faible risque d'adénomes colorectaux.

Plusieurs études ont mis en évidence une relativarse entre consommation de café et
risque de cancer ou d'adénomes colorectaux. Lemséca impliqué n'est pas clair et pourrait
faire intervenir une réduction de I'excrétion fécdl cholestérol (Rosenberg et coll 1989).
Plus récemment une étude confirmait cette relatioerse entre consommation de café et
incidence tumorale (Giovannuci et coll 1998).

3) Etudes cliniques:

Un des grands progrés réalisé ces dernieres argmiede passage des études
d'observation a des essais de prévention (Vargeslle1992) qui testent les hypothéses les
plus solides des études antérieures. Ce type detest le seul moyen de démontrer s'il est
réellement possible, en modifiant des facteurs eiaires, d'influencer l'incidence des
tumeurs colorectales.

Les marqueurs les plus étudiés sont la prolifénatiellulaire colique et les acides biliaires
fécaux. Dans une étude contrdlée contre placeba BResujets, les sujets recevant un
supplément de 13,5 g de son de blé ou 1500 mg/aldéum avaient a 9 mois, une réduction
de 52% des concentrations d'acides biliaires totwe 48% de l'acide déoxycholique dans
les selles (Alberts et coll 1996). Une étude dfirgation avec des suppléments de vitamine E,
de p-caroténe ou de vitamine C chez des sujets portBadg&nomes colorectaux a permis de
rétablir des niveaux de prolifération cellulairengaires a ceux de témoins normaux avec la
vitamine C a la dose de 750 mg/j pendant un ma@sg-tarotene réduisait I'hyperprolifération
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seulement a la base des cryptes tandis que laimigal n'avait aucun effet (Cabhill et coll
1993). Il est également possible d'étudier les mezsybactériennes fécales associées au risque
de cancer colorectat. glucuronidase, nitroréductase ett déshydroxylase, enzyme clé de la
conversion des acides biliaires primaires en sesiogsl Une étude chez des femmes
préménopausées ayant pris 15 g de fibres par gnotgnt 8 semaines a mis en évidence une
hétérogénéité de l'effet selon le type de fibre.sba de blé réduisait tous les marqueurs
étudiés glucuronidase, azoréductase et nitroréductasepetiéshydroxylase, ainsi que les
concentrations fécales d'acide désoxycholiquepdibliqgue et de stérols neutres. Le son
d'avoine ne diminuait que les tauxglglucuronidase, azoréductase et nitroréductase sen

de mais avait des effets dissociés augmentant netex d'acide lithocholique et I'activité
de la 7a déshydroxylase (Reddy et coll 1992).

Intervention sur les tumeurs colorectales

Le critere de jugement de l'efficacité de l'intentven a rarement été jusqu'a présent le cancer.
Les études d'intervention prennent donc commereride jugement un "marqueur de risque"
du cancer colorectal. Plus celui-ci est proche alocer lui-méme, plus convaincante est la
démonstration. L'étape précédant le cancer est dellcroissance d'un adénome. Toutefois,
devant les difficultés de I'étude de croissance ddénomes, la plupart des études
d'intervention en cours ont pris la récidive d'am@as comme critere de jugement de
I'efficacité de l'intervention.

L'une (McKeown-Eyssen et coll 1988) indique que&itamine C (400 mg/j) et la vitamine E
(400 mg/j) pendant 2 ans ne diminuent pas le ristpueécidive des adénomes. L'autre fait
intervenir l'association d'une réduction de l'appor graisses associée a un supplément de
fibres (50g/j) comparée a un régime occidental rradt. Globalement, il n'existait aucune
différence entre les deux groupes en ce qui cordertaux de récidive des adénomes. Il faut
cependant signaler que chez les femmes, le taug&aildive était réduit de moitié (différence
non significative), associé a une diminution deislex biliaires fécaux, tandis que l'inverse
était observé chez les hommes, doublement du tauxédidive et augmentation des
concentrations d'acides biliaires fécaux (McKeowysgen et coll 1994).

L'étude australienne (MacLennan 1995) utilisantslgmpléments dg -caroténe (20 mg/j), de
fibres, ou un apport réduit en graisses pendamts4aamis en évidence un effet néfaste des
suppléments dg-caroténe (augmentation du risque d'adénomesheetréduction du risque
de gros adénomes avec moins de graisses et unErmmappation en fibres, I'effet maximal
étant obtenu avec une combinaison des deux intéownen

4) Conclusions des études épidémiologiques et djues:
Grace aux études épidémiologiques, des progretténtéalisés au cours de ces

derniéres années sur la connaissance des faat@piiguiés dans la cancérogenése colorectale
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et sur leurs mécanismes d'action. Les données iparfliscordantes des études
épidémiologigues ne permettent cependant pas edediare des recommandations reposant
sur des bases indiscutables. Le réle protecteulédames verts est de fait le mieux établi. Le
réle protecteur de (certaines?) fibres reste aimoef. Il y a également des données
convergentes suggérant qu'un apport calorique élmgvie sédentaire et un exces de poids
sont des facteurs de risque.

Plutét que des supplémentations nutritionnellesvaotu entrainer une pérennisation de
mauvaises habitudes alimentaires, certains autptéfreraient favoriser une véritable
éducation nutritionnelle, en corrigeant essentiedlet les apports excessifs en graisses et les
carences d'apport en végétaux.

Différentes stratégies de prévention primaire desicers colorectaux restent donc
envisageables. Elles pourraient dépasser le sistptie du conseil alimentaire si les agents
effecteurs présents dans l'alimentation et leur anddction étaient identifiés de maniére
indiscutable.

5) Mécanismes

Sous le terme de fibre se regroupe une grandett@ade substances provenant
principalement de la paroi cellulaire des végétquivont résister aux enzymes du tractus
digestif supérieur pour arriver intacts au niveau ablon et pour y étre dégradé par les
bactéries coliques. La définition proposée en 1887 Englyst et coll limite les fibres aux
polysaccharides non amylacés. Il semble pourtatispiensable d'y adjoindre les amidons qui
vont échapper a la digestion et ainsi atteindracistle colon (amidons résistants). Parler de
glucides indigestibles permet de regrouper cdérdifites familles en fonction de leur devenir
dans le tube digestif.

Le mécanisme d'action des fibres sur la carcinaggengestinale dépend vraisemblablement
de plusieurs mécanismes. Un de ces mécanismesrgentss interactions entre fibres,

bactéries intestinales et acides biliaires (Pagtecoll 1992). Les fibres insolubles ou peu
solubles ne sont pas dégradées au niveau detliinggéle et servent de substrat a certains
types de bactéries. Leur dégradation produit undifi@ation intestinale peu favorable a

I'action des enzymes nécessaires a la conversisnaddes biliaires primaires en acides
biliaires secondaires, en particulier, la @éshydroxylase (Potter et coll 1993). Cette enzyme
n'‘agit pas en dessous dun pH de 6,5. L'effet piete des fibres alimentaires pourrait

également s'exercer par l'intermédiaire de leuslyts de dégradation sous l'action des
bactéries intestinales, les acides gras a chaimeecd®armi ceux-ci, le butyrate qui est une
source d'énergie pour les colonocytes, joue un midgeur comme agent de contrdle des
processus de prolifération-différenciation-d'apsptdHague et coll 1996), et agit sur les
mécanismes intracellulaires de régulation de lesgion de certains génes (Basson et coll
1998).
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IV- LES OLIGOSACCHARIDES NON DIGESTIBLES: ALIMENTS
FONCTIONNELS ?

Le professeur Roberfroid M. a proposé la définitiguivante d'un aliment
fonctionnel: ‘aliment qui renferme un ingrédient, un micro-nugimh ou un produit chimique
naturel pour lesquels on dispose de résultats sifigmes démontrant des interactions significatives
et bénéfiques avec une ou un nombre limité deitorectians I'organisnie
Et parmi les fibres alimentaires, les oligosacaesginon digestibles (OND) semblent jouer un
réle nutritionnel particulierement important. Enfegf depuis une dizaine d’année, de
nombreuses données expérimentales impliqguent le® @Ens plusieurs phénoménes
biologiques bénéfiques pour la santé: effet prépiet absorption des minéraux, métabolisme
des lipides et interférence avec la carcinogenelsgue.

1) Définition:

Les OND sont naturellement présents dans laliater humaine, toutefois la

guantité assimilée quotidiennement dans un regyme tWestern diet” est faible et tres mal
connue. Les OND sont présents dans de hombreuseeplcomestibles mais aussi dans le
lait maternel. On les retrouve naturellement daslgnons, les artichauts et la chicorée.
Les OND sont composés d’'une moyenne de 2 a 10 raocdoarides: on parle de degré de
polymérisation de 2 a 10 (cf tableau 2). Il exighgsieurs classes d'OND comme l'inuline et
ses dérivés les fructo-oligosaccharides, les galalcjosaccharides et gluco-oligosaccharides
etc.

Oligosaccharides Non Digestibles Composition chimicp

> 95% d’oligosaccharides 3 2-1 fructan: sucrose,

Fructo-oligosaccharides fructose (dp: 2 a 5, 4 en moyenne)

> 99% d’oligosaccharides 3 2-1 fructan (dp: 10 a 12

Inuline
en moyenne)

85% d'oligogalactose: petite quantité de glucose,

Galacto-oligosaccharides
galactose et lactose

Xylo-oligosaccharides 70% de xylose, liaison 3 1-4 (dp 2 & 4)

Mélange d'oligomeres de glucose, liaisan 1-6

Isomalto-oligosaccharides .
(isomaltose, panose)

Tableau 2: Composition chimique d’OND (dp: degrégpdlymérisation)
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Les fructo-oligosaccharides sont composés d'urd&fructose (F) liées en 3 2-1 au sucrose
(G) pour former principalement le 1-Kestose (GH2)Nystose (GF3) et Fructosylnytose
(GF4) (cf figure 1). Les fructo-oligosaccharidest ame valeur énergétique de 6KJ par
gramme et ne présentent pas d’effet génotoxiqussinceénique ou toxicologique. lls
présentent un léger effet laxatif et peuvent adaguiantité ingérée provoquer des problemes
de flatulence (Yun et coll 1996).

CH20H CHp0OH

-

G
HOH2C HOH2C f
)
HOH HOH2C
F
CHxOH

GF3

Figure 1: Structure chimique des fructo-oligosacides. G: sucrose, F: fructose

2) Effet sur la flore colique:
2-1) Production d’acides gras a chaine courteG&{J5

Les OND, échappant a la dégradation le long duusadigestif supérieur, vont étre convertis
en AGCC par la flore anaérobie du célon. En fomctie 'OND, cette fermentation va
aboutir a la production de différentes proportiatiacétate, propionate et butyrate. La
dégradation des oligosaccharides aboutit aussgarération de gaz (hydrogéne, dioxyde de
carbone et méthane) et d’acides organiques comiraetkte. Ceci engendre la réduction du
pH et fournit une source d’énergie pour les bagseri
In vitro, la fermentation avec des bactéries coligues mmsaile fructo-oligosaccharides et
inuline augmente la proportion de propionate eytaie, celle de galacto-oligosaccharides
favorise la production d'acétate et propionate salgue les xylo-oligosaccharides augmente
préférentiellement celle d’acétate ( Campbell dtX@07; Djouzi et coll 1997).

2-2) Effet prébiotique:
On définit un prébiotique comme une molécule, quéehappant aux enzymes digestives du
tractus intestinal supérieur, atteint le cdlon pp@tre sélectivement utilisé et ainsi favoriser
la croissance d'un groupe limité de micro-organsmpesentant des propriétés bénéfiques
(Macfarlane et coll 1999). Les bifidobactéries e$ Ibactéries lactiques sont considérées
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comme les marqueurs de l'effet prébiotique, urtérbture abondante mettant en évidence
leur effet bénéfique.

Tous les OND ne présentent pas des propriétés opigimes; linuline et les fructo-
oligosaccharides sont les plus étudiés (Bouhnilcadt 1993). Dans une étude chez des
volontaires sains, la prise quotidienne de 8g. dectd-oligosaccharides augmente la
proportion de bifidobactéries dans les feces ddoi€) tout en réduisant la proportion de
clostridia et d’entérobactéries (Hidaka et coll @P&lusieurs autres études ont observé un
effet bifidogénique significatif de l'inuline et Ucto-oligosaccharides (Roberfroid et coll
1998). Les études concernant l'effet bifidogénigles galacto-oligosaccharides sont plus
contrastées (Ito et coll 1993; Alles et coll 1999)

Cet effet fortement bifidogénique des oligosacaesif? 1-2 fructan type inuline et fructo-
oligosaccharides peut étre attribué a leur straectuviochimique: leur chaine
oligosaccharidique est principalement formée detfgse branché en B 1-2. Ce type de
branchement est plus accessible a I'hydrolyse hantée.

3) Effet sur I'absorption des minéraux:

De nombreuses études ont mis en évidence que NB @ugmentent la
biodisponibilité¢ des minéraux (Scholz-Arhens etl ci998). Chez le rat, I'absorption de
calcium et de magnésium est augmentée par la canatom de fructo-oligosaccharides
(Lemort et coll 1997). Baba et coll (1996) avaitrmulé I'hypothése que cet effet des OND
sur I'absorption minérale se déroulait au niveawcdon: ce qui est une hypothéese originale
puisqu’il est admis que I'absorption s’effectuerdveau de l'intestin gréle.

Une étude chez des volontaires sains adolesceets @es isotopes stables, montre une
augmentation de I'absorption de 25% suite a lsseommation pendant une semaine de 15g.
par jour d'oligofructose (Van de Heuvel et coll 999

Cette augmentation de I'absorption minérale ouvee nduvelles perspectives. En effet,
Scholz-Arhenset coll (1998), en utilisant des @tariectomisés comme modele animal de
femmes ménopausées, mettent en évidence une aagimende I'absorption de calcium
aprés consommation d’inuline. De plus, ils démanitrgue ce calcium est effectivement
utilisé a l'augmentation de la densité osseusesafdi donc de linuline un outil contre
l'ostéoporose.

4) Effet des OND sur le métabolisme lipidique:

Plusieurs expérimentations animales suggerent lgquenétabolisme lipidique est
affecté par la consommation d’inuline et de frucligosaccharides. En effet, les travaux de
Fiordaliso en 1995 (Fiordaliso et coll 1995), ordrmis de mettre en évidence une
hypolipidémie (plus particulierement triglycéridéhni associée a la consommation
d'oligofructose chez le rat. Plusieurs études daindes résultats similaires chez le rat a la
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dose de 100g/kg d’oligofructose (Delzenne et c883; Hata et coll 1983). Par contre le taux
de cholestérol n’est pas toujours réduit dans udéateocanimal.

Enfin, une intervention chez des patients atteititypercholestérolémie (LDL-cholestérol)

avec de l'oligofructose a 8g/jour (Yamashita et £6B4) ou de l'inuline a 8g/jour (Davidson

et coll 1998) régule leur taux de cholestérol danti

5) Effet des pré et probiotiques sur la carcinogerse colique

et 'immunité:

Aujourd’hui, il est généralement admis qu’un pailgjue est une préparation d’'un ou
plusieurs micro-organismes vivants qui, adminis@éEHomme ou I'animal, engendre des
effets bénéfiques en améliorant les propriétésadiote endogene (Havenaar et coll 1992).
Les bactéries les plus utilisées pour leur pro@rigobiotique sont les bactéries lactiques:
Lactobacillus acidophilus, L. casei, Bifidobacteriubifidum, B. longun{Conway et coll
1998).

Dans le cadre des études des propriétés bénéfigsdmctéries lactiques, deux stratégies sont
possibles: administrer directement la bactérietéfét (Probiotique) ou la fibre (Prébiotique)
qui favorisera préférentiellement la croissancelad®actérie. Plusieurs travaux ont étudié
I'effet des pré et probiotiques sur la carcinoger@sique et sur le systeme immunitaire.

Depuis les années 1980, de nombreux groupes seirgéressés a une potentielle
action anti-tumorale des probiotiques. De nombreusteides chez I'animal et dans une
moindre mesure chez I'Homme ont permis de valodséte hypothese. En effet, des 1979, le
nombre de tumeurs hépatiques, chez une souris anecflore intestinale comprenant
Eschericia coli, Enterococcus faecals Clostridium paraputrificum est considérablement
diminué si B. longum est présent (Mitzutani et coll 1979). Des travanlys récents,
confirmérent cette action anti-tumorale des probias chez des souris porteuses de tumeurs
Meth-A (fribrosarcomes): les résultats mirent efdémce que l'injection intra-pleurale de
caseiaugmentait la survie des souris porteuses de ttan@vec certains cas de guérisons. Les
études d'immunodéplétion permirent de mettre erdehde que les lymphocytes CD8+
participaient a cet effet bénéfique (Matsuzakiatt £996).

Toutefois, d’autres groupes se sont concentrésifgpéement sur cet effet anti-
tumoral dans le cadre du cancer colique dans dekeles animaux chimio-induits (DMH et
AOM) (cf Tableau 3).

Au début des années 80, Goldin et coll (1980)s&tilt le modéle de rat induit a la DMH pour

étudier I'impact d’une supplémentation en Lactoliagur I'incidence tumorale colique: une

supplémentation orale en L. acidophilus provoque néauction de 77% a 40% du nombre de

rats porteurs de tumeurs coliques pour le groupplémenté. D’autres travaux présentés dans

le tableau 3 confirment cette observation avectiauprobiotiques comnig. longum. Trés

récemment, le groupe de Reddy (Rao et coll 1999)tmaine réduction du nombre total et
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par cm2 de cryptes aberrantes (Iésion potentiehémeécancéreuse) chez des rats traités a
I’AOM lorsqu'ils sont nourris avec un régime alin&ire standardisé contenant 0,2 ou 4% de
L. acidophilus cette réduction significative étant dose dépeted@<0,05).

Chez le rat induit a 'AOM, la consommation sépatéeBifidobactéries et d’'inuline provoque
une diminution du nombre de cryptes aberrantesesigectivement 26 et 41%. Par contre, la
combinaison fibre + probiotique (symbiotique) pvque une chute de 80% des cryptes
aberrantes totales et de 59% des foyers de crgptrsantes (>4 cryptes par foyer) par rapport
au groupe témoin (Rowland et coll 1998). Puisqusulgplémentation eR. longumdébutait 1
semaine aprées l'injection du carcinogéne, les asiteoncluaient a un effet protecteur contre
les stades précoces de la carcinogenése. Toutkfgisptocole utilisé (supplémentation tres
proche de l'induction) ne permet pas d'étudiefféte protecteur contre des stades plus
avancés. Enfin, Reddy et Rivenson en 1993 ontsétié modele du rat induit a I'lQ (2 amino-
3-methylimidazo quinolone) pour induire des tumecmtiques, hépatiques, et mammaires.
Une supplémentation de 0,5% Be longumréduit I'incidence tumorale coliqgue de 100%,
celle des tumeurs hépatigues de 80% et celle Wilegurs mammaires de 50%.

Pro et prébiotiques  Effet sur la carcinogenese cajue

Références Modeéle animal
_ Diminution du pourcentage de
Gl‘gg'” Rat DMH L. acidophilus rats porteurs de tumeurs de
(1989 77 & 44%.
L .
Shakelford Rat DMH L. bulgaris Diminution ple 28a 7(0 de rats
(1983 morts a 36 semaines
Diminution du % de rats porteurs
-'-(i';‘;‘go Rat DMH L. helveticus de tumeurs et de tumeurs/animal
; Diminution du nombre de cryptes
Koo Souris DMH B. longun+ 5% N )
(1991) oligofructose aberrantes a 20 et 30 semaines
Kulkarm Rat AOM B. longum(1,5 et D|m|nut|onadbté:1r(;r:tt;;e de cryptes
0 N
(1999 3% du regime) (effet dose sensible)
Rowland Rat AOM Inuline +B. longum Réduction du nombre de cryptes
(1999 aberrantes totales
: Pas d’effet sur cryptes aberrantes
0,
Rao Rat AOM Inuline (10% du totales, diminution du nombre
(1999 régime)
len?
Rao Rat AOM L. casei(0,2 et 4% Reductlct))n du nombre Icle cryptes
(1999 du régime) aberrantes totales
(effet dose)
Autres types de cancers
Matsuzaki Souris + tumeurs Meth-A L. casei(injection Guérison et survie augmentée
(1996 (fibrosarcome) intra-pleurale) (implication des L.T CD8+)
Taper Souris + tumeurs en i.m. 15% oligofructose Diminution de la croissance
(1997 (TLT et EMT®6) ou inuline tumorale
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Tableau 3: Pro et prébiotiques et carcinogenése

Ainsi de nombreuses études animales valident I'thgs®e de la protection exercée par des
probiotiques contre la carcinogenése colique. Essltatsin vivo ont été confirmés par des
travauxin vitro de Baricault et coll (1995) montrant une inhihitide la croissance de cellules
tumorales coliques (HT-29) par des bifidobactériesitefois une étude de la flore de patients
américains et japonais par Moore et coll (1995)ia em évidence une corrélation positive
entre concentration de Bifidobactéries et le resda cancer colique.

Méme si les résultats expérimentaux sont nombriasxmécanismes mis en jeu ne
sont pas clairement définis. Plusieurs équipespqgtimis en évidence un effet protecteur des
probiotiques, ont observé simultanément a la baisskincidence tumorale une diminution
de lactivité de plusieurs enzymes bactérienneseni@iement impliquées dans la
carcinogenese coliqgue commepiglucuronidase. Ainsi, Rowland et coll observerene
baisse de cette activité enzymatique ainsi qu’wigsk du pH, paralléle a I'effet protecteur de
la supplémentation eB. longum(Rowland et coll 1998). Rao et coll (1999) mettent
évidence une baisse dose dépendante de I'agiihgtécuronidase faisant suite a I'addition de
L. acidophilusdans la nourriture chez le rat chimio-induit. Liegcoll (1994) confirmérent
ces résultats chez 'Homme et montrerent une ditiwnude 40% de l'activité de nombreuses
enzymes bactériennes donplglucuronidase aprés une supplémentation oralesgendines
avec des lactobacilli.

D'autres hypothéses ont été proposées pour expliceie “effet probiotique”. Plusieurs
groupes ont rapporté que I'expression de I'Ornghid¥carboxylase (ODC: enzyme clef de la
synthése des polyamines) était significativemenhimiée par le traitement avec des
bifidobactéries de rats induits a ’AOM. L'ODC selmlé&tre impliquée dans la carcinogenese
colique puisqu'une forte expression d'ODC est ratée dans les adénocarcinomes. Un
traitement au difluoromethylornithine qui est uriliiteur spécifique de I'ODC inhibe le
développement des tumeurs coliques induites p&M~Achez le rat (Shinge et coll 1992).
Enfin, Reddy (1999) rapporte que I'effet inhibitede la carcinogenése provoqué par une
supplémentation en bifidobactéries est associé eahaisse de I'expression d’'ODC, sans
toutefois en expliquer le mécanisme.

Une autre hypothése impligue les bactéries lacsiguetant que possible immunomodulateur.
L’administration de bifidobactéries et autres baetlactiques (viables ou non) est capable
dans certains cas d’induire une réponse anti-tuoravitro etin-vivo. Kohwi et coll (1978)
montrent que l'injection de bifidobactéries dansldaion inhibe la croissance de cellules
tumorales Meth-A injectées en sous-cutanée. De iplustro, Sekine et coll (1995) observent
gu’un extrait de paroi de Bifidobactéries est cépabaugmenter I'activité anti-tumorala-
vitro de cellules immunocompétentes de souris. Lee Bt (t693) étudient la réponse
immunitaire de souris BALB/C et C57BL/6 a l'absioptde différents types de bactéries
lactiques et mettent en évidence une activité raiague forte des bifidobactérie’. jongum,
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bifidum et adolescent)stout particulierement sur les cellules issues plegues de Peyer.
Suite & ces travaux préliminaires, les auteurs qmaient qu’une supplémentation en
bifidobactéries pouvait aboutir a une stimulatiansysteme immunitaire du tractus digestif
contre des bactéries pathogénes ou contre desleseltumorales. Pour aborder plus
précisément l'effet des probiotiques sur le systémmunitaire, d’autres auteurs se sont
focalisés sur la production de cytokines suite & sapplémentatiom vivo et in vitro en
bactéries lactiques. La production de deux cytakpminflammatoires, le TNF alpha et L'IL-
6, par des leucocytes mononucléaires sanguins tiestilée par des bactéries lactiques
vivantes ou fixées au glutaraldehyd&fidobacteriumet Lactobacillug (Miettinen et coll
1996). Dans tous les cas, les bactéries vivantamilsnt plus fortement la production de
cytokines. La production de TNFet IL-6 induite par l'addition de bactéries vivantest
supérieure a celle obtenue par l'addition de LR®8satjue ce dernier est classiquement
reconnu comme un stimulateur de la production decgtokines. Les auteurs concluent a une
capacité des bactéries lactiques a stimuler l'imtdumon spécifique. D’autres études
montrent aussi une stimulation de la productioncgkines par les bactéries lactiques
(Pereyra et coll 1993, Matsuzaki et coll 1996).

Les travaux concernant I'effet des prébiotiques laucarcinogenése colique sont beaucoup
plus limités. Reddy et coll (1997) supplémententéigime de rats traités a ’AOM a hauteur
de 100g/kg d'inuline ou d'oligofructose. Dans lesud cas, cette supplémentation, débutée
avant I'induction, engendre une diminution stagisgément significative du nombre de foyers
de cryptes aberrantes démontrant une action prcg&aontre les stades tres précoces de la
carcinogenese. Rowland et coll (1998) ont aussemBsun effet protecteur de l'inuline
(50g/kg) mais cette fois contre la phase de pramotie la tumorigenése puisque la
supplémentation débutait aprés l'injection de lrtgehimio-inducteur. Enfin, Taper et coll
(1997) montrent un effet protecteur d'oligofructost de l'inuline (150g/kg) contre le
développement de cellules tumorales hépatiques )(HtTmammaires (MT6) injectées en
sous-cutané a des souris, effet associé a uneesawgmentée. Enfin, des galacto-
oligosaccharides limitent le développement de eyptberrantes (rats traités a DMH) dans le
cadre d’un régime riche en graisse, alors que llalase, fibre non fermentescible est sans
effet (Wijnands et coll 1999).

En résumé, de nombreuses données expérimentakbsnimen évidence un effet
bénéfique potentiel des pré et probiotiques ssatdé: absorption des minéraux, métabolisme
des lipides et protection contre le développentanioral. Beaucoup de résultats sont
encourageants, en particulier avec les OND typell3fraictan (fructo-oligosaccharides et
inuline) et les bifidobactéries, mais ils demandeétre validés chez I'Homme.
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LES MODELES ANIMAUX

I- INDUCTION CHIMIQUE CHEZ LES RONGEURS

Le modeéle le plus souvent utilisé est linductipar injection de carcinogéenes
chimiques par voie sous-cutarg®@(ou intrapéritonéaleif) chez le rat et la souris. Les
carcinogenes peuvent étre classés en trois caégor
Les pro-carcinogenes (Hawks et coll 1971) comme3]2'-dimethyl-4-aminobiphenyl
(DMAB), la 2-dimethylhydrazine (DMH) (Thurnherr etoll 1973) et son métabolite
I'azoxymethane (AOM). Ces carcinogénes sont coisvert molécules électrophiles par le
foie.

Les carcinogénes directs comme [I'éthylnitrosour&®U) et la n-Methyl-n-Nitro-n-
Nitrosoguanidine (MNNG) (Narisawa et coll 1971) .

Ces deux types de carcinogénes gagnent l'inteatidapcirculation sanguine ou par la bile
conjugués a l'acide glucuronique. Des enzymes doncéu de la flore conduisent a la
formation de I'agent électrophile, carcinogenematiqui interagit avec 'ADN. La méthylation
de I'ADN qui en résulte provoque des mutationsdes mésappariements au niveau G-T au
cours des réplications ultérieures.

L'injection de ce type de carcinogene engendreuét terme des foyers de cryptes aberrantes
(dés deux semaines, Archer et coll 1992) qui sonisidérés comme des marqueurs pré-
néoplastiques. A plus long terme, l'injection hehddaire de DMH (10 a 20 mg/kg)
provoque l'apparition de tumeurs coliques apréspénede de 6 mois (Lamont et coll 1978).
Les tumeurs obtenues avec ce type de modeéle partagec les tumeurs humaines de
nombreuses similarités histologiques et biologiqiiesitefois, la séquence d'apparition de ces
tumeurs chimiquement induites ne suit pas toujtausgquence adénome-carcinome qui est la
plus fréquente chez I'Homme. Enfin, ils sont pldément différents des carcinogénes qui
sont responsables des cancers colorectaux chemrido et la pertinence des événements
génétiques qui conduisent au cancer n'est paslait établie.

Une troisieme catégorie de carcinogénes est fopaéées amines hétérocycliques (PhIP: 2-
Amino -1- méthyl -6- phenyl {4,5-b} pyridine, ou I@- amino -3- methyl-imidazo (4,5p)
quinoline) qui sont des molécules mutigénes predyar la pyrolyse des viandes, sans doute
plus proches des carcinogénes chez I'Homme (Sugjmi@94). L'apparition des lésions
précancéreuses et des tumeurs est toutefois ritiecidence est faible, ce qui explique que
ces modeles soient moins utilisés.
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II- LES MODELES GENETIQUES

Jusqu’au début des années 90, les modeles anideacarcinogenése colique étaient
donc principalement des rongeurs soumis a destimjscde carcinogenes chimiques. Les
modeles génétiques sont apparus plus réecemmentjdés par une trés bonne connaissance
de la séquence des altérations génétigues qui mmuaux cancers colorectaux.
L'implication précoce de mutations ou troncationsggéneAPC dans tous les cancers de type
PAF (polypose adénomateuse familiale) et dans l@riteades cancers de type sporadique,
faisait de ce gene une cible privilégiée pour lattion d’un modéle animal. Toutefois une
tentative a concerné le gene p53 dont l'implicatest fréequente mais tardive dans la
cancérogenese colique.

1) Altérations de p53

Un modele de souris dont les deux alleles degpaignt inactivés a été mis au point.
Ces souris meurent précocement de lymphomes ebrnsasc sans présenter de tumeurs
coliques (Pories et coll 1993). Ce modele murinrespond plutdét au rare syndrome Li-
Fraumeni qui prédispose a une incidence tumoralépteuou sont également impliquées des
mutations dApc

2) Altérations d'Apc

2-1) La sourigMin : phénotype et génotype:
Moser et coll (1990) ont été les premiers a obtésans le rechercher) un modéle génétique
impliquant le géneApc Une lignée de souris a été obtenue dans le addree chimio-
induction a I'éthylnitrosourée (ENU) de souris nsa€57BL/6. Pour tester I'héréditabilité de
ce caractere, ces souris males ont été croiséedasesouris femelles C57BL/6. Il s’est avéré
que ce phénotype était transmissible: cette ligiseearactérisée par I'apparition spontanée de
29 +/- 10 adénomes repartis dans lintestin gréleleecdblon, certains progressant en
adénocarcinomes chez les souris les plus agéekirée de vie étant de 119 +/- 31 jours.
L’anémie apparaissant a partir du $®8jour est un caractére associé au phéndipe
Les sourisMin femelles ne peuvent pas mener une portée a tdrfee souris homozygotes
meurent in-utero. La lignée est donc maintenuereisant des souridMin males avec des
femelles C57BL/6. Avant la mise au point du testdégection par PCR de la mutation,
I'anémie était utilisée comme marqueur de la motagiour détecter les souris porteuses de la
mutationMin.
Les travaux de Luongo et coll (1993) ont permidabér que la mutatioMin était associée

au chromosome murin 18 qui poAec Su et coll (1992), par séquencage des 8535 pdares
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bases de 'ADN complémentaire d@c, ont identifié une mutation germinale dominante non
sens au niveau du codon 850 du gApe transition T->A, qui engendre la transformation
d’une leucine (TTG) en codon stop (TAG) et la sgstind'une protéine tronquée.

Particularité d'espece, chez la souMin, la majorité des adénomes apparaissent dans
I'intestin gréle alors que chez I'Homme leur réftam est essentiellement colique.

2-2) Les autres modelégpc
Fodde et coll (1994) introduisirent une mutatioopstians le 18"eexon du génépc et par
recombinaison homologue établirent une lignée deisthétérozygotes pour cette mutation.
Cette modification en C-terminal au niveau de tigcaminé 1638 de la protéine Apc aboutit a
la formation de nombreux adénomes intestinaux. Resirsouris agées de plus de 20
semaines, certains adénomes ont évolué en carcinam@iveau du duodenum et jejunum
avec infiltration de la sous-muqueuse. De plusxdsauris ayant survécu plus d’'un an (la
durée de vie moyenne étant de 32 semaines) présgnaissi des carcinomes gastriques.
Enfin, cette mutation est |étale pour les sourismbpygotes.
De la méme maniere, Oshima et coll (1995a) ontliétale lignée de souris C57BL/6 mutées
pour un allele &pc par recombinaison homologue. Ce géne muté code ymi protéine
tronquée au niveau de l'acide aminé 716 qui dommereom a la lignée: Af/16. Cette
mutation est, comme pour la souris Apc 1638, |&alar les souris homozygotes deés le stade
embryonnaire. Les souris hétérozygotes portenadésomes tout le long du tractus intestinal
avec une localisation préférentielle dans l'intestiéle: le nombre d’adénomes est de 256 +/-
55 pour des souris de 16 semaines. Les premiersoass apparaissent des la troisieme
semaine et présentent tous la perte de lallélevegm) indiquant que la perte de
I'hnétérozygotie est responsable de la formationadsiomes chez ces souris.

2-3)APCet carcinogenése coligue chez 'Homme
Ces modeles sont tres proches de la polypose adémase familiale (PAF) qui résulte de
mutations germinales au niveau du g&pe porté par le chromosome 5qg21.

Epithelium Adénome Adénome Adénome ,
—| hyper | précoce | P fintermédiairg | tardif [~ Carcinome

o |—

Epithélium
normal

déméthylation K-ras DCC p53
de I'ADN mutation perte perte
allélique allélique

Cascade génétique de la carcinogenése coliquedsgplgenstein et coll 1993)

Chez I'Homme, tout comme chez la souris, alors tquées les cellules portent la mutation,
seules quelques unes d'entre elles formeront désoatks, et parmi ces adénomes, seuls
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certains évolueront en carcinomes. La fréguencentdations somatiquesAPC dans les
cancers coliques sporadiques (entre 60 et 80 %jjeetditary Non Polyposis Colorectal
Cancer, font de ces souris des modeles pour teusalecers coliques (Bonneton et coll 1996,
Shoemaker et coll 1997a) .

Chez 'Homme, que ce soit dans le cadre de la PdEeas cancers sporadiques, plusieurs
centaines de mutations ont été identifiées. La méjale ces mutations aboutissent a la
formation d’'un polypeptide tronqué. Dans la PAI, teutations sont réparties dans la moitié
5 avec deux points chauds au niveau des codon& 206309, alors que les mutations
somatiques sont concentrées sur MCR (pour mutatiester région) située entre les codons
1286 et 1513. Les formes les plus séveres de padyptant associées a des mutations situées
dans MCR, plusieurs auteurs ont suggéré que cegtions sont plus tumorigenes que toutes
les autres mutations réparties sur le reste du. getimverse, les mutations germinales avant
le codon 157 engendrent souvent des phénotypesuéiéavec un nombre de tumeurs
inférieur et une apparition plus tardive. Ces fsnagténuées ont été nommées AAPC pour
Attenuated Adenomatous Polyposis Coli. La localisatde la mutation aurait donc une
influence prépondérante sur le phénotype engerairéne dans les modéles souris (Polakis
1997).

2-4) Les autres lésions:
On observe des lésions extra-intestinales danAfad@mme chez la sourldin.
Chez I'Homme, on observe quelquefois des tumewmadligles. Les Iésions oculaires sont
fréquentes chez les patients PAF (CHRPE pour Catagdrypertrophy of the retinal pigment
epithelium) dont la sévérité est liée a la posititenla mutation sur le gemgpc (Bunyan et
coll 1995).
Chez la sourisMin on observe parfois des kystes épidermoides damtidénce est
significativement augmentée (60% des souris) paraitement a 'ENU. 5% des soui4in
femelles développent des tumeurs mammaires et fléguence est la aussi fortement
augmentée par 'ENU. Les tumeurs desmoides sontqudre, tres rares chez les solis
traitées ou non a 'ENU. Enfin, les soulin peuvent présenter des cryptes kystiqgues dans
l'intestin gréle dont le nombre est amplifié p&NU et qui ne sont pas des lésions
prénéoplasigues (Shoemaker et coll 1995).

3) La protéine APC : structure-fonction
3-1) Les différents domaines de la protéine APC:

Chez 'Homme, le gen@&PC qui comporte 15 exons, code pour une protéine8dd 2a qui
partage 90% d’identité avec la protéine murine 8#52aa.

45



La protéine APC présente dans sa partie amino nafeniun site d’homodimérisation. Les
protéines mutantes d'APC conservent ce domainewatept s’associan vivo a la protéine
sauvage (Su et coll 1993).

La partie C-terminale présente un domaine d’assoniaux microtubules qui est souvent
délété dans les cancers, ainsi que des domainssodiation a 'homologue humain du
Drosophila discs large gene (DLG) et a une protaitefonction inconnue nommée EB1 (Su
et coll 1995). De plus, la protéine peut dans stigpeentrale se lier a R-catenine, protéine
intracellulaire pouvant interagir avec I'E-cadheripour réguler I'adhésion cellulaire (Polakis
et coll 1997). Ce site de liaison est entouré pasite important dans la régulation deg3la
catenine ainsi que sept domaines arm (arm pourddtcnaomologue de I@-catenine chez la
drosophile) (cf Figure 2)

Site de fixation Domaine d’association
de la B-catenine abDLG
Sites arm — —
453 766 1020 1169 2771 2843
s -y - 1 2843 aa
71 21.342 207/5 2143 2843
. N
Région Site d'association aux
d’homodimerisation Site kinase-régulateur microtubules
de la B-catenine 2560 2843

Site de fixation
a EB1

Figure 2: Les différents domaines de la protein€A&dapté de Shoemaker et coll 1997a)
3-2) Les protéines associées et les fonctione@'A

- APC et adhésion
Bien gu'il soit encore impossible d’expliqguer commhales pertes de fonctionnalité d'APC
aboutissent a la formation de tumeurs, plusieupetigses impliquant les protéines associées
a APC ont été proposées.
L’hypotheése la plus ancienne implique APC dans riecgssus d’adhésion cellulaire: cette
protéine peut se lier a [Bxcatenine par le domaine de fixation situé entseaeides aminés
1020 et 1169. Un double marquage chez la sourisrmip de mettre en évidence une co-
localisation d'Apc et de If-catenine le long de la paroi latérale des celldpghéliales
(Senda et coll 1996). LA-catenine est une protéine cytoplasmique qui réigaeadhésions
homotypiques entre les cellules épithéliales via sderaction avec I'E-cadherine. Les E-
cadherines sont des protéines membranaires respessde liaisons calcium dépendantes
dans la région apicale des cellules, et leurs antems directes avec [R-catenine sont
indispensables a leur fonction normale.
APC et E-cadherine forment des complexes indépésdamec la3-catenine (Shoemaker et
coll 1997a). Ainsi, le complexe cytoplasmique AB€Aténine interviendrait dans le contréle
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du pool E-cadhérinBtcaténine, par compétition directe entre APC eta@hérine pour la
formation des complexes avec [facaténine et par interaction entre APC et lanser
thréonine glycogen synthase kinase (GSRK)e® régulant le niveau dgcatenine libre par
dégradation une fois celle-ci liée au complexe APEK-3/conductine. La GSK{3assure la
phosphorylation (Munemitsu et coll 1995), d’'un dameaaminoterminal de Ig-caténine et
d'un deuxieme domaine de liaison entre APCpetaténine. Cette phosphorylation est
indispensable a la dégradation defl@aténine, tout comme l'adhésion de la conductine
(Rubinfeld et coll 1996). Dans des conditions ndesale niveau d@-caténine est faible et
puisqu’APC forme avec celle-ci un complexe cytapigsie exclusif du complexe
membranaire3-caténine/E-cadhérine, I'expression d’APC pouraitinuer la formation du
complexef3-caténine/E-cadhérine et ainsi jouer un role dealedgur négatif de I'adhésion.

A l'inverse lorsqu'APC est muté, la dégradationalg-catenine est impossible, aboutissant a
une accumulation cytoplasmique dB-catenine. La conséquence pourrait en étre
'augmentation de la formation des complefesaténine/E-cadhérine, favorisant I'adhésion
des cellules transformées et limitant leur exf@iat D’autres molécules associées impliquent
APC dans le processus d’adhésion cellulaire. AR€ragit ainsi avec I’homologue humain
du géne supresseur de tumeur DLG (Drosophila Oiscge) en formant un complexe au
niveau des "tight-junctions” (Matsumine et coll 69Son adhésion aux microtubules semble
impliqguer APC dans des processus de régulatioradsigration et de I'adhésion cellulaire.
L'intéraction d'APC avec les microtubules pournaérmettre la transmission du signal du
complexe3-catenine/E-cadhérine au cytosquelette. APC pentriboer au mécanisme de
migration cellulaire puisque cette protéine esbcalisée avec les microtubules au niveau des
régions de la membrane cytoplasmique impliquées @amigration cellulaire (Nathke et coll
1996), et qu'une mutation au niveau de APC s’oppasee meécanisme. Les cellules
épithéliales, incapables de migrer, s’accumuletai@ams les cryptes au lieu d'étre éliminées
dans la lumiere intestinale conduisant ainsi @teétion de I'adénome.

-APC et prolifération

Les relations APC-prolifération ont été mises emlévce il y a plusieurs années par la perte
de répression de la prolifération des cellulesqe@s chez les patients atteints de PAF qui
présentent une mutation au niveau de ce gene. &aegl montrent qu’'une transfection du
géneAPC sauvage diminue I'activité kinase du complexe iogsE /cdk2 (cyclin dependant
kinase 2) qui est impligué dans le contrble du ages£n phase G1/S (Baeg et coll 1995): une
mutation au niveau d&PC engendre par arrét de cette régulation négativactéevité kinase
une augmentation de la prolifération. Zhang et ¢b897) confirment chez 'Homme et la
sourisMin en montrant au niveau des adénomes une augmendatibexpression de cycline
D1 et cdk4 associée a une hausse de la proliféardgs cellules néoplasiques. Toutefois, ces

auteurs ne concluent pas a une relation diredte ees effets et la mutatidxPC.
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Plus récemment, APC a été impligué dans la régulatie la prolifération via son
appartenance a la voie Wnt-1. Wnt-1, équivalentgéne Wingless chez la drosophile,
intervient dans le développement du systéme nencamtral des mammiféeres et a été
impliqué dans la formation de tumeurs mammairez ¢aesouris. Le facteur de croissance
Wnt-1, qui est une glycoprotéine sécrétée entraimmme chez la drosophile, I'inhibition de
la GSK-33 via I'hnomologue de la DSH entrainant ainsi I'acadation de |a3-catenine par
stabilisation du complexe AP@tatenine (Papkoff et coll 1996). APC serait dont u
régulateur négatif de la voie Wnt-1. En aval du ptaxe APCB-catenine, une interaction
entre laf3-catenine et le facteur de transcription de la fientief / Tcf (Lymphoid enhancer
factor / T cell factor) confére a Ig-catenine un potentiel d’activateur transcriptidnne
L’association 3-catenine / Tcf permet a [&catenine d’étre transloquée dans le noyau et d'y
jouer son role de transactivateur, Tcf servant eet@nnaissance de I'ADN (Polakis et coll
1997). Plus tard, I'équipe de Vogelstein (He el d8198) identifie c-Myc, un régulateur
essentiel de la prolifération cellulaire, commenétame cible de ce complexe transactivateur.
Cette théorie a été confirmée par les travaux den@het coll (1998) qui, par
immunohistochimie, ont mis en évidence que Baatenine présente une localisation
préférentiellement nucléaire dans les cellulesgo@$ cancéreuses humaines SW48, et
s'accumule au niveau du nucleus chez les sMinst ApcA716. Ces résultats confirment la
translocation et la stabilisation nucléaire d@-4eatenine dans les cancers coliques avec perte
de fonction de APC.
APC se trouve donc dans le systéme suivant (figurdans une cellule normale (figure 3A)
non stimulée par Wnt-1, GSKBI'est pas inactivée et peut provoquer la phospaton du
complexe AP(3-caténine aboutissant a la dégradation df-taténine. Cette derniére ne
peut donc former avec Tcf le complexe activateuc-ddyc, ce qui bloque la prolifération.
Dans une cellule normale activée par Wnt-1 (figsB3, celui-ci inhibe la GSK{3 et ainsi
stabilise le complexe AP{caténine entrainant I'augmentation [gleaténine libre qui se lie
a Tcf entrainant la prolifération sous contrélefaltteur de croissance Wnt-1. Par contre, dans
une cellule tumorale (figure 3C) ou le taux @eaténine n'est plus régulé par APC, le
complexef-caténine/ Tcf va activer en permanence c-Myc,ieeggendre une prolifération
incontrélée pouvant aboutir a la carcinogenése.
La protéine APC est donc impliquée a la fois dags miécanismes d’adhésion, de migration
et de prolifération cellulaire, ce qui peut rendampte du réle clef que joue sa perte de
fonctionnalité dans la cancérogenése. Dans lesursr@l APC n'est pas mutée, plusieurs
études ont mis en évidence des mutations fleciénine (Miyaki et coll 1999).
Enfin, APC interagit avec EB1, une protéine de 268sans aucune homologie avec des
protéines aux fonctions connues. Su et coll en 8posent que des mutations affectant I'un
ou l'autre géne et qui se traduisent par l'impdgsilpour les deux protéines d'interagir, peut
conduire a la tumorigenése.
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Figure 3: Implication de APC dans des cellules radem stimulées ou non par Wnt-1 et dans les csllulgtées
pour APC. A: Dans une cellule normale non stimulée par Wil la GSK-3b n’est pas inactivée et peut

provoquer la phosphorylation du complexe ARCaténine. Lg3-caténine est dégradée (3) et ne peut former
avec Tcf le complexe activateur de c-Myc, d’oubsance de prolifération (4). B: Dans une celldentale

activée par Wnt-1(1), la GSK-3b est inhibée ce gtabilise le complexe APR{caténine (3) et engendre
'augmentation de3-caténine libre favorisant la formation du complgeaténine/Tcf: ce qui provoque une
prolifération sous contrdle du facteur de croissavwnt-1 (4). C: Dans une cellule tumorale ou lextda 3-

caténine n'est plus régulé par APC (3), le compl@x@ténine/Tcf va activer en permanence c-Myc, de qu
engendre une prolifération incontrélée (4).

49



4) Le modeleMin : un outil pour I'étude de la cancérogeneése coligu

Les similarités phénotypiques et génotypiqueseetdr sourisMin et les cancers
humains de type PAF, et de facon plus large lesezarsporadiques, font de ce modéle murin
un bon instrument pour I'étude de la carcinogemase point de vue fondamental. Ce modéle
est aussi un outil puissant pour étudier I'impaes dacteurs environnementaux sur la
carcinogenese intestinale, et pour tester des sigdratrmaceutiques et alimentaires dans le
traitement ou la prévention des cancers color&ctau

4-1) Importance du fond génétique : le cas dedéam.
Moser et coll (1992) remarquent que le nombre deetus chez les sourislin/+ est
dépendant du fond génétique des souris. Ainsplate parentale C57BLMin/+ (B6-Min)
porte en moyenne 29 tumeurs contre 6 pour la sédrissue du croisement Bfin avec la
souris AKR. Le fond génétique serait un détermirduntdegré d’expression de la mutation
Min. La souche AKR porterait un allele qui agiraitrdaniere dominante en modifiant I'effet
tumorigéne de la mutatiddin. En 1993, Dietrich et coll confirment ces résultah croisant
des sourigViin avec des souris MA/MyJ. L'allele responsable estsabaptisé Mom-1 pour
modifier of Min-1.
Le croisement de souris F1(B&n/AKR) avec des souris B6 montre que Mom-1 agit de
maniere semi-dominante puisque les souris homoeggpbur Mom-1 portent moins de
tumeurs que les souris hétérozygotes (cf tableauM®m-1 rend compte de 50% des
variations génétiques du nombre de tumeurs audssndeux types de croisement, ce qui
laisse supposer I'existence d’autres loci influeri¢ga phénotypdlin. Cette hypothese semble
se confirmer puisqu'un croisement entre sauiis et souris CAST (Mus musculus castaneus)
entraine une diminution du nombre de tumeurs plyortant.

Tableau 4: Incidence tumorale en fonction des eménts (d’aprés Dietrich et al, 1993):

Nombre de tumeurs Nombre

Souris Min/+ Moyenne + SD Findividus
Lignée parentale B6 Min 285+79 n=26
Hybrides F1 (AKR x B&Min)F1 5,8+4;3 n=40
(MA x B6 Min)F1 5,7 +4,0 n=15
(CAST x B6Min)F1 30+1,8 n=12
Croisements B6 x (AKR x BMin)F1 17,7 +11,7 n=110
F1 avec B6 B6 x (MA x B&in)F1 15,9+11,0 n=_382
B6 x (CAST x B6Min)F1 14,4 +11,9 n =142

50



Plusieurs hypothéses sont possibles pour expligette difféerence de modulation de
I'incidence tumorale dépendante du fond génétiQuebien Mom-1 chez les souris CAST est
différent du fait de I'éloignement dans I'évolutif@e serait donc un atténuateur moins fort du
phénotypeMin), ou bien le locus est le méme mais il est affpeted’autres facteurs du fond
génétique CAST.

Le géne de la secretory type Il phospholipase Aa2§) qui se trouve dans la région qui
contient Mom-1, a été tres vite identifié commeeaeandidat (MacPhee et coll 1995; Gould
et coll 1996a). Des souris B6 porteuses d'un nordbreumeurs élevé et d'un allele Mom-1
qualifié de facilitant (Mom-1f) expriment faiblemeRla2s, alors que les souris AKR ou
CAST avec une incidence tumorale plus faible etcdam allele Mom-1 résistant (Mom-1r)
expriment fortement Pla2s. Il existe donc une datign entre type allelique et incidence
tumorale, confirmée dans le systéeme souris 129(8&iid et coll 1995). Les souris de
phénotype Mom-1f expriment une forme mutée de flabrs que les souris Mom-1r ne
portent pas la mutation au niveau du géne PlaBkéa 5)

Tableau 5 : corrélation phénotype Mom-1 et expogsde Pla2s
(d'apres Laird et coll 1995)

Lignée Mom-1 Pla2s
B6 f -
129 f -
AKR r +
CAST r +
MA r +
SWR r +
DBA r +
BALB r +

f: Mom-1f soit, Mom-1 facilitant; r: Mom-1r soiMom-1 résistant;
+: expression normale de PlaZ2s; -: faible expoesde Pla2s

La phospholipase A2 pancréatique sécrétoire de lhygst impliquée dans la digestion des
graisses alimentaires. Les études épidémiologigules interventions nutritionnelles dans les
modeles expérimentaux de cancérogenése coliqudrenbgu'un régime alimentaire riche en
graisses est associé a une incidence accrue desrgaolorectaux. Pla2s pourrait donc agir
sur la carcinogenése intestinale via le métabolide®acides gras. Pla2s est également un
agent bactéricide (Harwig et coll 1995) qui pourredntréler la croissance de bactéries
anaérobies capables de convertir les acides bsi@n carcinogenes (Rumney et coll 1993).
Cependant, le phénotype Mom de I'h6te n'influere ljincidence tumorale dans un modéle
de greffe intestinaleMin/+ ce qui va a l'encontre d'une action systémidgaeu(d et coll
1996b) (cf tableau 6).
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Tableau 6: Nombre de tumeurs dans les greffetedlim gréleMin/+ (d’aprés Gould et al, 1996b)
Nombre moyen de tumeurs par cm2

Génotype de la greffe

Génotype de I'hote Mom-1 B6/86 Mom-1AKR/BS
Mom-1 B¢/ 7,7+54 1,9+1,5
Mom-1 AKR/AKR 51+43 ND

ND: non déterminé
Pla2s est aussi impliquée dans le métabolisme mestaglandines puisqu'elle participe a la
synthése d’acide arachidonique qui est le sublatngtint de leur production, prostaglandines
dont la production est altérée dans la cancérogar@gjue.
Le locus Mom-1 est situé au niveau de la régiotattisilu chromosome 4 pour les souris F1
issues des croisements B6/AKR ou B6/MA/MyJ. Cefigian chromosomique de la souris
présente une forte conservation avec le chromodwmeain 1p35-36, qui est une région
frequemment délétée dans plusieurs types de cacleersI’'Homme, en particulier le cancer
colique (Gould et coll 1996c¢). Un homologue huma@aénMom-1 pourrait donc se situer dans
la région 1p35-36 qui expliquerait la variabilité dombre de polypes dans le syndrome PAF.
La phospholipase A2 n'est pas responsable degisasgphénotypiques de la PAF (Dobbie et
coll 1996). Il existe cependant une corrélatiorreetd sévérité de la polypose duodénale et la
transmission de marqueurs alléliqgues au niveauras! ¢ourt du chromosome 1 au sein de 28
familles atteintes de PAF (Tomlinson et coll 199Bhfin, puisque la région codant pour
I'hnomologue humain de Mom-1 ne joue pas de role dapparition des tumeurs colorectales
sporadiques (Kahlenberg et coll 1998), I'équivalamhain de Mom-1 reste a identifier.

4-2) Initiation de la cancérogenése colique: toguand ?
La mise en évidence de plusieurs types celluldoebules épithéliales, cellules caliciformes
et cellules de paneths) dans les adénomes de 8dinrisuggere qu'ils dérivent d’'une cellule
unique et multipotente, c'est a dire d'une cekdeche de la base de la crypte (Moser et coll
1992; Su et coll 1992; Kim et coll 1993).
Puisque l'injection d'ENU chez des souliBn agées de 5 a 14 jours multiplie par 3,8 le
nombre de tumeurs alors que le méme traitementdssirsouris de 20 a 35 jours ne le
multiplie que par 1,8 (Shoemaker et coll 1995) lbeap d'adénomes sont probablement
formés dans les toutes premiéres semaines de ldegesouris, sans doute en raison de
l'augmentation du nombre de cryptes par fissioraatéristique de cet age, et qui est de plus
amplifié chez la souridin (Wasan et coll 1998). Cette amplification est ffluge dans le
cblon (75%) que dans le gréle (61%), ce qui expligil la taille plus importante des tumeurs
coliques dans ce modele.
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La mise en place progressive des systemes de tiépada I'ADN (Nakatsuru et coll 1989),
et des défenses immunitaires (Crabbé et coll 1®dherty et coll 1984) peuvent aussi
participer a cette apparition précoce des tumeuwz a souridlin .

4-3) Inactivation des deux allela®C.
Chez 'Homme, la perte du second alléele ou du ptadiu géne est observée dans 31 a 71%
des adénomes coliques et 81% des carcinomes cgliquégquant que I'inactivation des deux
alléles est un événement important de la tumoége. L'inactivation du deuxieme alléle est
le plus souvent la conséquence de mutations “peliefll: mutation non-sens, délétion faible
ou insertion. Par contre, les observations étalisés sur des tumeurs visibles, il est difficile
de conclure a un role précoce de la perte allélique
Luongo et coll (1994 et 1996) ainsi que Levy etl ¢d994) mettent en évidence une perte
alléliqgue dans 100% des adénomes de la sddiris y compris dans les Iésions les plus
petites, en faveur d'un phénomene précoce. CheuldsMin traitée a 'lENU (Shoemaker et
coll 1997b) 25% des tumeurs ne présentent pas de péélique, mais, comme chez
I’'Homme, des mutations sporadiques aboutissenmactivation du deuxiéme alléle. De plus,
et de facon plus surprenante, 12% des tumeurssdgocgis ne présentent pas de mutation au
niveau du deuxieme alléle. Il existerait donc uméevde carcinogenése indépendante de
I'inactivation des deux allelesApc Pour vérifier cette hypothese, ces auteurs afiterehé
des mutations au niveau N ou K-ras puisque destiongade ce type interviennent souvent
dans les cancers colorectaux humains mais ils ploeh mettre en évidence.
Chez 'Homme comme chez la souris, ces résultaté en accord avec I'hypothése de
Knudson, qui propose que deux événements (un garngh un sporadique ou deux
sporadiques) sont nécessaires a la formation deuxsmll apparait que l'inactivation des
deux alleles est un événement précoce et néceadaitemorigenese chez la sowmis.

4-4) PPARy-B-catenine-cancérogenése colique
Le peroxisome proliferator-activated receptor gameatiun médiateur transcriptionnel des
prostaglandines fortement exprimé dans le cOlonest également impligué dans la
sensibilisation a l'insuline (Tontonoz et coll 1994€ette derniére propriété aurait une
influence sur I'équilibre énergétique dans le cpammodulant I'utilisation des deux substrats
majeurs que sont le glucose et le butyrate ( agide a chaine courte issu de la fermentation
des glucides indigestibles par la flore). Cette utaiion intervient dans I'équilibre
prolifération/apoptose dans la muqueuse (Sing ktl&97). L'activation de ce géene par des
agonistes augmente significativement le nombre eaille des adénomes dans le c6lon des
sourisMin (Lefebvre et coll 1998). L'élévation paralléle dedoncentration d@-caténine
suggere un mécanisme analogue a celui qui suttivation du génédpc La [3-caténine est
également augmentée lorsque l'on traite la ligaédeéreuse coligue humaine HT29 avec ces
mémes agonistes.
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4-5) Les autres genes de la séquence épithékumtec
Chez 'Homme, les mutations de génes de la famaiiede facon précoce, et des génes p53 et
DCC de fagon tardive, sont tres fréquentes dansalesers du colon et du rectum.
Kim et coll (1993) croisent des sourMin avec des souris transgéniques pour IFABP
(intestinal fatty acid binding protein), gene liedas phases ouvertes de lecture codant pour
des formes mutées de K-ras et p53. Dans ce systi@xgression des génes étrangers est
limitée aux entérocytes des villosités intestinatésst a dire aux entérocytes différenciés qui
ne proliférent plus. La co-expression de I'antiggdhde SV40 permet aux entérocytes de re-
rentrer dans le cycle cellulaire. L'incidence desiéurs dans les souris F1 issues de ces
croisements (porteuses de SV40 seul, associé asKwoa p53s) est trés faiblement
augmentée dans lintestin gréle mais pas du touws tacblon, sans modification du statut
histo-pathologique des Iésions. Shoemaker et ¢8B7b) ne détectent pas de mutations au
niveau des codons 12,13 ou 61 de H ou K-ras dansdénomes des soukisn méme apres
un traitement a I'ENU. Il en est de méme dans démnames de la souris Apc 1638 (Smits et
coll 1997). Par contren vitro, une mutation de H-ras sur des cellules portastntation
sur Apc suffit a les rendre tumorigénes chez la sourisened cela , en dehors de toute
inactivation du deuxieme allele.
En 1997, Fazeli et coll étudient l'effet de l'ineettion de p53 sur I'apoptose dans les
adénomes de sourdin en les croisant avec des soukjsct/+ p53+/-. L'inactivation de p53
n'‘entraine aucune modification du nombre et daile des tumeurs, ni de I'apoptose.
Enfin, Luongo et coll (1996), en induisant des @réants somatiques subchromosomaux,
montrent que la perte des genes MCC et DCC n'estnpaessaire a la formation des
adénomes.
La séquence des altérations génétiques postériéureslles qui affectenfpc dans les
modéles murins ne semble pas comparable a celkequioduit chez 'Homme.

4-6) L'expression du génome : méthylation de NAD
Chez I'Homme, la tumorigenése est souvent assagi@es modifications du statut de
méthylation de I'ADN. Certains loci sont hypermd#syalors que globalement 'ADN est
hypométhylé malgré une tendance a l'augmentation l'dgpression des DNA
méthyltransférases. Ces changements de méthyld8oHADN pourraient participer a la
tumorigenése en modifiant I'expression des protoceganes et genes supresseurs de tumeurs:
I'hnypomeéthylation globale de I'ADN serait un avageapour les cellules tumorales en
favorisant I'expression des proto-oncogénes alote d’hyperméthylation ponctuelle
modifierait I'expression de certains loci commedeéses supresseurs de tumeurs.
Une autre hypothése est que l'activité élevée dbig\ Dnéthyltransférases favoriserait la
transition cytosine-thymidine augmentant ainsi mhestations au niveau des dinucléotides
CpG.
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La réduction de l'activitt¢ de la DNA méthyltransiée chez la souriMin (due a
I'nétérozygotie pour le gene Dnmt) associée a aietment hebdomadaire avec un inhibiteur
de la DNA méthyltransférase (5-aza-doxycytidinedvoique une diminution drastique du
nombre d’adénomes de 113 a 2. Le traitement adaasdoxycytidine seule sur des souris
homozygotes pour Dnmt provoque a lui seul une baiks nombre d’adénomes a 20 par
Souris (cf figure 4) (Laird et coll 1995).

Figure 4: Traitement a la 5-aza-boxyxytidine ches douridMin homo (+/+) et hétérozygote (S/+) pour Dnmt.

(d'apres Laird et coll 1995)
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La diminution de la formation des polypes par lduetion de la DNA méthyltransférase et du
taux de méthylation de I'ADN va a I'encontre deyplothese de I’hypométhylation globale
favorisant I'expression des proto-oncogenes. Cesilteds vont plutét dans le sens de
'importance de I'hyperméthylation ponctuelle. Ionfirment a la fois le modele de
I'hyperméthylation des génes supresseurs de tumeuess aussi l'importance de la
méthylation de la cytosine favorisant la transiti@>T. En faveur de cette deuxieme
hypothese, les mutations au niveau du dinucledig& sont multipliees par 7 dans les
tumeurs colorectales humaines (Greenblatt et @94l et 47% des mutations de p53 sont
des transitions au niveau du dinucléotide CpG. iteinfe taux de transition C->T diminuerait
le nombre d’adénomes en réduisant les mutationgi@utelles a la perte alleliqueApc
Enfin, une diminution significative des adénomed #mitée aux seuls traitements
commences dans les premiéres semaines de viej semble impliquer les modifications de
méthylation dans les étapes d’initiation.

4-7) Immunité et cancérogenese colique
La théorie de I'immunosurveillance des cancerseresintroverseée. Initialement, plusieurs

études épidémiologiques limitaient la notion d’immoaurveillance aux tumeurs viro-
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induites. Toutefois, des études plus récentes nmette évidence une augmentation (ou une
diminution) de certains cancers chez des patientsunodéprimés dans le cadre de greffes
rénales et cardiaques qui pourrait étre soit lieenanunodépression soit a une action directe
de l'agent pharmacologique (cyclosporine) (Nab8B)9

Dubley et coll (1996) croisent des souihdin avec des souris scid (severe combined
immunodeficient) et n‘observent aucune effet surilence tumorale.

De la méme maniére la déficience en cellule T de tyK (natural killer) du phénotype beige
n'a pas de conséquence sur l'apparition des tur(ieave et coll 1997).

4-8) Cyclo-oxygénase: la définition de l'actiasdAINS
Les deux formes de COX, COX-1 (constitutive) et GO@Xinductible) convertissent I'acide
arachidonique en prostaglandine endoperoxide H2egtiile substrat des prostaglandines
synthases. Chez I'Homme, COX-2 est surexprimée anadénomes et adénocarcinomes
coliques (Sano et coll 1995) et une étude cheadasMin montre que son implication serait
relativement précoce (Hull et coll 1999) . L'ARNmI& protéine COX-2 sont multipliés par
trois dans les adénomes de sotttia (William et coll 1996) et I'expression de la pingest
limitée aux cellules épithéliales néoplasiquesigtldsiques.
L'implication de COX semble confirmée par Oshimaat (1996a) qui observent une forte
augmentation de l'incidence tumorale dans les s@sues du croisement de SOl A716
avec des knock-out pour COX-2
Le traitement de patients atteints de PAF avedrdeiteurs de COX, les anti-inflammatoires
non steroidiens (AINS), réduit l'incidence des pely (taille et nombre) (Giardiello et coll
1993).
Des AINS ont été utilisés en prévention chez larisiMin, (Jacoby et coll 1996; Boollbol et
coll 1996; Barnes et coll 1998). Dans ces troisl&sy la baisse du nombre des tumeurs est
corrélée a une baisse du taux de prostaglandinesufée dans un cas par le thromboxane
sérique et dans les autres par PGE2)(figure S5peda 7)

B Nombre de tumeurs par 20 T @ Nombre de tumeurs par
souris souris
D;?aIIEeZ: Pg/ug de proteine LT m Concentration en
T _— 10 4+ Thromboxane B2 (ng/ml)
il
N = W
Min/+ Min/sulindac C57BL6 0 Piro)ZEi)gam (ppm)l00 200
Figure 5: Effet de la supplémentation Figur&®et du piroxicam sur le nombre de
en sulindac sur 'incidence tumorale tumeurgjoes et la concentration en
et la concentration tissulaire en PGE2 thrombex@2 (d'aprés Jacoby et coll 1996)

(d'apres Bollbolet coll 1996)
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Tableau 7: Effet de I'aspirine sur la carcinogertfesta sourisMin/+
(d'aprés Barnes et coll 1998)

Aspirine
O ppm 250 ppm 500 ppm
Intestin gréle
Proximal 8+1,7 3,8+0,8 5,5+0,72
Médian 10,8+2.,6 3,3+0,62 5,2+0,82
Distal 16,0+2,0 8,3+1,42 7,0+2,02
Colon 1,0+0,4 0,5+0,2 0,8+0,3
Total 35,844 ,4 16,0+2,32 18,5+2,42

a Différence statistiquement significative en comjmoma avec le régime sans aspirine (P<0,05)

La protection par AISN dans le mod&lién est confirmée par Chiu et coll en 1997 ( figure 7)
L'effet est cependant indépendant de COX car |laalbofite sulfone du sulindac est aussi
efficace que le métabolite sulfide alors qu'il h'pas un inhibiteur de COX. Les taux de
PGE2 et d'écosanoidene ne sont pas modifies, cecapfirme que le mécanisme est
indépendant de la synthése des prostaglandindsaitement qui est efficace chez les souris
agees, est capable d’entrainer la régression desuts.

50 T
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n < 1
é s 30 T
€220+
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Figure 7:Cinétique d'action du sulindac sur des tumeurdiétab

La supplémentation en sulindac de l'eau de boigrsourisMin diminue l'incidence
tumorale, éléve la concentration cytoplasmiqu@-gdaténine dans la muqueuse intestinale de
la sourisMin, et abaisse l'apoptose et la migration le lomtjake crypte-villosité (Mahmoud
et coll 1997). Le sulindac agirait donc précocemantdiminuant le taux dg-caténine et en
restaurant le renouvellement normal de I'épithélintastinal.
Ritland et coll (1999) documentent la cinétiqueleedurée d'action du piroxicam chez la
sourisMin. Avec le sulindac, un autre AINS, I'effet est néilgle a I'arrét du traitement chez
I'Homme comme chez la soul&in .
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La plupart de ces traitements sont plus efficacedaslocalisation dans le gréle que dans le
cblon, ce qui suggeére l'établissement d'un gradientoncentration de I'AINS le long du
tractus intestinal. De plus, comme chez 'THommeeamarque souvent des effets secondaires
chez la souri$/in avec des ulcérations qui apparaissent de maniécege.

Les AINS, inhibent les deux types de Cox (CoxCex?2), et préférentiellement Cox-1. C'est
I'inhibition de Cox-1 qui déclenche des effetsoselaires de type ulcéres gastriques et
saignement intestinaux. Nakatsugi et coll (199%)utitisé un inhibiteur préférentiel de Cox2

le nimesulide (4-nitro-phenoxymethansulfonanilidgui appartient a la classe des
sulfonanides d'AINS, qui est utilisé depuis 1985Erope comme anti-inflammatoire et ne
présente que trés peu d'effets secondaires. ltenramnt entraine une baisse significative du

nombre de tumeurs dans le gréle comme dans le.dgfaiableau 8)

Tableau 8: Effet de la supplémentation au Nimesudigr la carcinogenése de la solfis

Groupe contréle Groupe Nimesulide
Intestin gréle
Proximal 105+1/4 92+14
Médian 15,5+2,0 6,8 + 1,42
Distal 22,7+2,9 93+152
Colon 0,6+0,2 0,2+0,12
Total 49,5+ 4,4 25,5+3,82

La taille des tumeurs est également diminuée,dootme dans I'étude conduite avec un autre
inhibiteur préférentiel de la Cox2 chez la sourpcA716 (Oshima et coll 1996a)

L'acide 5-aminosalicylique, un membre de la farmilés AINS, utilisé dans le traitement des
patients atteints de maladies inflammatoires cloues de l'intestin qui sont prédisposés aux
cancers colorectaux, ne déclenche pas d'effetsdares indésirables et réduit le risque de
cancers. Utilisé chez la sourdin, avec des formulations qui permettent de moduder |
localisation ou est libéré le 5-ASA libre actif, peduit n'a aucune action sur le nombre et la
taille des tumeurs (Ritland et coll 1999).

Le méme médicament, lié a un transporteur iner#-deninobenzoil-beta alanine, réduit de
maniére importante le nombre de tumeurs de facme diEpendante. La taille n'est pas
affectée et l'effet est plus faible dans la paptieximale de l'intestin gréle ce qui pourrait
refléter la libération progressive du produit a@é#r la flore intestinale. Les conditions de
libération du 5-ASA libre semble étre un élémentisié de l'efficacité de ces dérivés
pharmacologiques.
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La piste des AINS dans la chemo-prévention deserarmlorectaux est donc prometteuse,
les deux facteurs limitants restant la délivrancedmposé actif sur les sites les plus exposés
et les effets secondaires associés.

4-9) Alimentation et cancérogenése
La PhIP (2-Amino-1-méthyl-6-phenyl{4,5-b}pyridinest une amine hétérocyclique mutagene
(Thompson et coll 1987) abondante dans les viamdées. Injectée a des souris, cette
substance génere quelques cryptes aberrantes @laxidoh. Chez la sourislin la méme
substance multiplie le nombre de ces cryptes altesacoliques et fait apparaitre des petites
tumeurs et des cryptes kystiqgues dans l'intestitegies souris males (Steffensen et coll
1997). Cette amine augmente également le nomleeadtle des tumeurs dans le modéle Apc
A716 (Oshima et coll 1996D).
L'enrichissement du régime alimentaire de soMtiis avec de I'huile de mais de 3 a 10%
augmente l'incidence tumorale dans le célon € del5% dans le colon et le gréle (Wasan et
coll 1997). Dans une autre intervention Van Kramgncoll (1998) ne mesurent pas de
différence dans le nombre de tumeurs portées asal@isMin nourries avec 8,5% ou 20 %
de lipides.
La cholecystectomie ou la consommation riche ersggasont associées a un excés d’acide
biliaire et augmentent l'incidence tumorale. ChazsburisMin, un acide biliaire non-
conjugué, le chenodesoxycholate (Mahmoud et cd@l%ugmente le nombre de tumeurs
dans le duodenum, augmentation qui est associéell@ cde lap-caténine et de la
prostaglandine E2 (PGE?2).
Enfin il semble que la nature chimique des lipiseit déterminante dans leur intéraction avec
la carcinogenése colique: chez la sonr46 les acide gras polyinsaturés w3 sont protesteur
(Oshima et coll 1995b) alors le régime de type '‘tems diet" pauvre en acide gras
polyinsatuté est carcinogéene (Hioki et coll 1997).
Les deux études réalisées dans les modéles géeetiqqurins ne montre pas d'effet
protecteur des fruits et des [égumes que ce so# ldacontexte d'un régime pauvre ou enrichi
en graisses Van Kranen et coll (1998) ou encorm dinidon résistant associé ou non a un
AINS (Williamson et coll 1999).

5) Comparaison Min/PAF: Phénotype-Génotype-Mécaniaes.

En conclusion, la caractérisation et les premiétesles de la carcinogenése chez la
sourisMin ont permis de mettre en évidence de nombreusésusiés avec la carcinogenese
coliqgue humaine.

La PAF résulte de mutations germinales au niveagé&heAPC porté par le chromosome
5921 (Polakis et coll 1997) et le phénotyym est du & une mutation non-sens au niveau de
I'nomologue murin déAPC porté par le chromosome 18 (Su et coll 1992; Looagcoll
1993). Ces deux protéines partagent 90% d'identité.
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Tout comme chez 'Homme dans le cadre de la PAfgsdes cellules de I'organisme portent
la mutation, mais seules quelques unes donnere@nadienomes. Parmi ces adénomes, seuls
guelques uns évolueront en carcinomes. De pluscédisation de la mutatioAPC influence
la sévérité de la polypose chez I'Homme (Polakio#t1997). Chez la souris la comparaison
de l'incidence tumorale entre la soudi, la sourisA716 et Apc 1638 met en évidence la
méme importance de la localisation de la mutatMaser et coll 1990; Oshima et coll 1995;
Fodde et coll 1994).
De plus, il existe chez la souldin et chez 'Homme lors de la PAF plusieurs manifesia
extra-coliques: des tumeurs desmoides et des $smrlaires chez I'Homme (Bunyan et coll
1995); et des kystes épidermoides et tumeurs mamsnelez la sourislin (Shoemaker et
coll 1995).
Enfin, I''mportance des mutatio®$?C dans les cancers coliques sporadiques et HNPCL che
I'Homme fait aussi de la sourdin un modeéle de ces deux autres formes de canceueoli
méme si la répartition des lésions est sensiblediffatente.
Au niveau des mécanismes moléculaires impliqués tkamrarcinogenése, la perte allélique
(inactivation du deuxieéme alléle) est un événempeditoce et indispensable chez 'Homme et
la sourisMin, ce qui est en accord avec I'hypothese de Knudkewy et coll 1994).
Toutefois, la séquence des altérations génétiquess l'inactivation des deux alléleARIC,
n‘apparait pas comparable chez I'Homme et la sbingShoemaker et coll 1997; Fazeli et
coll 1997) bien que les modifications du statutngé&thylation de 'ADN apparaissent, chez
I'Homme comme la souris, impliqué dans le déroulgnae la tumorigenése (Laird et coll
1995).
Par contre, la translocation nucléaire dB-lzaténine, en conséquence a la mutatioARIE, a
été observée chez I'Homme et la solMis (Sheng et coll 1999). De plus, il existe une
corrélation entre la sévérité de la polypose humatrmurine et un locus présent sur la région
1p35-36 et son homologue murin (Gould et coll 1996outefois, le candidat proposé chez la
sourisMin (Mom-1) ne semble pas impliqué dans les variat@imgidence tumorale observée
chez 'Homme (Dobbie et coll 1996). L'équivalentiain de Mom-1 reste donc a déterminer.
Enfin, la surexpression de la COX-2 est observéeiaau des adénomes humains et murins
(Sano et coll 1995; Hull et coll 1999), et les biteurs de l'activité cyclo-oxygénase réduisent
I'incidence tumorale chez la souliln et les patients atteints de PAF (Giardiello et £8D3;
Jacoby et coll 1996).
Donc, l'importance des similarités phénotypiquegériotypiques entre la soufigin et la
PAF (et les cancers coligues sporadiques et de eCC) font de ce modéle un outil
pertinent pour I'étude de linfluence de facteunsirennementaux sur la tumorigenese.
L'incidence tumorale de la souN&in est sensible aux facteurs alimentaires tels guéd'de
mais (Wasan et coll 1997) et la Phlp qui est foeieimprésente dans les viandes cuites
(Steffensen et coll 1997), mais aussi aux supplén&ha composition des aliments utilisés
par les différents laboratoires.
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OBJECTIFS DU TRAVAIL

|- FIBRES ET CANCEROGENESE COLIQUE CHEZ LA SOURIS MIN:

Certaines données épidémiologiques et expérinemntad permettent pas d'exclure
l'utilisation de glucides indigestibles alimentaidans la prévention des cancers colorectaux.
Des travaux chez le rat traité a ’AOM établissentlien entre la production de butyrate issu
de la fermentation des fibres et les phases dimh du cancer colorectal et une possible
modulation de l'immunogénicité des tumeurs coligpes le butyrate. Dans ce type de
modéles on ne peut pas exclure des interférenaeslawarcinogéne, qui n'est pas pertinent
par rapport a la cancérogenése coligue humainguietst utilisé a forte dose. De plus, ils
concernent souvent les phases précoces de la agecé@se compte tenu de la durée
nécessaire au développement de tumeurs et a lsunpebre. Enfin, leur pertinence sur le
plan des altérations génétiques qui conduisentcanxers colo-rectaux chez 'Homme n'est
pas claire.

Quelle que soit l'utilité de ce modele pour lesdétu de prévention, celles-ci peuvent
bénéficier maintenant aussi et de facon complénrenttes modeles génétiques murins
apparus récemment.

Figure 8: Coupe d’'un adénome de soltis a 12 semaines (x10). Coloration hemalun-eosiragafr

Nous avons choisi de comparer I'effet de régimggpEmentés en fibres alimentaires
a un régime témoin pauvre en fibres (qui contientt tde méme 2% de cellulose pour
maintenir un transit intestinal normal). Tous légimes utilisés sont isocaloriques. L’effet
d'une “fibre non productrice de butyrate” est éeapar la supplémentation en son de blé
préalablement désamidonné, traitement qui pernééitnihier I'amidon résistant piégé dans
les fibres de son de blé.

62



Pour quantifier I'impact des glucides indigestiblesn fermentables sur la carcinogenése
génétiqguement déterminée de la sowim, deux types différents de fibres butyrogénes
(Perrin et coll 1999) ont été utilisés. D'une pdes amidons résistants aux caractéristiques
physico-chimiques différentes: un amidon de mdi®géadé (article 1) fréquemment utilisé
dans ce type d'étude, un amidon résistant a cltaimge (ccAR) et un amidon résistant a
chaine longue (ICAR) (article 2). D'autre part, fascto-oligosaccharides a chaine courte
(SCFOS: Actiligh®P) utilisés comme agent édulcorant non caloriqued@tumentés pour
exercer un effet probiotique (bifidogénique chetothme).

- QUEL EST L'IMPACT DE LA SUPPLEMENTATION EN FIBR ES
SUR LA REPONSE IMMUNITAIRE A LA CARCINOGENESE
COLIQUE:

Des travaux menés préalablement dans le labord@@ein et coll 1994) ont permis
de mettre en évidence que l'association du butgréit2 engendre la régression compléte de
carcinomes établis chez le rat. A l'opposé aucenddeix composés utlilisé séparément n'est
efficace. Cette régression complete des carcinané® attibuée a une synergie butyrate /
IL2: le butyrate augmentant l'immunogénicité debutes cancéreuses et I'lL2 stimulant la
réponse anti-tumorale. Ces résultats suggerentnuplication du systéeme immunitaire dans
les interférences des fibres butyrogénes aveatincaenese.

Un modele murin est particulierement adapté ad&tde la réponse immunitaire a la
carcinogenese dans le contexte des fibres puisgueolris est I'animal référence en
immunologie.

- MODELISATIONS DES INTERACTIONS LYMPHO-
EPITHELIALES:

Pour pouvoir aborder les mécanismes au niveauamaiées, un modele cellulaire
utilisable in vitro est indispensable. Pour mettre en place un systiameoculture, mon
objectif était d'une part d'adapter les méthodgsréparation des LIE du gréle a la préparation
des LIE du cbélon et d'autre part d'établir des dag épithéliales coliques normales et
précancéreuses.
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IV- ETAPES METHODOLOGIQUES:

1) Lésions précancéreuses:

A la suite de l'intervention nutritionnelle, le8lans sont examinés apres (article 1) ou

sans (article2) coloration au bleu de méthyléndigcire 9) pour les |Iésions précancéreuses et
cancéreuses et l'intestin gréle pour les plaguéeger (article 1)
Nous n'avons pas observé de lésions précancérdusbge cryptes aberrantes lors de la
premiére expérience et cela semble étre une cesticiée de ce type de modéle. Dans la
deuxieme série, seul le comptage des adénomes exige pas de coloration, est effectué ce
qui permet d'utiliser le tissu aprés le comptage.

Figure 9: Mise en évidence des adénomes par uoeation du colon dans une solution de bleu de nigtiey
(0.1%).A: diameétre inférieur a 1 mnB: diameétre supérieur a 1 mm.

2) Réponse immunitaire non spécifique:

L'examen des plaques de Peyer par comptage dakeadgmphoides dans la premiere
expérimentation n'a pas été poursuivi dans la @euxisérie mais remplacé par l'analyse des
splénocytes.

Les différentes expériences nutritionnelles réaks sont présentées sous forme
d’articles publiés (articlel et 3) ou soumis (deti2).

3) Réponse immunitaire spécifique:
3-1) Implication du systéme immunitaire:
L'implication du systeme immunitaire est évaluée ggplétion en lymphocytes T CD4+ et

CD8+ par injection en intra-péritonéal d'anticomp®no clonaux anti-CD4 et anti-CD8
purifiés a partir de surnageants d'hybrydomes.

64



3-2) Réaction immunitaire locale:
La purification des lymphocytes intra-épithéliaugligues a été acquise lors d'un atelier
INSERM (n°85) dans le laboratoire du Pr. D. Bo#hé#éculté de Pharmacie, Tours): elle est
basée sur l'adaptation d'une technique mise aut pain Ibraghimov et coll 1994. Le
phénotypage par cytométrie en flux des LIE et spigtes permet de mettre en évidence les
modifications du systéme immunitaire sous influetiee glucides indigestibles.

4) Intéractions lympho-épithéliales:

L'obtention des primo-cultures de cellules colgjaeété possible grace au croisement
de souris Immortomouse avec des solftiis et C57BL6. Cette méthode permet d'établir des
lignées de cellules saines et mutées conditionel¢immortalisées.

Cette derniére partrie des résultats, non pubéét présentée dans le chapitnéeractions
Lympho-Epithéliales et Glucides Indigestibles.
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GLUCIDES INDIGESTIBLES ET CARCINOGENESE
COLIQUE: IMPLICATION DU SYSTEME IMMUNITAIRE

I- ARTICLE 1

Short Chain Fructooligosaccharides Reduce the Occtence of Colon
Tumors and Develop Gut -Associated Lymphoid Tissusm Min mice.

Pierre F., Perrin P., Champ M., Bornet F., Meflah K., Meret J.
Cancer Research997; 57: 225-228.

Une version intégrale de cet article est disponiblgur le site de la revueCancer Research

et accessible par un lien direct depuis le site wwlBMed » de la National Library of
Medicinedes EUA.
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II- ARTICLE 2

Two different kind of resistant starch reduce the mmber of small colon
tumors in Min mice.
Pierre F, Perrin P, Bassonga E, Bornet F, Meflah K and Mierau J

Manuscrit reporté intégralement dans les pages suantes
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Two different kind of resistant starches reduce the
number of small colon tumors in Min mice

Fabrice PIERRES, Pascale PERRIN, Euphémie BASSONGZA, Francis BORNETT,
Khaled MEFLAH 8and Jean MENANTEAUS 2

8 HNRC of Nantes (Human Nutrition Research Cent®&BBERM U 419, Institut de Biologie,
9 quai Moncousu, F-44035 Nantes, France.

' Eridania Beghin-Say, Vilvoorde Research & DevelepmCentre, Nutrition and Health
Service, Havenstraat 84, B-1800 Vilvoorde, Belgium.

Running title: Resistant starches reduce colon tumors in Min mice

Key Words: Min mice, colon cancer, nutrition, resistant starafidBbacteria.

Absract:

The protective properties of fibers against coltalecancers is still the object of intense
controversies. In a previous experiment, condub&d mice, a genetic model for
spontaneously arising tumors, we showed that shin fructo-oligosaccharides were
protective but not type Il resistant starch (RSjJo. further document the effect of RS, we
tested inMin mice two resistant starches with different physitbemical properties, one of
them being or not associated with a prebiotic doifiacteria) to mimic the probiotic property
of sc-FOS (symbiotic). Our experiment showed thHa nhumber of small tumors was
significantly reduced in the colons of the animfald both RS. Unexpectidly, the number of
large tumors was significantly increased and thegrewhighly vascularized in animals
supplemented with the symbiotic. This observatiommymreflect a passage from
immunosurveillance to immunofacilitation, since dbe bacteria are potent

immunostimulators.
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Introduction:

Since the Burkitt's hypothesis on the protectik@prties of fibers against colorectal cancers,
the subject has been largely investigated andlighst object of intense controversi€k,2).
One of the major shortcommings of these studidseuently the lack of a precise chemical
definition of the food investigated. Although thisquirement is difficult to reach in
epidemiological studies, it is not the case in atistudies according to recent advances in
food sciences. The extended definition of fibergrigsently : carbohydrates which are not
digested in the upper part of the digestive tractahy reason and are delivered intact in the
colon thus including compounds such as fructo-slégeharides or starches resistant to
amylase (RS}3). Some of them are extensively fermented by theflomechanism that can
account for some of their physiological proper{#$). The particular role that starches may
play in colon cancer protection was deduced froengpidemiological study of Cassidy et al
(6).

However few studies have been conducted in animadels and the results are
heterogeneous, probably because the protocolshemplroducts were different. It is likely that
the characteristics of fermentation (velocity, locion, fermentary profiles) and the stage of
carcinogenesis (initiation,promotion, progressiarg crucial points. Recently evidences came
from our group and another one that resistantistaray be protective of the colonic mucosa
looking to AOM induced ACF in ratg,8). In a parallel experiment, conduced in Min mizge,
genetic model for spontaneously arising tumorssh@ved that the same compound was not
protective although sc-FOSs another kind of norestiple carbohydrate was protecti@).
This observation was interpretated as the conseguehdifferent incidences on the whole
colonic ecosystem, the sc-FOSs being for exempterdented as prebiotics although the RS
used was not. Probiotics favour the growth of taeitid producing bacterid0) which are
suspected to prevent carcinogeneig). An alternative explanation could be that the
particular physico-chemical propertie of the resiststarch used, interfered negatively or too
slowly with already engaged carcinogenesis. Toh&rdocument interferences between RS

and carcinogenesis, we are using in the presen¢riexent two resistant starches with
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different physico-chemical properties, and the assion of one of them with a prebiotic
(generating a synbiotic).

Materials and Methods

Animals.

Six-week-old C57BL/6Min/+ mice Min mice) were obtained from the Jackson
Laboratory (Bar Harbor, ME). Three deliveries of dimals each and one of 12 animals
(n=60) were divided randomly into four groups upeneption and housed one group per

cage.

Diets

Mice were fed controlled energy-balanced powdepgueemental diets. The control diet
(CD) was a low fiber diet containing 2% cellulog2u(ieux, France). The two high fiber
diets contained in addition 6% (w/w) tested fibehort chain and long chain resistant
starch (scRS and IcRS). The diet scRS-Bifid coethir2% (w/w) of lyophyllised
Bifidobacterium longum

1-1.4 10e9 CFU/g) in addition to the scRS diet.

Protocol.
Mice were 7 weeks old at the beginning of the tiotral experiment. Each group was fed a
diet ad libidum in protected feeders that was rextbwaily for 42 days. Animals were

weighed per cage every week throughout the expatime

Scoring of tumors.

The mice were killed, and the number and size ofiais were scored blindly under a

dissection microscope. Excised colons were storedfrigerated PBS.
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Results

Animal growth was unaffected by the compositionhef different diets (data not shown). The
diets did not change the number of tumor-bearinignals and also not significantly the
number of total tumors.

The localization of the tumors along the large stitee was not dependant of the diet.
However, when looking to the size of the tumorsglture became clearly different between
the control group and the fiber-supplemented ofdse number of small tumors was
dramatically reduced in the colons of the animad €liets enriched with both types of
resistant starch (from 0.53 to 0.13). In additi@n,particular feature appeared looking
specifically to large tumors which were signifidgntore numerous and highly vascularized

in the group supplemented with resistant starchiafirbbacteria(table 1)

Discussion

In the present experiment, resistant starches aidénd food of Min mice in the quantitative
range of recommended consumption for humans redhesadte of small tumors in the colon.
The size of the glycanic chains does not seem fectathis property because the two
experimental diets were equally effective. Manydepiiological studies failed to distinguish
non-starch polysaccharides from resistant starbk. siudy of Cassidy et &) clearly put in
light a correlation between starch and colorecticer. Some data from animal studies
conducted in our laboratory and others are alsdadla and depicted a protection against the
formation of aberrant crypt foci considered as pt# preneoplasic lesion®,7), but other
experiments enlighted opposite results lookingrenpoplasic or neoplasic lesiofi®). We
previously discussed the possible reasons to atdouthese discrepancies. In Apc models,
the results are rare but also somewhat unclea. grevious study we did not evidence any
protection in Min mice with another kind of resistastarch 9) and more intriguously, the
same compound increased the number of small inedgtimours in Apcl1638N miceJ).
The latter observation was not repeated in ourysbud we are using lower intake of resistant
starch. It is likely that the protective propertie6 RS are linked to fermentation and

consequently not operative in the small intestiBecause RS alone were protective, the
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present experiment does not permit to investigdte synergy between indigestible
carbohydrates and probiotics depicted by otlig43 (the number of tumors is too low with
the RS alone). However, our results are consistattit such a process because the total
number of small tumors was reduced from two to when bifidobacteria were added to the
diet, values evidently too low for any statistit@atment.

An unexpected finding of this study was that iniadd to reduce the number of small tumors
bifidobacteria induced a slight but significativeeiease in the number of big tumors, increase
which was in addition associated with enhanceduwlagezation. That angiogenesis favors the
growth of solid tumors is highly documentdd5). However the relationship between
bifidobacteria and angiogenesis is not at all deented. On the other hand, these strains of
bacteria have been constantly depicted as berefaiighealth, included the prevention of
colon cance(16, 17) These bacteria are potent immunostimulators hadmimune system
may interferes with colon carcinogenesis . Thesefertences may be frequently favourable,
counteracting anergization and allowing the regecti of precancerous lesions
(immunosurveillance) but may also promote the dgwalent of tumors (immunofacilitation)
(18). Such a mechanism has been suspected for breastredooking to immunodepressed
patients which developed less tumors. In the samndyghe results were opposite for the
colon and the recturfl9). The key factor would be the immunogenicity of gre-cancerous

or cancerous lesions. Our observation may reflgzdssage from one side of the balance to
the other. If this observation would be repeatedtiver models, perhaps it could be useful to
document that question before using combinatiost s1$ symbiotics in at risk humans and
particularly FAP patients.

On the whole, some resistant starches may be @fesitin the prevention of colonic cancer

but their efficacy could be limited to early stegfghe development of tumors.
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Table 1: Effect of the diets on the tumor occurence in #rge intestine

Tumor occurence in the large intestine

Diet
number of mice with total tumors small tumors large tumors
tumors mean (SD) mean (SD) mean (SD)
CD 10/15 1,13 (1,02) 0,53 (0,72) 0,26 (0,57)
SCRS 9/15 0,66 (0,59) 0,13 (0,33)a 0,26 (0,44)
IcRS 10/15 0,93 (0,77) 0,13 (0,33 0,26 (0,57)
scRS + Bifid 8/15 0,86 (0,95) 0,06 (0,25} 0,6 (0,72f

a comparisons between fiber-enriched diets andrabdiet (CD) were significant (p < 0.05)
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Fig. 1 Effect of dietary supplementation on the numberabonic tumors in Min miceA:
Effect on the number of total colonic tumaBs.Effect on the number of small colonic
tumors. C: Effect on the number of large colonic tumors.h
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IlI- ARTICLE 3

T cell status influences colon tumor occurence iMin mice fed short chain
fructo-oligosaccharides as a diet supplement.

Pierre F, Perrin P, Bassonga E, Bornet F, Meflah K and Merau J.
Carcinogenesid999; 20: 1953-1956

Une version intégrale de cet article est disponiblsur le site de la revueCarcinogenesis

et accessible par un lien direct depuis le site «uBMed » de la National Library of
Medicinedes EUA.
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V- CONCLUSIONS:

A la suite de ces trois expériences nutritionsellé apparait clairement que les
glucides indigestibles sont capables d’interférarcaa carcinogenese génétiquement induite
de la sourigMin.

Dans les deux séries d' expérimentations impliqlesitscFOS, cette derniére entraine une
diminution du nombre de tumeurs coliques totalscaun effet drastique pour les petites
tumeurs. Cet effet n'est par contre pas accompdymeimpact sur les tumeurs de l'intestin
gréle. Cette différence d'effet entre le colon’gitestin gréle impligue donc un événement
limité au cblon dans la protection médiée par t8<3S, lié au processus de fermentation ou a
la modulation de I'écosystéme.

L'effet des amidons résistants est moins clairqués d'une part, I'un d'entre eux est neutre
(alors qu' il est efficace en prévention des cryptieerrantes dans le modeéle rat (Perrin et coll
1999)) et que, dautre part, la baisse d'incidengeorale pour les deux autres n'est
significative que lorsque I'on ne prend en compte ks petites tumeurs. Cette observation
pourrait étre liée a la nature de I' étape de tec@agenese ou s'exerce l'effet protecteur. Les
FOS protégeraient tout au long de la séquence miggemancer, deux des amidons résistants
seraient efficaces jusqu'a l'apparition des peidgénomes et enfin un amidon résistant
(amidon de mais rétrogradé ) n'agirait que surstages tres précoces de linitiation. Ce
dernier type d'amidon résistant est également napédans un autre modeéMpc muté, ou il
entraine méme une légére augmentation de l'inc&demaorale dans le gréle, phénomene que
nous n'avons pas observé chez la sddiis(cf figure 10) (Williamson et coll 1999).
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Figure 10: Effet des régimes enrichis en fibresl'swidence tumorale au
niveau de l'intestin gréle chez la sowis.
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Le régime le plus efficace (FOS) est égalementtimusateur puissant non spécifique de
I'immunité locale. L'augmentation du nombre de nesllymphoides de l'intestin gréle peut
refleter une stimulation antigénique au niveau délort puisque les cellules
immunocompétentes (thymo dépendantes) stimulées @anplaques de Peyer repeuplent
I'ensemble du tractus intestinal apres passage ldatisculation sanguine générale. Ce qui
n'était qu'une corrélation lors de la premiére &t gkst révélé d'ordre mécanistique, puisque
des animaux alimentés avec le régime FOS immunodépmpar déplétion en lymphocytes T
ne sont plus protégés par ce régime.

L' implication du systéeme immunitaire n'est déméatgue pour le régime FOS. Elle n'est
cependant pas exclue pour l'ensemble des obsersaso I'on fait appel au concept
d'immunogénicité. Cette derniere peut étre défin@mmme I'ensemble des paramétres
moléculaires qui détermineront la maniére dontcldiiles (épithéliales dans le cas présent)
intéragiront avec les cellules immunocompétentesoams du processus de cancérogenése.
En imaginant que le butyrate soit un modulateurtipade I'immunogénicité des cellules
épithéliales coliques (Perrin et coll 1994) etbestéries lactigues un modulateur positif non
spécifique de I'immunité locale (Lee et coll 1998)us pourrions établir le tableau prédictif:

Butyrate Bactéries Foyers de cryptes Petites Grosses
lactiques aberrantes tumeurs tumeurs

scFOS  ++ + + Q " "
CCAR + ou T+ \ ‘ -
IcAR ++ + Q Y )
Amidon de

mais (type |||)+ + - b - -
Sonde blé - - - - -

Ce tableau est certes trés spéculatif puisque baputéléments ne sont pas établis, mais il a
justifie, a notre sens, la poursuite de la docuatent de l'effet de tous les types de fibres
fermentées sur le systéme immunitaire, dans seect@spgocaux mais aussi dans les
répercussions au niveau de I'immunité systémidjest cependant évident que méme dans ce
modéle expérimental contrélé, d'autres mécanisméépendants du systéme immunitaire
peuvent interférer avec la cancérogénése et rendnpte de I'hétérogéneité des résultats pour
les amidons résistants.

Le second concept lié a celui de limmunogénicié gst sous-entendu dans notre
interprétation est celui de lI'immunosurveillances @ancers non-viraux induits. L'existence
d'un tel mécanisme est tres controversé. Toutedess résultats récents concernant l'incidence
de ces cancers chez des patients immuno-déprimiééamtivé la réflexion dans ce domaine.
Chez les greffés du coeur et du rein, Stewart dt (4997) notent une diminution de
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I'incidence des cancers du sein et du rectum etaugenentation du nombre des tumeurs
coliques. Cet effet bimodal met en lumiere que dponse du systeme immunitaire a la
cancérisation n'est pas nécessairement favorable sBulement il peut étre mis en anergie a
certaines étapes mais il peut peut-étre aussi l&tifaucroissance tumorale (en produisant des
facteurs solubles par exemple). C'est sans doute imterprétation possible pour
l'augmentation de l'incidence des tumeurs de graaitle que nous avons mesuré lorsque des
bifidobactéries lyophillisées sont ajoutées a gimé enrichi en amidon résistant. Le fait que
ces tumeurs soient plus vascularisées suggeérditatipn de facteurs angiogéniques.
L'existence d'une balance immunosurveillance-imranilitation impligue une certaine
prudence dans lI'amplitude de la manipulation dépanse immunitaire a la cancérogénése.
La piste de I'immunoprophylaxie par les glucidedigestibles reste cependant prometteuse et
nous conduit d'une part, a analyser plus en détefponse immunitaire locale, et d'autre part,
a mettre en place un modéle pour I'étude in vig® idteractions lympho-épithéliales dans le
contexte de la cancérogéneése et des glucides stitlilgs alimentaires.
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INTERACTIONS LYMPHO-EPITHELIALES ET
GLUCIDES INDISGESTIBLES

Nous avons montré que le systéme immunitaire tinespeut interférer avec la
carcinogenese colique dans le moddla. Les études préliminaires décrites dans ce cleapitr
sont destinées a documenter les mécanismes rebfemeda ces interférences.

|- LE SYSTEME IMMUNITAIRE LOCAL:

Le systéme immunitaire local est I'organe lympleolig plus important du corps. Il est
constitué de cellules immunocompétentes regroupgasrganes lympoides secondaires (les
plagues de Peyer) et de cellules isolées (les lgoytbs intra-épithéliaux: LIE et lymphocytes
de la lamina propria: LLP) (cf Figure 11). Les lyhgeytes de chacun de ces compartiments
ont des origines, des phénotypes et des fonctigumisréstent discutés) différentes (Abreu-
Martin et coll 1996).

Antigénes bactériens et/ou
alimentaires Cellule M

o =

L.B et L.T primés Lymphocytes.i_ntra-épithéliaux
(IEL)

Retour dans 1a muqueuse #%#

A e -l-“"/
(Homing) |-“'L : . -
.':.".: e ...:: E: _-'H.-E-_:I':--" \@Eﬂ
Ganglion mésentérique

Circulation pért

Figure 11: Systeme immunitaire associé aux mugueasapres Abreu-Martin et coll 1996)

Les plaques de Peyer (PP) que I'on retrouve todbag du tractus intestinal sont formées
d’un centre germinatif de lymphocytes B entourémd’ couronne de lymphocytes T. Les PP
sont recouvertes de cellules épithéliales inteltinparmi lesquelles environ 10% sont des
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cellules M: cellules vouées au transfert et a Es@ntation des antigénes depuis la lumiére
intestinale jusqu'aux cellules immunocompétenteladPP. Cet organe lymphoide secondaire
forme ainsi un “site d’échantillonnage” des antigewle la lumiere intestinale (Abreu-Martin
et coll 1996).

Les LLP forment une population de lymphocytes d&idu thymus répartis dans la lamina
propria. Chez la souris, environ 90% des LLP soed tymphocytes T, le reste de la
population étant formé de plasmocytes. Approxinemtient, 65 a 80% de ces cellules
exprimant le CD3 sont CD4+. Environ 95% des LLPXprement le TCRap, et seulement
3% le TCR ys. Ce phénotype les rapproche donc assez fortemest lyinphocytes
périphériques (PBL): méme rapport CD4/CD8 et TdBRy. Toutefois, malgré ces similarités
phénotypiques, les LLP se différencient des lympgtesc périphériques par une forte
expression de CD45R0O (66 a 95% contre 30 a 40%)yuear des lymphocytes mémoires.
De plus, ces lymphocytes présentent un statutidaizin élevé, résultant probablement d’'un
“challenge" antigénique continu da a I'environnemietestinal. Le profil de sécrétion des
cytokines des LLP (T helper 1 ou 2) est plutot yjgetTh2. Enfin, la voie d’activation des
LLP est différente des lymphocytes mémoires périghés: elle fait principalement
intervenir des intéractions CD2/CD28 plut6t que TCB3. (Abreu-Martin et coll 1996)

Les LIE représentent une population unique de lesllimmunocompétentes intimement
associées aux épithélia. On retrouve des LIE aganivdes muqueuses respiratoires, génitales
et de la peau. Toutefois, le nombre le plus impdrtee LIE se retrouve au niveau de la
mugueuse intestinale. Les LIE se localisent erseckllules épithéliales au niveau du péle
basal et sont ainsi les premieres cellules immumpeébentes au contact de bactéries ou
antigenes pouvant provenir de la lumiére intestifjBeagley et coll 1998)

La majorité des études sur les lymphocytes intthélaux ont été effectuées chez la souris et
au niveau de l'intestin gréle (gLIE). Toutefois,efpues études comparatives du phénotype
des LIE coliques (cLIE) montrent que ces deux pafms présentent des phénotypes
difféerents et donc potentiellement des fonction$fééntes. En effet, les gLIE sont
principalement des lymphocytes T (CD3+) et enviB0f6 de ces lymphocytes T expriment le
CDS8. Les cLIE CD3+ expriment de maniére plus intate le marqueur CD4, avec une
grande variabilité suivant les souches (75% de COB4+ chez les souris BALB/C et 30%
chez les souris C57BL/6). (Camerini et coll 1998agley et coll 1995; Ohtsuka et coll 1996)
Les lymphocytes intra-épithélaux CD8+ peuvent erprila forme hétérodimérique C8

ou la forme monomériqusx. Au niveau des gLIE, les CDf expriment a la fois le TCRB
etys, les CD8ap exprimant uniquement le TC&3. Au niveau du gréle, les gLIE a TGR
(donc CD8ao) représentent jusqu’a 50% de la population totalers que dans le célon, les
cLIE a TCRya sont principalement CD4-/CD8- et réprésententl5% des cLIE. De plus, au
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niveau colique, les cLIE expriment fortement CD66,qui suggére que ces lymphocytes sont
activés chroniquement (Abreu-Martin et coll 199@aBley et coll 1998).

Les LIE coliques et de l'intestin gréle se cardstrt par une forte expression du CD103
(aER7) intégrine trés rare a la surface des lymphoajteslants (2%) (Cerf-Bensussan et coll
1987). Le récepteur du CD103 est I'E-cadherineegtiexprimée a la surface basolatérale des
cellules épithéliales. Cette intégrine servirait “laadressage” des lymphocytes intra-
épithéliaux au niveau de I'épithélium (écotaxie'baming") (Salmi et coll 1999).

La présence maintenue de cellules T au niveauégéhélium intestinal malgré leur absence
au niveau périphérique chez les souris nude sugggrdéépithélium intestinal peut permettre
le développement de lymphocytes T en I'absencéytalus fonctionnel (Emoto et coll 1996).
De plus, le suivi de reconstitution de la populatites lymphocytes intra-épithéliaux chez des
souris athymiques met en évidence une populatisniEEle CD8aa ou a TCRys quasiment
normale, confirmant I'origine extrathymique de pepulations lymphocytaires. En effet, il est
généralement admis que les IEL a T@R( CD4+ et CD8+af3) dérivent directement du
thymus ou ils ont subi la sélection positive etat&ég permettant d’éliminer les lymphocytes
auto-réactifs. Par contre, les populations aty@q(ECRys> et TCRaf CD8 aa) dérivent
directement de la moelle sans subir la différefaapositive et négative, ce qui laisse
supposer la présence de lymphocytes auto-réactifairette population extrathymique (cf
figure 12) (Cerf-Bensussan et coll 1993).

Les LIE CD8aa et a TCRys (d'origine extrathymique) sont peu réactifs a gtimulation
CDS3/TCR alors que les lymphocytes thymodépendar@Rep CD4+ et CD8p) proliferent

en réponse a une activation TCR. L'apparente anelgila population extrathymique peut
constituer un avantage pour I'hGte puisque cettpufadion contient potentiellement des
lymphocytes auto-réactifs. Enfin, si les LIE réagist peu a l'activation TCR, ils sont
sensibles a une voie d'activation alternative pagsar CD2 (Beagley et coll 1998). La forte
expression de CD58 (LFA-3) au niveau des cellulgishéliales conforte cette hypothése
(Framson et coll 1999).

TCR ap TCR v

"\ s

CD4+ CD8+ CD4- CD8- CD8 aa

M

CD8 ap CDS8 oa

Lymphocytes Thymodépendants | Lymphocytes Thymoindépendants
Prolifération en réponse a signal | Absence de  prolifération en réponse a signal TCBICD
TCR/CD3 Lymphocytes autoréactifs?

Figure 12: Origine des lymphocytes intra-épithétia

84



Les fonctions des LIE sont encore mal connues.llEsa TCRaop etTCRy3 exercent une
activité cytotoxique constitutive antigéne-spécigou non. En relation avec la localisation
des LIE, cette activité cytotoxique pourrait étrernécanisme de défense immédiate de I'hote
contre I'invasion de pathogénes et peut-étre cdesreellules épithéliales anormalbsyitro,

les LIE peuvent se lier fortement a des cellulégghépales tumorales, par l'intermédiaire de
CD103 et CD11la (Roberts et coll 1993a), et exewmrtre ces cellules une activité
cytotoxique (Roberts et coll 1993b) qui ne semlae @tre de type NK (les LIE n'expriment
pas CD16 et CD56). Les LIE sont capables de predas cytokines associées a la fonction
Thl et Th2 (Beagley et coll 1998).

II- ETUDE PRELIMINAIRE IN VIVO:

L' impact de la supplémentation en glucides instipdes (5,8%) de l'alimentation de
sourisMin sur les LIE a été examiné en méme temps quedédnce tumorale. Cette étude
confirme les résultats de la premiére intervengarce qui concerne l'effet protecteur des sc-
FOS (Pierre et coll 1999b). Par contre, les deuxveaux amidons résistants utilisés
diminuent le nombre de petites tumeurs alors qubii cetilisé dans la premiére
expérimentation était sans effet (Pierre et col9e9.

Purification des LIE et des splénocytes:
Les lymphocytes intra-épithéliaux coliques sonpprés a partir d'une méthode adaptée de la
technique utilisée par Ibraghimov et coll en 199dur la purification des LIE, le c6lon et le
caecum sont considérés comme un organe uniquejyaufdusieurs travaux montrent qu’ils
présentent des populations de LIE identiques (Caimetr coll 1993). Le cblon et le caecum
sont isolés de la souris, ouverts longitudinalene¢itdvés dans un bain de PBS pour éliminer
les contenus. Les plaques de Peyer sont ensuitinéls aux ciseaux, et le mucus est enlevé
grace a un léger nettoyage de la muqueuse au pinceadlon (cblon + caecum) est ensuite
lavé dans cinq bains de PBS sous agitation et gg¢cen morceaux d’'un demi centimétre
environ. Ces morceaux sont transférés dans undeld® ml contenant 5 ml de PBS / 5 mM
EDTA/5 mM DTT (Sigma Chemical Co, St. Louis, M@ur une incubation de 30 mn sous
agitation constante a 37°C. La dissociation deith&tlium est terminée par une dissociation
mécanique: une série de 20 pipettages a 'aideediimette de 5ml. Les débris muqueux sont
éliminés par une sédimentation de 60 s et le seardgest collecté. L'opération de la
dissociation mécanique par pipettage est répétésepkrs fois par ajout de RPMI (Gibco,
Grand Island, NY) + 4% SVF + 1% Hepes (Gibco, Grestahd, NY) jusqu’a obtention d’un
surnageant clair. Les surnageants sont regroupg&néifugés pendant 10 mn a 1500 rpm a
température ambiante. Le culot cellulaire est réodiet lavé deux fois dans 10 ml de RPMI /
4% SVF | 1% Hepes. Apres le dernier lavage, letoesdd repris dans 5 ml de milieu et est
vortexé pendant deux minutes pour optimiser laodission tissulaire. Les cellules sont
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ensuite culotées par une centrifugation (1500 rpt® Mmn / température ambiante) et sont
remises en suspension dans 25 ml de Percoll 67%r(falcia Fine Chemicals, Piscataway,
NJ) recouvert de 25 ml de Percoll 44%. Une cergdfion a 600g pendant 30 mn a
température ambiante de ce gradient différentighpela récupération des LIE a I'interface.
Les LIE récupérés par pipettage de linterface damés dans 50 ml de milieu par trois
centrifugations (1500 rpm / 10 mn / température iamtB) pour éliminer les résidus de
Percoll toxique pour les cellules.

Les splénocytes sonr récupérés par perfusion ditdaavec du RPMI. Les cellules obtenues
sont culotées, et lavées dans du RPMI + 10% SVB. dedlules reprises dans 4 ml sont
ensuite déposées sur Ficoll (Seromed, Berlin, Adigne) et centrifugées 30mn a 500g. Les
lymphocytes sont récupérés a l'interface RPMI/Fieolavés en RPMI +10% SVF.

Marquage pour cytométrie en flux:

Aprés purification, 10 lymphocytes intra-épithéliaux ou splénnocytes snatibés pendant
30 mn a 4°C dans 50 de PBS + 0,1% gelatine (poids/volume) avec le@orps approprié
conjugué a un fluorochrome. Les lymphocytes sostiga lavés avec 204l de PBS / 0,1%
gélatine par trois centrifugations a 1500g pen@éns a 4°C, et fixés avec 2p0de PBS +
1% paraformaldéhyde (volume/volume). Un témoin tiégans anticorps est utilisé pour
quantifier l'autofluorescence des lymphocytes. Lasticorps utilisés proviennent de
Pharmingen Co (San Diego, CA): FITC-CD3 (145-2CPH;CD4 (RM4-5) and Cy-chrome-
CD8a (53-6.7), FITC-TCR® (GL2), FITC-CD25 (7D4), FITC-CMH Il (AF6-120.1).ds
marquages CD3, CD4 et CD8 sont réalisés en doudtguage avec les couplets CD3/CD4 et
CD3/CD8. Pour les autres anticorps, les marquages ealisés en simple marquage.
L’expression antigénique a la surface des lymplescyst analysée par cytométrie en flux
grace a un FACScan (Becton Dickinson, San Jose, ébA)tilisant le logiciel CELLQuest
(Becton Dickinson, San Jose, CA). Pour I'analyss,lIE sont définis par une région R1 sur
le dot-plot FSC/SSC (Fig 13).

200 4w 600
FSC-H
Figure 13: Définition de la région des IEL sur tegt-plot FSC / SSC .

1) Les glucides indigestibles ont un impact sur ci&ins parametres de
I'immunité systémique:
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Le fait observé dans la premiére intervention, lguetgime FOS ait un impact sur le GALT,
posait la question d'une possible répercussioiisununité systémique compte tenu de son
importance quantitative. La deuxiéme série d'ir@etion a été l'occasion de mesurer ce
paramétre. La réponse aux trois régimes (FOS atdex amidons résistants) est trés proche.
La plupart des parametres étudiés ne sont pas ig®dED4, CD8, CD25, CD28, CD54),
seule la présentation antigénigue est affectée aneccroissement de I'expression du CMH
de classe Il (cf Fig 14)
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Figure 14: Effet d’'une supplémentation en glucithelgestibles fermentables sur le phénotype
des splémocytes chez la sowis. A: CD4+;B: IEL CD8+;C: CMH Il. *: résultat significatif
par rapport au régime Témoin (T) (P<0,05).

2) La protection des sourisMin par les scFos est corrélée a une baisse de
I'expression de récepteur a I'lL2 a la surface delymphocytes intra- épithéliaux:

En ce qui concerne le régime scFOS, ou la protedtiplique clairement le systeme
immunitaire local, la supplémentation se traduitr pme diminution statistiquement
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significative de I'expression du récepteur a I'nigekine 2 (sous unité: IL2Ra, CD25) a
surface des LIE (P<0,05) (cf Fig 15 et 16) sansaichigur la population CD4+ et CD8+ (cf
Fig 17 et 18).
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Figure 15: Effet d'une supplémentation en glucimhegestibles fermentables sur le phénotype deplpuytes
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Cette baisse significative du récepteur a I'll2i (gst également observée chez les souris
C57BL6 sauvages cf Fig 17) peut étre interprétéduamiére de travaux récents concernant le
recepteur IL2RR au niveau du systéme immunitaire périphérique.
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Figure 19: Effet d’'une supplémentation en fructig@mdaccharides a chaines courtes sur le phénotgpe d
lymphocytes intra-épithéliaux chez les souris C5@Bt/+) etMin (Min/+): analyse par cytométrie de flux. A:
Double marquage des IEL CD3 (145-2C11) CD4+ (H12p.B: Simple marquage des IEL CD25+ (7D4). *
Résultat statistiquement significatif en companaiaoRégime Témoin +/+; 8Résultat statistiquemegnificatif

en comparaison de Régime Témblim/+

Tres récemment, Onizuka et coll (1999) ont obtemuégression de plusieurs types de
tumeurs (leucémie, myelome et sarcome) par injeation anticorps monoclonal anti IL2R
L’administration de I'anticorps est associée a guiction de la population CD4+ CD25+.

Le role du récepteur a I'll-2 est clarifieé par Ud¢ des souris knock-out pour ce gene
(Willerford et coll 1995). CD25 n'est pas indisp&inle au développement normal des
lymphocytes T et des lymphocytes B et n'est pagdigun dans la génération de lymphocytes
matures. Le nombre ainsi que la proportion desedifftes populations lymphocytaires est
normal chez les souris IL2R-/-, a I'exception de I'amplification des orgargmphoides
périphériqgues (rate et ganglions) sans que, la rendes proportions des différentes
populations soient modifiées. Cette amplificati@nserait pas liée a une augmentation de la

92



prolifération mais plutdt a une baisse de I'eng@epoptose apres activation. Le récepteur a
I'lL2 serait un régulateur des populations lymphacgs en exercant un contréle sur la
balance expansion clonale/apoptose.

Une étude préliminaire montre une augmentation @abre d’LIE chez les souris C57BL/6
supplémentées en scFOS (eau de boisson et réditablaau 9), qui pourrait donc étre due a
une diminution d’entrée en apoptose liée a la baiks I'expression de CD25, ouvrant une
piste pour l'interprétation de nos résultats.

Tableau 9: Incidence d’'une supplémentation en scit®& nombre d'lEL:

Expériences T(n/souris) FOS* (n/souris)
FOS-Eau 320 087 499 899
FOS-Eau 448 500 732 336
FOS-Eau 285171 404 040

FOS-régime 170 000 374 000

FOS-régime 250 000 670 000

FOS-régime 390 000 1100 000

FOS-régime 532 000 660 000

FOS-Eau: supplémentation de l'eau de boisson @gjosur le régime T. FOS-régime:
supplémentation du régime alimentaire en sc-FOB/fbchez la souris C57BL/6. *: nombre d’lEL
significativement supérieur par rapport au réginid @st de student bilatéral: P=0,01)

Des résultats partiels obtenus dans le laboraf@ghémie Bassonga, Diplome EPHE)
montrent une augmentation de I'ARN messager d&g'tlans la muqueuse colique de souris
alimentées avec sc-FOS. Cette interleukine estativateur de la prolifération et de la
cytotoxicité des LIE (Ebert et coll 1998). D'aupart, la baisse du récepteur a I'lL-2 pourrait
stimuler l'activité cytotoxique des LIE (les cLIEe @douris IL2 -/- acquiérent la capacité de
lyser des cellules cibles (Simpson et coll en 1p95s sc-FOS augmenteraient a la fois le
nombre et la cytotoxicité des LIE par I'action sgigue d'une augmentation de la production
d'IL15 et de la baisse de I'expression du réceptéilr-2 a leur surface.

3) Deux amidons résistants diminuent l'incidenceeks petites tumeurs sans
baisse du récepteur a I'lL2 a la surface des LIE

Deux régimes enrichis en amidon résistant (ccCARCAR) protegent contre les petites
tumeurs mais ne modifient pas les marqueurs démsgsimmunitaire local que nous avons
examinés et donc I'expression du récepteur a$ilrdes LIE. Un de ces deux amidons (ICAR
(figure 15) est cependant associé a une augmemidtida population CD4+ ). La diminution
du récepteur a I'll 2 est donc associée a un sffétifique sur la croissance des tumeurs. Le
mécanisme de protection exercé par les amidonstaés serait moins dépendant de la
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réaction du systeme immunitaire local. Dans un reod@i concerne les toutes premiéres
étapes de la cancérogenése colique (la formatiarryiidées aberrantes par injection d'azoxy
méthane a des rats), la production intra-coliquébatyrate par fermentation d'un amidon
résistant est associée a la réduction de ces £§imtentiellement pré-cancéreuses) peut-étre
en modulant limmunogénicité des cellules épittheédia(Perrin et coll 1999). Un tel
mécanisme pourrait rendre compte de l'effet obsem& ces deux amidons résistants.
Malheureusement, I'amidon résistant butyrogénesjuprotecteur dans le modele rat est celui
qui ne l'est pas dans le mod&kén (Pierre et coll 1997). L'étude des profils fernaéms de
ces trois amidons résistants chez la souris depeinettre de clarifier l'implication du
butyrate. D'autres facteurs

liés a leurs propriétés physico-chimiques ou enéoleurs propriétés prébiotiques (Silvi et

coll 1999) peuvent aussi rendre compte de I'hné&mditg des résultats obtenus avec les
amidons résistants.

4) Perspectivesn vivo et ex viva

Toutefois, ces résultats restent préliminaireslest corrélations sont peut-étre
étrangeéres au mécanisme mis en jeu. Le rdle jou€Pas au cours du développement de la
carcinogenese colique spontanée de la sddirispourra étre vérifié par injection d’anticorps
anti CD25 suivant le protocole effectué par Onizakaoll. La déplétion effective en cellules
immunocompétentes CD4 et CD8 du syteme immunitigical par injection d’anticorps
monoclonaux par la voie intrapéritonéale (Pierrecell 1999) laisse envisager que la
déplétion des cellules CD25+ est possible par eeéime voie. Si I'implication de CD25 est
réelle, cette déplétion sur le régime témoin (nootgeteur) se traduira par une baisse de
I'incidence tumorale qui se rapprochera de la sépphtation en scFOS.

Ensuite il sera intéressant de connaitre précisétaepopulation de LIE affectée par cette
baisse de I'expression du CD25. Pour cela, desldsubarquages en cytométrie de flux des
LIE permettront d’identifier cette population. Ipparait important de déterminer si cette
population CD25"™¢ appartient & la population des thymodépendar@R@s CD4+ et CD8
ap) ou thymoindépendants (TGRet TCRap CD8aa). Une baisse de I'expression de CD 25
sur les lymphocytes thymodépendants favoriseratigientation de cette population
entrainant une réponse antigene-spécifique. L'icagibn de la population affectée par la
baisse du CD25 pourra étre confirmée par une déplét
Une voie alternative pour mesurer I'implication dd& est le transfert adoptif, suivant la
technique développée par Davidson et coll (199@uzibni-Gatel et coll (1997). L'injection
de LIE pariv est en effet suivie par un homing substantietekecellules dans la muqueuse
intestinale avec maintien des propriétés acquises ke donneur.
De plus, il sera utile d’étudier I'orientation deréponse immunitaire dans le cadre du régime
protecteur (Thl versus Th2) par I'étude de la petidn des cytokines spécifiques de ces deux
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voies: IFNy et IL-2 pour la voie Thl et IL4,5 et 6 pour la @dih2. Ceci nous permettra de

vérifier si la réponse immunitaire impliguée daasprotection est plus orientée vers une
réponse cytotoxique (Th1l) ou humorale (Th2).

Enfin les travaux de Simpson et coll ( 1995) ayaig en évidence une activité cytotoxique
plus forte des cLIE des souris IL2-/-, la comparaigle I'activité cytotoxique des clEL isolés

de souris nourries au régime témoin ou scFOS, peuawettra de vérifier et quantifier la

relation CD25 - activité cytotoxique des cLIE.

Enfin, il faudra documenter l'impact de ces glusidedigestibles sur les partenaires des LIE
dans la muqueuse que sont les cellules épithélialesparticulier I'expression de CD1d

molécule de présentation antigénique exprimée par aellules, et qui est sans doute
impliquée dans l'activation des LIE (Porcelli el d®98; Colgan et coll 1996).

Cette premiére étude sur I'immunité locale n'oypa® de piste particuliere pour interpréter la
protection exercée par certains amidons résissamties petites tumeurs.

Deux hypothéses sont a examiner :

- Le mécanisme est indépendant de la stimulatidhindkeunité locale (butyrate)

- Les parametres de I'immunité locale qui intermimt sont différents de ceux que nous avons
examinés, ce qui reste possible puisque ces amatdng impact sur l'immunité systémique
qui est tres vraisemblablement le reflet d'uneoactilocale. Ce pourrait étre alors la
conséquence d'effets prébiotiques différenciésdifésrents types de glucides indigestibles
(Silvi et coll 1999).

Toutefois, pour aborder I'étude des mécanismesemigu lors de ces interactions lympho-
épithéliales au cours de la carcinogenese spontdda souridlin, il est indispensable de
mettre en place un sytéme de modélisaitiovitro de ces interactions.

llI- MISE EN PLACE D'UN MODELE D’ETUDE IN-VITRO:

1) Etablissement de lignées de cellules épithébalcoliques

Il existe, pour les étudem-vitro des propriétés des cellules coliques, plusieurs
possibilités. La plus répandue est l'utilisationligaées établies a partir d’adénocarcinomes
du colon ou du rectum. De nombreuses lignées dgpeesont disponibles chez I'Homme,
mais elles sont trés rares chez la souris. Cegdigisont de plus mal adaptées a I'étude des
phases précoces de la cancérogenese et a calléathetionnalité des cellules saines.
L'établissement de primo-cultures est une appratteenative qui permet de contourner cette
difficulté. Malheureusement et comme c'est soulermas pour les cellules épithéliales, ces
cellules se maintiennent trés mal en culture qued goit le mode de récupération (par
digestion enzymatique (Gibson et coll 1989) ou gracdes agents chélateurs de calcium

95



(Whitehead et coll 1987)) et le support de cultutiisé. Quelques cas de culture a long terme
a partir de cellules d'intestin gréle normal sétetées par cylindre de clonage ont été
rapporté chez les rongeurs mais on peut suspectdrstpagit de cas dimmortalisation
spontanée qui se produit avec une fréquence dex11D° (Deveney et coll 1996). En outre,
ces cellules présentent peu de marqueurs dedlfiffi@tion associés a I'épithélium intestinal.
Le maintien de réelles cellules normales en culttent trés difficile, plusieurs procédés
d'immortalisation de cellules intestinales ont &tis au point. L'immortalisation consiste au
transfert par transfection d’'un géne immortalisaniycipalement I' antigene T du virus 40 de
singe (AgT SV40) dans des cellules normales (Emetngoll 1989). Mais cette technique
présente beaucoup de contraintes techniques dreigegent son utilisation. En premier lieu,
il faut un grand nombre de cellules pour que queseunes integrent le gene de fagon stable et
dans une situation favorable pour son expressionsdeond lieu, un méme type cellulaire
peut présentan-vitro des caractéristiques différentes suivant le siteégration. En tout état
de cause, l'introduction d’'un géne immortalisantpeaturber la physiologie normale de la
cellule du fait d’'une multiplication cellulaire eoontinu. Ces difficultés peuvent étre
surmontées par le transfert d'un gene conditioermedint immortalisant, par exemple une
version thermolabile de I'antigene T du virus 40 gilege (Quaroni et coll 1997), ce qui
permet d’obtenir des cellules immortalisées a hap&rature permissive, mais capable de
différenciation lorsque l'antigene T est inactiidais cette solution n’élimine pas les
problemes liés au transfert et au site d'intégratin gene. Par contre, |'établissement de
souris transgéniques pour un variant thermosendibleantigene T réalisé par le groupe de
Whithehead R.H allie les avantages de la sounisg@nique (site d'intégration unique) a ceux
de la conditionnalité de I'immortalisation (Witheldeet coll 1993). Pour obtenir cette souris,
ils ont intégré tsA 58 sous le contrdle du prompthuCMH | H-2K° (interférony inductible)
dans un ovocyte de souris CBA/Ca x C57 BL/10. Ignde de souris transgéniques ainsi
obtenue a été nommée H-2t6A58 et est désormais commercialisées sous lantiéation
d“Immortomouse”. L'immortalisation des cellulelées a partir de cette lignée de souris est
donc a la fois sous contréle de la températureedtimterférony. lls établissent & partir de
cette souris une lignée épithéliale coliqgue conditellement immortalisée qui réexprime les
marqueurs de différenciation (enzymes de la bordarbrosse) une fois l'antigéne T inactivé.
D'autres lignées de cellules épithéliales issuddrdestin et du thymus ainsi gu’une lignée de
fibroblastes isolés de la peau sont égalementiésaliinfin, en croisant cette lignée de souris
avec les souridMin, Whitehead a de la méme maniere obtenu une liglgeeellules
épithéliales coliqgues mutées p@&Apc (Whitehead et coll 1994).

Nous avons choisi d’appliquer cette technique paltenir notre modeéle cellulaire,
puisqu’elle permet d'établir des lignées de cefluépithéliales mutées ou non poApc
capables de différenciation vitro. Ceci nous rapprochera, a la température non psivai et
sans interférow, de la situatiorin vivo.

Toutefois, nous avons choisi d'apporter quelquedifitations a cette technique.
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Pour isoler les cellules épithéliales Whiteheadadit (1993 et 1994) utilisent un chélateur de
calcium (EDTA). Nous avons choisi la dissociati@r pn cocktail enzymatique (collagénase
+ dispase) qui favorise considérablement |'attadmdnet la croissance des cellulasvitro
(Evans et coll 1992).

Pour
I'e0ff00ff0000fffd0003ff0000fffd0000fffd0000ffccO@Rf0021ff0000ffO000ffFFO000ffFO000ffO
000ff00ff0000ffO0fFO000ff0000ffO000fffffc0003ffO0EFe0000fffdO000ffcb0039f800faffdfO
012ff0000ff00ffO000ffO0ffF0000ffO000ffO000feff010GEHOOfeff0400ffO000ffFd0006ffO000ffO
000fffb0000ffcc003cf70003ff0000ffdd0010ffO000ffFOOBO0fFO0fFO000fFO000ffFd0002ffO0fff
c0005ff00ff0000fffd0005ff0000ff00fffd0003ffO000ffEO3df60002ff00ffdc000 1fffffe0004ffff
0000fffe0001fffffe0004ffff0000fffe 0001 fffffe0001fffe0006ffO000fffFO000fdff03de trois
MOis, nous pourrons isoler a partir d’adénocarcie®muhes cellules épithéliales tumorales. Ce
qui nous permettra d’avoir a notre disposition uodéie cellulaire complet : cellule saine,
cellule mutée poulpcet cellule tumorale au fond génétique identiqueecaractere épithélial
des lignées est établi par un marquage dirigé edatrcytokératine 18 et I'expression des
enzymes de la bordure en brosse sera vérifiée fRatase alcaline et Dipeptidyl peptidase
IV). De plus, pour favoriser la différenciation de®llules dans les conditions non
permissives, ces cellules seront cultivées surefittollagéne, technique qui favorise la
polarisation cellulaire.

2) Matériels et méthodes :

Souris :
Souris C57BL/6 et souriglin sont fournies par Jackson Laboratory (Bar Harllit, US).
Immortomouse fournie par Charles River (St-AubisHidbeuf, France).

Etablissement des primo-cultures de cellules épithales coliques:
La technique utilisée s’inspire des travaux de Bwveincoll (1992) pour purifier des cellules
épithéliales d’intestin de rat nouveau-né. Les taypet cellules sont isolées a partir de célon
de souris F1 de trois semaines. Le cblon est olmegttudinalement et lavé trois fois dans du
PBS + 1% P/S par agitation forte dans des tubdbdel. Il est ensuite coupé en segments de
2 a 3 cm de long, ces morceaux sont a nouveau tevigsfois dans du PBS + 1% P/S. Le
tissu est ensuite transféré dans une boite de fRitriy étre découpé a l'aide d’'une lame de
scalpel en morceaux inférieurs & 1 farbe célon ainsi dilacéré est transféré dans 5ml de
RPMI (Gibco, Grand Island, NY) contenant 0,1 mg/dd dispase type | (Boehringer
Mannheim, Meylan) et 300 U/ml de collagénase typ€S¥gma Chemical Co, St. Louis, MO)
et incubé 30 mn a 37°C sous agitation forte. Laatimtion enzymatique est terminée par une
dissociation mécanique: environ 100 pipettages awecpipette de 5 ml. Le produit de la
dissociation est laissé sédimenter 1 mn pour éémlies débris. Les étapes de la dissociation
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mécanique et de la sédimentation sont répétées figsixsur les débris récupérés. Les
surnageants obtenus aprés les trois sédimenta@rspoolés et centrifugés a basse vitesse
pendant 2 mn. Le surnageant est éliminé et le esiotepris dans 10 ml de RPMI + 2,5 % de
SVF. La centrifugation est répétée 5 a 6 fois jistjabtention d’'un culot bien défini.

Les cryptes et cellules ainsi isolées sont ense@asnen puits (plaque 24 puits) "coatés" au
collagene de type | de queue de rat (Institut Jesd@oy S.A., Reims ) dans 3(0de RPMI

+ 2,5% SVF + 1% P/S + 1% glutamine supplémenté @eudités/ml d’interférony
(Boehringer Mannheim, Meylan) et de 10 ng/ ml dedar de croissance épidermique (EGF)
(Boehringer Mannheim, Meylan). La moitié du miliest renouvelée tous les trois jours
jusqu’au départ de la croissance.

Une fois a confluence, les cellules sont repiquesiers a I'aide de trypsine-EDTA (Gibco,
Grand Island, NY).

Vérification du caractere épithélial des primocultues:

Le caractere épithélial des lignées est mis en eégel par un marquage
immunocytofluorimétrique anti-cytokératine 18. Lesllules sont maintenues en culture
jusqu’a confluence. Elles sont ensuite décolléés taypsine et fixées au foramldéhyde 4%
pendant une heure a 4°C. Une fois perméabiliséesaponine en plague 96 puits, elles sont
marquées avec l'anticorps monoclonal anti-cytokéed8: clone Ks 18.04 (Progen
Biotechnik GMBH, D). Un deuxieme anticorps dirigéntre IgG de souris couplé a la FITC
(Anti-Mouse 1gG FITC Conjugate / Sigma, St Louis M@ermet la mise en évidence du
marquage sous microscope a fluorescence ou pamétide en flux (FACScan Becton
Dickinson, San Jose, CA) avec le logiciel d’anal@&d L Quest (Becton Dickinson, San Jose,
CA).

Le contrdle positif du marquage a été réalisé s akllules CMT-93 qui sont des cellules
épithéliales de carcinome de rectum de souris aTBRF (EACACC n° 89111413).

Vérification de I'immortalisation conditionnelle:

Pour mettre en évidence le caractére conditionadlithmortalisation, les lignées établies
sont tout d'abord cultivées en condition permisgoer permettre I'attachement. Ensuite,
deux lots de cellules sont maintenus soit en ¢mmdpermissive (33°C + interferof soit en
condition non permissive ( 37°C - inetrférgnpendant 7 jours pour suivre les différences de
croissance.

Mise en évidence des activités enzymatiques assesi@ la bordure en brosse :

Les mesures d'activité des enzymes de la borduterasse, PAL (Phophatase alcaline) et
DPPIV (DiPeptidyl Peptidase V) sont effectuées pdosage colorimétrique au

spectrophotometre a 405 nm du para nitro phénotl®da para nitro aniline libérés par
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hydrolyse du para nitro phenyl phosphate ou deRgtypara-nitroanilide en milieu basique.
Les cellules cultivées a 33°C sont lysées avadbsage.

Test PCR pour I'antigéne T et la mutationApc:

Pour chaque lignée, deux tests PCR sont effectaés gétecter la présence de I'Ag T et
mettre en évidence la mutatidmin. Les oligonucléotides utilisés pour tester la enég de
lAg T thermolabile (SV+ 5-CCTGGAATAGTCACCATG-3’; SV- 5-
CAATGCCTGTTTCATGCC-3’) permettent I'amplification’wh fragment de 424 pb en
présence du geéne. Pour le tedtlin, les amorces utilisées (Apc+ 5'-
GCCATCCCTTCACGTTAG-3’; Apc MT spécifigue de Ila mtitm 5'-
TTCTGAGAAAGACAGAAGTTA-3; Apc- 5-TTCCACTTTGGCATAAGGC-3' pour
mettre en évidence la mutation non-sens permdttanplification d’'un fragment de 313 pb
en cas de mutation et grace a un témoin intermeplification d’un fragment de 619 pb que
I’ADN soit muté ou non.

3) Résultats :

Obtention et caractérisation des lignées cellulads :

Actuellement, nous avons établi trois lignéesaliles épithéliales saines a partir des souris
F1 issues des croisements C57BL/6 x H-B4A58 et une lignée de cellules épithéliales
mutées a partir d’'un croisemevitn x H-2K"-tsA58 (cf figure 20). L'établissement de lignées

tumorales est en cours.

Figure 20A, Monocouche de cellules épithéliales immortaliséesaprés 3 mois de culture.
B, Monocouche de cellules épithéliaMm/+ apres 2 mois de culture.
(grossissement x 40)

Avec la technique de dissociation enzymatique, iplus types cellulaires contaminent les
cellules épithéliales. Les cellules contaminanggsésentent environ 10% de la totalité et sont
principalement des fibroblastes. L'avantage de ssavice des fibroblaste exige leur
élimination rapide. Plusieurs solutions ont été&es pour éliminer les fibroblastes. La plus
simple est la plus efficace, il s'agit d'un simgtattage sous microscope, préservant les ilots
de cellules épithéliales, effectué tres tot etisdlivn lavage doux.

Quatre lignées sont marquées avec I'anticorpsctmikératine 18, marquage cytoplasmique
filamenteux caractéristique du réseau des cytoké@st(cf figure 21), mettant bien en
évidence leur caractére épithélial. Whitehead Btas@ient obtenu un marquage de 10% des
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cellules non mutées (1993), nous avons un margpagéif allant de 30% des cellules
jusqu’'a 90% pour la lignée mutée, ce qui traduiissdoute un statut de différenciation

supérieur pour cette derniére.

A
B
Témoin Cellules épithéliales Cellules épithéliales
= négatif = 10' (+/+) o 11 (+/+)
1 - 7 - o
: | : 27,64% : 29,77%
= o 4 ’ 4 ]
=] M1 8- | M1 & | M1
[ = _|
T n T ]
S El
o 4 o 4
'L-"E_ o E_
%_ ﬁ_
L 3P = —
10 10t g0f g0® g0 w? 1w 10f 10® 0d
FL1H FL1-H
Cellules épithéliales _ . .
11 (Min/+) Fibroblastes (+/+) Fibroblastes (Min/+)
e

13
13

)

120
1

| 0.53% = ] 1.79%
M1 -] M1

] =
=

| 87,79%
M1

Counks
an 120
Pl | 1
Counks
an

0
L

a0
Ll

Ch_-
o0 1o 02 109 109
FLi-H

107 10

-n
| gty
——
T

Cytokératine 18

Figure 21: Marquage des cellules épithéliales immortalisées av/ec I'anticorps monoclonal anti-
cytokératine 18 (clone Ks 18.04). analyse en microscopie a fluorescence avec uguage des fibres
de cytokératine dans le cytoplasme (grossissen#ntB Analyse par cytométrie en flux.

Les trois enzymes associées a la bordure en bordsété détectées dans les trois lignées
saines. Toutefois, les tests d’activité pour la DNPet phosphatase alkaline ont mis en

évidence des différences entre ces trois lignéetmlfteau 10). Deux de ces lignées (n°10 et
10’) présentent une forte expression de PAL asseatigne faible expression de DPP IV alors
gue la troisieme (n°11) va présenter a I'inverse aativité PAL plus faible et DPP IV plus

forte (cf tableau 10). Ceci rapproche les lignéestet 10’ d’'un phénotype entérocytaire et la
lignée 11 d’'un phénotype plus colique. Ce résdsatsensiblement différent de celui obtenu
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par Whitehead et coll (1994) qui n'avaient obterue cdes lignées phénotypiquement
immatures.

Type PAL DPPIV (10
cellulaire | (10 mmol/mn/img ® mmol/mn/mg)
Fibroblastes 4,49 -
“Phénotypes PTIMo 10 257 2,6
enterocyl i primo 10’ 220 2.2
“Phénot .
coigze){!oe Primo 11 46,9 3,04

Tableau 10: Mesure des activités enzymatiques #&s0@ la bordure en
brosse phosphatase alkaline (PAL), dipeptidyle igepe IV (DPPIV) dans
les primocultures épithéliales et une lignée deofitastes immortalisés.

Le caractere conditionnel de I'immortalisation @& gérifié par une croissance en condition
non permissive qui aboutit en dix jours au détaah@mpuis a la mort de la quasi totalité des
cellules (cf figure 22), ce qui confirme que cefutes ont gardé un phénotype de cellule
normale. En paralléle ces cellules cultivées enditimm permissive croissent jusqu’a

confluence pouvant subir de trés nombreux pasqa&fjes ont été ainsi maintenues plus de
trois mois).

Figure 22: Cellules épithéliales immortalisées adi@ jours de culture
a 37°C. Seules peu de cellules de la monocouchi#ueate initiale
ont survécu.

Pour toutes les lignées obtenues, épithélialebmtiiastiques, la PCR a permis de mettre en
évidence le gene codant pour P'Ag T thermolabilegpnfemant Fimmortalisation
conditionnelle de ces cellules. De la méme manlarprésence de l'allele muté deca éte
vérifiee par PCR pour la primo-culture issue degrisoF1 Min X H-2K-tsA58 dont sont
issues une lignée épithéliale et une lignée filastiue. Cette PCR a permis aussi la
confirmation du caractére sauvage des lignées@@t11 pourApc (cf figure 23)
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--—— 313pb
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Figure 23: Produits de PCR des primocultures désvdes souris F1 Immortomouse / C57BI6 et
Immortomouse Min . A, La mutationMin est mise en évidence par amplification de deuynfients de
618 pb et 313 pb alors que la forme sauvagApteengendre I'amplification du seul fragment de 6b8 p
Lignes 1, 2 et 3: produits de PCR des primocultémthéliales immortalisées +/+. Lignes 4 et 5:duits

de PCR obtenus a partir des lignées de fibroblastesLigne 6: amplification a partir des lignéds
cellules épithélialein/+. Ligne 7: amplification a partir des lignéesfiteoblastesMin/+. Lignes 8 et

9: témoin positifMin/+ et +/+.B, L'antigene T de SV40 est mis en évidence par Hicgtion d'un
fragment de 424 pb. Lignes 1 a 4: produits de PBtRrms a partir des primocultures épithélialesnegy

5 a 7 : amplification a partir des fibroblastes iontalisés. Ligne 8: témoin positif obtenu a pad#
I’ADN extrait de célon de souris Immortomouse.

Enfin, la technique d’isolation par cocktail enzyigae ne permettant pas d’obtenir des
cellules épithéliales exemptes de cellules mésenatguses, nous avons établi
simultanément des lignées de fibroblastes coligeas des souris mutées ou non papc
Ces fibroblastes pourront étre utilisés ultériewntrpour des co-cultures avec les cellules
épithéliales.

4) Perspectivesn vitro

Le systéme de co-culture, que j'ai commencé a enetirplace a été adapté de la technique
developpée par Kerneis et coll (1997) pour modéliss plagues de Peyer. Des cellules
épithéliales (Caco-2) sont déposées sur la suifdégeure d'un filtre (4 um de pore) sur
lequel elles adhérent, croissent et se différetchsn bout de 14 jours, celui-ci est retourné et
les lymphocytes isolés de plaques de Peyer sonséd8sur la surface supérieure. Ce systeme
permet d’obtenir deux compartiments: un compartimeférieur qui mime la lumiére
intestinale et un compartiment supérieur qui regtssla plaque de Peyer. Nous avons décidé
d’adapter ce systéme pour étudier les interactimmikiles épithéliales-lymphocytes intra-
épithéliaux (cf Fig 24). La culture sur filtre favge la différenciation des cellules épithéliales
intestinales issues de primo-cultures, qui pamitédn peu différenciées puisqu'elles dérivent
des cellules souches des cryptes (Whitehead efl@68). Ce systéme devrait aussi favoriser
la migration de lymphocytes et leur insertion emggecellules épithéliales.
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Figure 24: Représentation schématique du systienee-culture sur filtre

L'établissement des lignées épithéliales coliquemales et mutées ainsi que la modélisation
in vitro des interactions lympho-épithéliales, devraiemtnadtre d'apporter des réponses aux
guestions soulevées par nos expérimentations&éailisvivo et ex vivo

Ce modele nous permettra de documenter les consggpiale la mutatiopc sur les
interactions lympho-épithéliales, puis lI'impact dgscides indigestibles et de leurs dérivés
sur ces interactions.

Influence des modifications du phénotype LIE par le glucides indigestiblesn vivo sur
leurs intéractionsin vitro avec les cellules épithéliales dans le contexte Ap

Quatre types de combinaisons sont d'ores et dajgables: cellules épithéliales mutées ou
non surApcavec des LIE provenant de souris alimentées aveégime pauvre ou enrichi en
fibres.

L' analyse de la production de facteurs solublggétét est possible dans chacun des deux
compartiments. Dans le compartiment lymphocytaire,pense a la discrimination réponse
Thl versus Th2, a linterleukine 4 capable d'inhikexpression du récepteur a I'lL2 et a
I'interféron gamma deux cytokines constitutionmalbet exprimées par les LIE. Dans le
compartiment épithélial, pourraient étre suiviepiladuction d'IL-15, stimulateur des LIE et
de TGFB immunosuppresseur.

L'étude des molécules de surface impliquées dangleractions cellulaires hétérotypiques
est aisée pour les LIE (analyse par cytométrielabe) fmais plus problématique pour les
cellules épithéliales (western blot ou ARN messgigeDans ce contexte, les molécules
d'adhésion de type intégrines (CD 103 et CD11lajedepteur a I'lL2, la voie d'activation
alternative CD2/CD58, et la présentation antigemiguar CD1d sont des molécules dont
I'expression est a explorer.

Enfin la cytotoxicité réciproque des deux typeslutaires est a explorer, en particulier
I'apoptose par la voie FAS- FAS Ligand.
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Action du butyrate et/ou d'extraits bactériensin vitro sur les interactions lympho-
épithéliales dans le contexte Apc.

- Conséquences de la mutation du gépe sur la sensibilité au butyrate des cellules
épithéliales coliques.

Le butyrate est un agent de régulation des proses&u prolifération, différenciation,
apoptose. La mutationApc a des conséquences sur la prolifération qui pm@ntraétre
compensées par le butyrate capable de favorisqard'ssion de p21 qui bloque le cycle
cellulaire (en agissant sur l'acetylation des his$) (Archer et coll 1999).

La protéine c-Myc qui stimule la prolifération adlire est une cible de l'inactivatiomAdc et
son expression est trés fréquemment perturbéeedestddes précoces de la cancérogenése
colique (Sundaressan et coll 1987). La encore tgréie pourrait étre un agent compensateur
puisqu'il inhibe I'expression de c-Myc (Tichonickl coll 1990; Bassonet coll 1998; Cuisset
et coll 1997).

- Butyrate ef interactions lympho-épithéliales densontexte Apc

La dérégulation de c-Myc (modulable par le butyragaccompagne aussi d’une
sensibilisation a I'apoptose par la voie FAS (CD@3)eber et coll 1997) alors que la voie
FAS/FAS-L intervient dans la cytotoxicité des LIEdrimoto 1999).

- Bactéries lactiques et immunité anticancéreuse

Certains glucides indigestibles, en particulier €3S , stimulent la croissance de bactéries
productrices d'acide lactique dans le c6lon (Blfigictéries et lactobacilles en particulier). Ces
bactéries sont de puissants agents stimulateut$ndrunité locale. Les conséquences de
cette stimulation sur I'immunité anti tumorale sassez mal documentées, mais certaines
pistes ont été ouvertes (Goldin et coll 1980; Rendliet coll 1998). S'il n'est pas envisageable
d'introduire des bactéries anaérobies vivantes tenso-cultures, il est par contre possible
d'utiliser des extraits bactériens.
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CONCLUSIONS GENERALES
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CONCLUSIONS

L’ensemble des données épidémiologiques dispanibisse entrevoir la possibilité de
la mise en place d'une stratégie de préventiongirgrdu cancer colique par modification du
régime alimentaire, ou l'utilisation d'agents anfiammatoires non stéroidiens. A I'heure
actuelle, les seules recommandations officielle;sicement une augmentation de la
consommation de fruits et légumes et une diminutienla consommation de viande et
graisses animales, régime déja clairement assouigedaisse de l'incidence des maladies
cardio vasculaires.

Les fibres alimentaires ou glucides indigestiblestent une piste mais la nature chimique et le
mécanisme d'action des agents protecteurs queagnitricontenir les fruits et légumes ne
sont pas identifiés.

Au cours de ce travail, nous nous sommes int&esses glucides indigestibles fermentés
par la flore bactérienne dans le colon , dont nawusns testé I'efficacité dans un modele
génétique de cancérogéneése intestinale chez lssour

Dans ce modéle, c'est une mutation sur I'analoguenrdu genéAPC qui entraine I'apparition
de tumeurs dans l'intestin. Ce géne est trés frément et trés précocément muté dans les
formes héréditaires de cancers coligues chez I'Honjoest la cause du syndrome de
polypose adénomateuse familiale) mais aussi darcalecers sporadiques.

Plutét que d'utiliser des aliments trés hétérogenesus avons testé des produits
chimiqguement définis en collaboration avec desresntle recherche de lindustrie agro-
alimentaire et nos partenaires INRA du Centre dehBehe en Nutrition Humaine de Nantes,
spécialistes des glucides alimentaires.

Trois aliments tres fermentescibles réduisentitierace des tumeurs dans le célon, les fructo-
oligosaccharides a chaine courte qui diminuenbhabre de tumeurs quelle qu'en soit la taille
et deux amidons résistants qui réduisent le nomdetites tumeurs seulement.

Le caractére fermentescible des aliments protecttlie fait que la protection soit limitée au
cblon semblent impliquer le processus de fermentadt/ou la flore.

La réduction du nombre total de tumeurs par I'atinkOS est associée a une stimulation non
spécifigue du systeme immunitaire local, suggérarg implication de ce dernier dans le
mécanisme. La cause de cette amplification n'aép@ddentifiée, mais ce pourrait étre la
croissance de bactéries lactigues (effet probie)iguagents stimulateurs naturels de
I'immunité locale.

Une déplétion des lymphocytes T CD4+ et CD8+ deisdlin alimentées en FOS entraine
le doublement du nombre de tumeurs par rapporsauxs immunocompétentes apportant un
argument majeur pour l'intervention du systeme imitaire dans le mécanisme de protection.
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L'addition de bifidobactéries a I'un des deux amgl@sistants protecteurs diminue le nombre
de petites tumeurs, mais augmente celui des gressesnble stimuler leur vascularisation.
L'ensemble de ces résultats montre que la manipulate I'écosystéme colique par une
supplémentation du régime alimentaire en glucidedigestibles, interfere avec la
cancérogénese colique et que le systeme immunésinenpliqué au moins parfois dans cette
interférence.

Puisque les lymphocytes intra-épithéliaux sont amtact direct des cellules épithéliales et
participent a 'homéostasie cellulaire dans ce @tipent tissulaire, nous avons exploré in
vivo l'impact de telles supplémentations sur |uénotype dans le contexte Apc muté de la
sourisMin. La supplémentation en FOS se traduit par unesdatatistiquement significative
de l'expression du récepteur a linterleukine 2ugsanité o : CD25) qui pourrait étre
impliqué dans le contrdle de la population lymphaig (balance prolifération/apoptose).
Pour étudier les conséquences de telles modulafpbdsotypiques sur les interactions
lympho-épithéliales dans le contexte Apc muté daéacancérogénéese colique, j'ai développé
une modeélisationn vitro. J'ai établi des lignées cellulaires épithéliateaditionnellement
immortalisables porteuses ou non de la mutatipoet testé la faisabilité d'un systeme de co-
culture sur filtre avec compartimentation pouruldt de leurs interactions avec différents
phénotypes de lymphocytes intra-épithéliaux.

La piste des fructo-oligosaccharides a chaine eoettde certains amidons résistants en
prévention primaire est ouverte et suggere desétdtintervention chez 'Homme. Pour ces
études, la prise en compte d'un monitoring immugiglee semble s'imposer, compte-tenu de
l'impact de ces aliments sur l'immunité locale, ldlaportance du systeme immunitaire
intestinal dans I'immunité en général, et des apmesdces sur la réponse a la cancérogenese.
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IMMUNOPROPHYLAXY of COLORECTAL CANCER by
FERMENTABLE INDIGESTIBLE CARBOHYDRATES:
STUDIES in MIN MICE.

ABSTRACT

Dietary fiber may prevent colorectal cancer, bus thypothesis is still controversial. One proposed
mechanism is the production of butyrate by fermiona We tested two different butyrogenic fibers
(short-chain fructooligosaccharides and type IBisg&ant starch) in opposition to a weak butyrate-
producing fiber (wheat bran starch free) in M®& mouse, a genetic model of spontaneous intestinal
carcinogenesis. Only the sc-FOS diet protectednagablon cancer. It suggests the action of another
protecting factor besides butyrate: the chemicélineaof the fiber and/or the prebiotic propertiés o
sc-FOS (via lactic bacteria which can act on theime process). In accordance with this hypothesis,
we have observed an amplification of the intestimahune system. Secondly, two resistant starchs
with different chemical properties did not redube total number of tumours but reduced the number
of small tumours. The addition of lyophilised biiohcteria to the starch-resistant diet reduced the
number of small tumours but increased the numbdarge tumours showing the concept of the dual
immunofacilitation/immunoprotection process. A dsjn of T lymphocytes of mice fed with sc-
FOS doubled the number of colon tumours in comparisith immunocompetent mice, arguing for
the participation of the immune system in the pttm. By phenotyping of intra-epithelial
lymphocyte, a significant decrease of interleukire@eptor was found only in sc-FOS diet. This is a
possible indication of a temporary anergy of thealoimmune system or of the involvement of
another activation pathway of the colon IELs. Idearto classify the mechanisms, we isolated cell
lines conditionally immortalized healthy (Apc +/&hd mutated (Ap&in/+) from of breedingVin
mice with immortomouse. This cell culture modelngsa filter co-culture system allows us to study
the influence of indigestible carbohydrates andrtiiermentation products on lympho-epithelial
interactions during carcinogenesis.

RESUME

Certaines fibres alimentaires réduiraient I'apparitdes cancers colorectaux mais I'hypothése reste
contreversée. Un des mécanismes fait intervenprdaluction par fermentation de butyrate. Nous
avons testé deux fibres butyrogénes chimiquemeffiéreites (fructo-oligosaccharides a chaine
courte scFOS, et amidon résistant) versus une fdibdement productrice de butyrate (son de blé
désamidonné) chez la souhiin, un modéle de carcinogenése intestinale spont&eid.le régime
scFOS réduisait le nombre de tumeurs coliquesratliit I'immunité locale. La nature chimique de
la fibre ou bien les propriétés prébiotiques deSCst (ils favorisent la croissance de bactéries
lactiques qui agiraient sur la réaction immunitpgent donc impliquées. Deux autres types d'amidons
résistants réduisaient le nombre de petites tuméladdition de bifidobactéries a I'un de ces deux
régimes réduisait le nombre de petites tumeurss magmentait celui de grosses tumeurs illustrant le
concept de modulation par l'immunogénicité de lalit® immunofacilitation/surveillance. La
déplétion en lymphocytes T associée au régime salDBlait le nombre de tumeurs par rapport aux
souris immunocompétentes. Le régime scFOS dimieajpression du récepteur a I'lL2 a la surface
des lymphocytes intra-épithéliaux (LIE) suggéraat rhise en anergie temporaire du systéme
immunitaire, mais pouvant aussi signifier I'imptioa d'une autre voie d'activation des LIE. Enfin,
pour mettre en place une modélisation des inténastlympho-épithéliales, nous avons croisé des
souris C57BL6 eMin avec la souris transgénique Immortomouse et &glértir de primo-cultures
de muqueuses des lignées cellulaires conditiormetle immortalisées saines et mutées sur Apc. Ce
modéle permettra d'étudier en co-culture sur filkiefluence des glucides indigestibles et de deur
produits de fermentation sur les interactions lymghithéliales au cours de la carcinogenese.

Mots clefs Cancer colique, Prévention, Nutrition, Glucidesligestibles, SouridMin, Systéme immunitaire
local, Récepteur a l'interleukine 2.
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