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Introduction

En I’an 2000, le nombre de nouveaux cas de cancer colorectal diagnostiqués dans le
monde a été estimé a plus de 940 000, prés de 500 000 nouveaux cas chez les hommes et plus
de 445 000 nouveaux cas chez les femmes (Boyle et Leon 2002 [1]). L’incidence globale,
indépendamment de 1’age, est plus élevée chez les hommes que chez les femmes. Cette
maladie est souvent percue comme un phénomeéne 1i€¢ au mode de vie occidental, mais en
réalité plus d’un tiers des nouveaux cas sont décrits en dehors des pays industrialisés. Aux
Etats-Unis, le cancer colorectal est la forme la plus fréquente de cancer chez les personnes
agées de plus de 75 ans ; le vieillissement de la population des pays industrialisés laisse
présager d’une augmentation importante des cas de cancers colorectaux dans les années a
venir (Boyle et Leon 2002 [1]). En 1999 en France, et chez les hommes, le cancer colorectal
est le troisiéme cancer le plus meurtrier (environ 9 000 déces), apres le cancer du poumon
(plus de 20 000 déces) et le cancer de la prostate (prés de 10 000 déces). Chez la femme, c’est
le second (plus de 8 000 déces) apres le cancer du sein (plus de 10 000 déces) (Hill et Doyon
2003 [2]).

Le traitement du cancer colorectal repose sur la résection chirurgicale de la tumeur
primaire ainsi que des nceuds lymphatiques de la région. Cette chirurgie peut étre associée a la
chimiothérapie et a la radiothérapie (préopératoire et/ou postopératoire) selon le stade et la
localisation des tumeurs (Patwardhan|ef al. 2006 [3]). Le pourcentage de guérison est variable
chez les patients atteints decamcercolorectal, en fonction du stade de la maladie au moment
du diagnostic. Les patients ayant des tumeurs colorectales de stade A sur I’échelle de Duke
ont un taux de survie a cinqg ans de 80% apres résection chirurgicale. Pour les cancers plus
avancés, quand la résection thérapeutique est possible, la survie des patients est de 45% pour
les tumeurs au stade B (échelle de Duke) et tombe a 30% pour le stade C. L’un des axes les
plus importants de la recherche est donc 1’amélioration des techniques de diagnostic et
d’évaluation des risques du cancer colorectal (Boyle et Leon 2002 [1]).

Cependant, une grande partie de ces décés sont susceptibles d’étre évités : le cancer
n’est pas une conséquence inéluctable du vieillissement. En effet de nombreuses preuves
conduisent a penser que les principales causes du cancer sont environnementales, comme le
souligne le récent rapport du WCRF (World Cancer Research Found) sur le sujet : « Food,
Nutrition, Physical Activity and the Prevention of Cancer: a Global Perspective ». (World
Cancer Research Fund / American Institute for Cancer Research. Food, Nutrition, Physical
Activity, and the Prevention of Cancer: a Global Perspective. Washington DC: AICR, 2007
[4]). Cette publication analyse la littérature scientifique concernant le régime alimentaire,
I’activité physique et la prévention du cancer. Il s’agit d’interpréter et de rendre publiques les
données actuelles concernant le sujet. Cet examen des données actuelles conduit le WCRF a
formuler 8 recommandations pour la prévention et le controle du cancer : étre aussi mince que
possible en restant dans les valeurs normales de poids corporel, avoir une activité physique
réguliére, limiter la consommation des aliments riches en énergie et éviter les boissons
sucrées, manger principalement des aliments d’origine végétale, limiter les apports en viande
rouge et éviter les viandes transformées, limiter les boissons alcoolisées, limiter la
consommation de sel et éviter les céréales et Iégumineuses moisies et enfin essayer d’assurer
les besoins nutritionnels sans le secours des compléments alimentaires.
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L’alimentation joue donc un réle prépondérant dans la prévention du cancer colorectal.
I1 est peut-étre possible d’aller plus loin et de penser que certains aliments « protégent » du
cancer. Nous avons choisi de nous intéresser a des composés naturellement présents dans
I’alimentation mais qui sont utilisés dans 1’industrie alimentaire pour leurs capacités a donner
un goit sucré aux aliments sans augmenter leur valeur énergétique. Il s’agit de I’inuline et de
I’oligofructose, deux oligosaccharides qui sont également ajoutés pour augmenter les
« qualités nutritionnelles » du produit, qui est alors dit « enrichi en fibres ».

Apres une premicére partie abordant le déterminisme génétique, I’épidémiologie, la
prise en charge et le traitement du cancer colorectal, nous étudierons les propriétés physico-
chimiques de ces deux agents potentiellement protecteurs que sont I’inuline et 1’oligofructose,
ainsi que leur place dans I’alimentation. Nous décrirons dans une troisiéme partie les modeles
animaux et les marqueurs biologiques qui permettent d’étudier les effets d’un agent sur le
risque de cancer colorectal. Enfin dans la quatriéme partie nous présenterons les principes de
la méta-analyse, puis notre travail personnel: la méta-analyse des effets de I’inuline et de
I’oligofructose sur la cancérogenése dans le modele animal et ses résultats, suivis d’une
discussion.
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Partie 1 : Cancer colorectal, généralités

I) Les deux principaux syndromes héréditaires

Des études épidémiologiques ont montré que environ 15% des cancers colorectaux
¢taient hérités génétiquement. (Cannon-Albright et al., 1988 [5] ; Houlston et al., 1992 [6]).
Parmi ceux-ci deux formes familiales sont bien définies : la polypose adénomateuse familiale
(FAP : Familial adenomatous polyposis) et le cancer colorectal héréditaire sans polypes
(HNPCC : hereditary non polyposis colorectal cancer).

1) La HNPCC

Cette maladie représente de 2% a 4% des cancers colorectaux en occident (Lynch et
al. 1996 [7]). Les patients présentent un cancer colorectal sans émergence préliminaire de
polypes dans I’intestin.

La nature héréditaire de la HNPCC est une découverte relativement récente. Elle est
liée a un type particulier d’instabilité génétique, « I’instabilité des microsatellites ». Ces
microsatellites sont des séquences de nucléotides répétés dispersées dans le génome de
I’organisme. On parle d’instabilité de ces microsatellites lorsqu’il y a des variations
importantes du nombre de répétitions des nucléotides entre les régions microsatellites des
tumeurs et celle du génome initial (Worthley et al. 2007 [8]). Ce phénoméne suggere une
instabilité de la réplication ou de la réparation de séquences simples répétées dans 1I’ensemble
du génome. Cette instabilité proviendrait de mutations (germinales dans le cas de la HNPCC)
des « geénes de réparation » de I’Homme (Mismatch Repair genes: MMR genes). Le taux de
mutations dans ces cellules type HNPCC ont un ordre de grandeur deux a trois fois plus élevé
que dans une cellule normale (Kinzler et Vogelstein 1996 [9])

Il existe également des tumeurs colorectales sporadiques présentant une instabilité des
microsatellites. Ces tumeurs représentent environ 13% des cancers colorectaux. Sans étre
héréditaires, certaines d’entre elles impliquent les mémes « génes de réparations » que la
HNPCC. D’autres mettent en jeu des « génes de réparation » rarement mutés chez les patients
atteints de HNPCC, ou encore n’ont pas de mutation de « genes de réparation » (Kinzler et
Vogelstein 1996 [9]). Le mode de développement des cancers colorectaux par des
mécanismes d’instabilité des satellites sera revu plus en détails dans une partie ultérieure
(paragraphe 11.2.)

2) LaFAP etle géne APC (Kinzler et Vogelstein 1996 [9])

La FAP est une maladie héréditaire, dominante, qui touche 1 personne sur
7000. La maladie est liée a la mutation d’un gene sur le chromosome 5, appelé « adenomatous
polyposis coli gene» : géne APC. Cependant les personnes possédant un alléle muté du geéne
APC ne développent pas nécessairement un cancer colorectal : le nombre de tumeurs
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colorectales semble étre dépendant de la mutation somatique de 1’all¢le « sauvage » obtenu du
parent non affecté. Les patients souffrant de ce syndrome développent des centaines de
tumeurs colorectales bénignes (adénomes, ou polypes adénomateux) pendant la premiére
moitié de leur vie. Une tumeur est peu dangereuse par elle-méme, mais le grand nombre
d’adénomes conduit a une importante chance de voir se développer une ou plusieurs tumeurs
malignes (carcinomes). De plus, les patients atteints de FAP peuvent présenter d’autres
troubles tels que 1ésions rétiniennes, tumeurs cérébrales, ostéomes, tumeurs desmoides de la
peau. Ces autres symptomes peuvent parfois étre expliqués par les différentes mutations du
méme gene ; Cependant, des personnes ayant des mutations identiques du gene APC peuvent
avoir des signes cliniques tout a fait différents. Par exemple, seule une petite partie des
patients atteints de FAP développent une tumeur cérébrale, un hépatoblastome, ou un cancer
de la thyroide, bien que la mutation du gene APC prédispose a ces maladies (Giardiello ef al.,
1993 [10]; Hamilton et al., 1995 [11]).

Figure 1- Exemple de tumeurs

colorectales apparaissant chez les patients
souffrant de FAP et de HNPCC. A gauche,
une petite portion du colon d’un patient
atteint de FAP vue par colonoscopie,
illustrant les multiples tumeurs bénignes
(adénomes) caractéristiques (Fleches). A
droite, une tumeur unique apres résection
chez un patient atteint de HNPCC

(Kinzler et Vogelstein 1996 [8]).

FAP HNPCC

La mutation germinale du géne APC est responsable du syndrome FAP, mais sa
mutation intervient également dans la grande majorité des cancers colorectaux dits
« somatiques » (c’est-a-dire non familiaux). La mutation intervient alors dans les cellules
épithéliales du colon, ce qui provoque la synthése de protéines APC tronquées comme chez
les patients atteints de FAP. A I’inverse, environ 15% des cancers colorectaux synthétisent
uniquement des protéines APC « entiéres », donc non tronquées via une mutation (Smith et al.,
1993 [12]). L hypothése a été émise que le géne APC pouvait constituer une sorte de
« gardien » de la prolifération des cellules épithéliales du colon. Son inactivation conduirait a
un déséquilibre permanent entre la division cellulaire et la mort cellulaire (Kinzler et
Vogelstein 1996 [9])

Bien que ces deux syndromes ne décrivent qu’une partie des cas de cancer colorectal,
leur étude a permis de rassembler des indices importants sur les mécanismes du
deéveloppement de cette maladie. Nous allons maintenant nous intéresser a ces mécanismes.
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IT) Les voies du déterminisme génétique

Le développement de la plupart des cancers nécessite une instabilité du génome. Sans
cette instabilité, I’acquisition des mutations cellulaires surviendrait trop lentement pour qu’un
cancer se déclare durant la vie d’une personne. En effet le cycle cellulaire et les étapes-clés de
la mitose sont soumis a une étroite surveillance dans une cellule normale ; si des erreurs
impossibles a corriger surviennent, elle évite de les disséminer en engageant le processus
d’apoptose (Worthley et al. 2007 [8]). Trois types d’instabilité du génome sont connus de nos
jours, constituant trois voies de développement du cancer. Celle qui survient le plus souvent
est I’instabilité chromosomique ; les événements génétiques surviennent alors a travers des
erreurs dans le nombre ou la structures des chromosomes (aneuploidie). Le second type est
« I'instabilité des microsatellites » citée plus haut ; enfin, il a été suggéré que des facteurs
épigénétiques seraient impliqués dans le développement de certains polypes et cancers,
constituant une troisiéme voie de développement appelée « la voie de la néoplasie dentelée »
(Worthley et al. 2007 [8]).

1) Le développement via I’instabilité chromosomique

De 70 a 85% des cancers colorectaux se développent selon cette voie, appelée
également voie « traditionnelle » (Grady 2004 [13]). La Iésion la plus précoce associée a ce
type de développement est I” ACF (aberrant crypt focus) ou foyer de cryptes aberrantes, qui
forme ensuite un polype macroscopique (Takayama et al. 2001 [14]). Les ACF ainsi que les
autres types de 1ésions précoces seront abordées en I, en tant que marqueurs du
développement du cancer colorectal.

Cette voie « traditionnelle » est associée a la mutation du géne APC ou a la perte de 5q (géne
APC), mutation du géne K-ras, perte de 18q et enfin délétion de 17p, qui contient I’important
geéne suppresseur de tumeurs pS3 (figure 2). Cependant, seule une petite proportion des
cancers colorectaux se développant par instabilité chromosomique réunit toutes ces erreurs
moléculaires. Il est possible que plusieurs de ces étapes puissent étre contournées par d’autres
événements génétiques conduisant aux mémes modifications biologiques. (Worthley et al.
2007 [8])

Other
APC K-RAS DCC/DPC4/JV18? p53 Changes?

I i 2 ]
Normal Dysplastic | | Early Intermediate Late
| Epithelium ACF Adenoma Adenoma Adenoma
£ s B
MMR
Deficiency

Figure 2- Les changements génétiques associés au développement du cancer colorectal. Les mutations du géne
APC initient le processus néoplasique, et la progression de la tumeur résulte des mutations des autres génes
indiqués. Les patients atteints de FAP héritent de mutations du géne APC et développent de nombreux ACF
(aberrant crypt foci). Certains progressent en acquérant les autres mutations indiquées sur le schéma.
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a) Lesroles de la protéine APC et les conséquences de sa mutation
La protéine APC peut fixer la f-caténine

L’étude de la protéine APC a montré qu’elle posséde plusieurs sites de liaison avec
d’autres molécules. Le deuxiéme tiers de sa longueur est occupé par deux sites de fixation a la
B-caténine, I’un d’eux étant modulé par phosphorylation (Rubinfeld et al., 1996 [15]). La
fixation de la B-caténine ainsi que d’autres protéines cytoplasmiques (telles que 1’axine) pour
former un complexe multi-protéique conduit a la dégradation de la B-caténine cytoplasmique
(Mathers et al. 2003 [16]). Souvent, au moins 1’un des sites de fixation de la B-caténine est
absent chez les protéines APC mutées (Kinzler et Vogelstein 1996 [9]). Les mutations
somatiques du géne APC sont principalement trouvées dans la moitié¢ proximale du géne et
résultent en ’impossibilité de la dégradation de la B-caténine par la protéine APC (Mathers et
al. 2003 [16]). Occasionnellement, une mutation de la B-caténine elle-méme peut survenir et
la rendre résistante a la dégradation par APC, constituant ainsi une voie alternative a la
mutation du géne APC (Worthley 2007 [8])

Phosphorylation Machinery

Figure 3- Modé¢le de la régulation de la
dégradation de la B-caténine. L’axine/ la GSK-
3p/

la APC forment un complexe, jouant le role de
kinase sur la B-caténine (en gris). L’axine, la
FWDI1 et la B-caténine forment un complexe
trimoléculaire et les trois composants semblent
nécessaires pour la liaison. FWD1 recrute

SCFFWD1 “

/_\ I’appareil d” ubiquitination Skp1/Cull/E2 (en
m noir), ce qui conduit a la multiubiquitination de
26S Proteasome ]a [-caténine phosphorylée. La B-caténine
multi-ubiquitinée est reconnue par le
proteasome 26S et dégradé (Kitagawa et al.
1999 [18]).
Ubiquitination Machinery Degradation

Le role de la f-caténine dans la prolifération cellulaire

Des études ont montré que les caténines jouaient un réle dans I’adhésion cellulaire. En
effet ce sont des protéines cytoplasmiques capables de se lier aux cadhérines (famille de
molécules d’adhésion cellulaire calcium-dépendantes). Les B-caténines sont nécessaires a
I’adhésion cellulaire cadhérines-dépendante. Sachant que les B-caténines ne peuvent se lier a
la fois a la protéine APC et aux cadhérines, I’ APC pourrait avoir un rdle de régulation de
I’adhésion (Kinzler et Vogelstein 1996 [9]). Plus récemment, il a été prouvé que la B-caténine
fonctionne également comme activateur de la transcription quand elle est complexée a des
molécules de la famille Tcf des protéines de fixation a I’ADN (Molenaar et al. 1996 [17] ;
Behrense et al. 1996 [19]). Le complexe B-caténine-Tcf entraine I’expression de génes qui
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pourraient étre impliqués dans la prolifération cellulaire et/ou I’apoptose, (Korinek et al. 1997
[20]; Wetering et al. 1997 [21] ; Jeon et al. 1998 [22]), tels que c-myc ou la cycline D1 (He et
al. 1998 [23]; Tetsu et McCormick 1999 [24]).

Modulation de la concentration en p-caténine par le gene Wnt

La régulation de la concentration de la B-caténine met en jeu plusieurs protéines et
geénes ; parmi eux, Wnt, I’équivalent du géne Wingless de la drosophile. Ce géne est impliqué
dans de nombreux mécanismes de développement, normaux et cancéreux (Nusse et Varmus
1992 [25]). Dans les cellules exprimant Wntl (comparées a des cellules mutées ne
I’exprimant pas), les protéines caténines sont stabilisées, et donc plus disponibles pour former
des complexes avec les protéines APC, les cadhérines, et avec d’éventuelles autres protéines
cibles. Un exces de caténines libres peut conduire a la formation de complexes protéiques
inappropriés. Wntl jouerait un role dans I’adhésion cellulaire (le complexe cadhérine/ -
caténine est stabilisé par I’expression de Wntl. L’adhésion cellule/cellule est alors plus forte),
et dans d’autres signaux de transduction. La combinaison de ceux-ci définirait des fonctions
telles que la croissance, la différenciation, la transformation cellulaire (Papkoff et al. 1996
[32]; Hinck et al. 1993 [27]).

Mutation du gene APC et régulation de la p-caténine

Il a été¢ montré que dans une lignée de cellules cancéreuses n’exprimant que des
protéines APC mutées, I’introduction de la protéine APC « sauvage » permettait la régulation
négative de la concentration cytoplasmique en B-caténine. Cette fonction semble étre définie
par la région centrale de la protéine, région typiquement absente de la protéine mutée. Par
contre les APC mutées conservent en général la capacité de se lier a la B-caténine. Par
conséquent, I’absence de I’APC sauvage pourrait conduire a une croissance cellulaire
imprévue, I’APC mutée étant incapable de réguler la concentration en B-caténine (Papkoff et
al. 1996 [25]).

Les roles de la protéine APC dans la régulation des fonctions cellulaires
(Mathers et al. 2003 [16])

En plus de son role dans la modulation de la concentration en B-caténine, I’ APC est
¢galement impliquée dans plusieurs aspects de la vie cellulaire :

-la régulation de la prolifération cellulaire, la différentiation et I’apoptose
-la régulation de 1’adhésion intercellulaire et de la migration cellulaire
-le maintien de la stabilité chromosomique pendant la mitose

-la régulation du cycle de fission des cryptes

La protéine APC joue donc des rdles variés ; aujourd’hui on ignore encore si une seule
fonction moléculaire peut expliquer ces effets.

b) Le gene k-ras
On retrouve des mutations du gene K-ras 35% a 42% des cancers colorectaux, ainsi
que dans une proportion similaire des adénomes développés, mais peu souvent dans les petits

adénomes (Worthley ez al. 2007 [8]). Une mutation de K-ras dans une ¢ellule colorectale
« normale » ne suffit pas a conduire a sa cancérisation (Jen ef al. 1994 [31])."En effet, les
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cellules avec une mutation du géne K-ras sont assez communes et conduisent a la formation
d’ilots de cellules hyperprolifératives (Pretlow et al. 1993 [32]). Toutefois, ces cellules ont
une organisation intracellulaire et extracellulaire normale. Ces informations suggerent que si
la mutation du géne APC apparait en premier, elle conduirait a la formation d’un focus de
cryptes aberrantes dysplasiques, ayant la capacité de progresser. Cette progression serait
ensuite dirigée par des mutations ultérieures du géne RAS et d’autres génes (Jen ef al. 1994
[31]). Le role du geéne k-ras n’est pas restreint a la voie de développement « traditionnelle », il
est également impliqué dans la voie de néoplasie dentelée.

c) Les génes SMAD2, SMAD4 et DCC (Worthley 2007 [8])

Ces trois genes sont situés sur 18q21.1, et une perte d’alléle a ce site est détecté dans
jusqu’a 60% des cancers colorectaux. SMAD2 et SMAD4 sont impliqués dans la voie de
signalisation de TGF-f3, qui joue un role important dans la régulation de la croissance
cellulaire et de I’apoptose. DCC code pour un récepteur transmembranaire qui induit
I’apoptose en I’absence de son ligand, netrin-1. Contrairement 8 SMAD4, DCC et SMAD2
sont rarement mutés dans les tumeurs colorectales. SMAD4 est donc peut-&tre plus important
dans la carcinogenese colorectale ; de plus, la mutation germinale de ce géne peut causer un
syndrome juvénile de la polypose, associé au cancer colorectal.

d) Le geéne p53

Le géne suppresseur de tumeur p53 est muté dans plus de 80% des cancers colorectaux
(Baker et al. 1990 [28]). Sa perte résulte le plus souvent de la perte d’un allele sur 17p. C’est
souvent un phénomene tardif dans le développement du cancer colorectal, et cela signe le
passage de la maladie a un stade invasif (Worthley et al. 2007 [8]). La protéine p53
fonctionnelle est stabilisée par les 1ésions de I’ADN. C’est un facteur important de la
transcription, qui induit I’expression des genes ralentissant le cycle cellulaire. La cellule a
ainsi plus de temps pour réparer les Iésions de I’ADN. Quand ces modifications de I’ADN
sont trop importantes pour étre réparées efficacement, p53 induit la transcription de génes
pro-apoptotiques.

Pourtant, les personnes portant un alléle muté du géne p53 n’ont pas un risque de
cancer colorectal particulierement ¢élevé (Garber et al. 1991 [29]). P53 jouerait un réle dans la
cancérogenese colorectale mais ne pourrait pas pour autant étre déclencheur comme le géne
APC (Kinzler et Vogelstein, 1996 [9]).

Les connaissances rassemblées sur le modele de I’instabilité chromosomique ne
permettent pas d’expliquer pourquoi la majorité des adénomes bénins ne se transforment pas
en cancers invasifs. Une étude a en effet suggéré que pour les polypes de grandes tailles, le
risque de voir survenir un cancer n’était que de 2,5%, 8% et 24% a 5, 10 et 20 ans
respectivement (Stryker et al. 1987 [30]). Il semblerait qu’ils existe des barriéres qui ne sont
que rarement franchies avec le concours de I’instabilité chromosomique et du hasard. Il
convient donc d’examiner les autres voies de développement du cancer colorectal.

L’instabilité chromosomique a été la premiere voie de développement du cancer
colorectal étudiée et correspond a la séquence théorique dite « adénome-carcinome ». Ce
mécanisme permet d’explique en partie le syndrome « FAP », mais pas le syndrome
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« HNPCC ». Les mutations conduisant a la progression rapide d’une tumeur unique vers la
malignité doivent étre expliquées par une autre forme d’instabilité du génome.

2) Le développement via I’instabilité des microsatellites (Worthley et
al. 2007)

a) Une voie distincte

Cette instabilité est le second mécanisme aprées la voie « traditionnelle ». En effet il
représente le mode de développement d’environ 20% des cancers colorectaux. Le systeme de
réparation mis en échec ne permet plus de réparer les erreurs survenant dans la séquence de
I’ADN au moment de la réplication. Le systéme de réparation est compos¢ d’au moins 7
protéines : h(MLH1, hMLH3, hMSH2, hMSH3, hMSH6, hPMS1 et hPMS2. L’ADN
polymérase étant susceptible de faire des erreurs dans les petites séquences répétées, un
systéme de réparation défectueux se traduit par des différences entre I’ADN tumoral et ’ADN
de I’organisme au niveau de ces séquences.

Pour pouvoir étudier ce mécanisme, 5 sites microsatellites standard ont été définis
pour la Recherche et la pratique clinique et pathologique.

b) Les cancers a forte instabilité des microsatellites

Les cancers ayant une instabilité importante des microsatellites (instabilité pour plus
de 40% des 5 sites microsatellites examinés) ont invariablement un génome diploide, ce qui
montre que ce mécanisme suffit a fournir une instabilité du génome suffisante pour
I’émergence de la maladie, sans la participation de I’instabilité chromosomique (voie
traditionnelle).

Chez les patients atteints de HNPCC, il y a une mutation germinale des génes de
réparation (hMSH?2 et h(MLH1 étant les deux geénes les plus touchés). Une seconde mutation
somatique rend la cellule incapable d’effectuer des réparations précises de I’ADN. Cependant
la grande majorité des cancers avec une importante instabilité des microsatellites sont
sporadiques et résultent de I’inactivation épigénétique de hMLH1.

c) Les cancers a faible instabilité des microsatellites

Il existe également des cancers colorectaux montrant seulement une faible instabilité
des microsatellites (un seul des 5 sites microsatellites présente une instabilité). Le géne de
réparation le plus souvent concerné est alors MSH6. Ces cancers impliquent une mutation du
gene APC mais ont un taux de mutation de k-ras a la fois plus €élevé que les cancers
émergeant par la voie « traditionnelle » et que les cancers se développant a partir d’une forte
instabilité des microsatellites.

Dans ce type de cancers, une inactivation €pigénétique du gene de réparation MGMT a
été détectée. MGMT est un géne réparant les erreurs liées au remplacement de la guanine par
d’autres nucléotides. Cette inactivation est associ¢e a une mutation particuliére de k-ras
(transversion de G a A). Il est possible que cette inactivation épigénétique contrebalance le
systeme de réparation entier, ce qui provoquerait les cancers a faible instabilité des
microsatellites.
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Figure 4- Comparaison du développement du cancer chez les
patients atteints de FAP et ceux atteints de HNPCC. (Kinzler et
Volgestein 1996 [9])

Les déficiences des genes de réparations de I’ADN expliquent les erreurs qui
surviennent lors de la réplication. La fréquence de ces erreurs conduit a un risque accru de
voir se produire une mutation sur un gene lié a la cancérogenese, ce qui peut conduire a la
formation d’'une tumeur maligne. Cependant l’'inactivation de ces genes-clé peut étre
provoquée par un mécanisme différent de la mutation génétique.

3) La méthylation (Worthley et al. 2007)

I1 s’agit d’'une modulation épigénétique de I’expression des geénes qui constituerait une
troisiéme voie de développement du cancer. La méthylation se produit généralement sur la
cytosine des diméres cytosine-guanine (CpQ); elle peut intervenir physiologiquement dans les
séquences promotrices de génes, les rendant silencieux. Dans le génome des patients atteints
de cancer colorectal, on a remarqué une hypométhylation globale mais une hyperméthylation
des séquences de promotion de certains geénes stratégiques. Dans le processus de
carcinogenese, la méthylation de dimeres CpG dans des séquences de promotion équivaut a
une mutation inactivant les génes concernés. Elle peut ainsi empécher 1’expression de un ou
plusieurs geénes suppresseurs de tumeurs.

Les mécanismes régissant cette méthylation n’ont pas encore été déterminés avec
précision. Il est possible que des facteurs luminaux et environnementaux jouent un role dans
la mise en place de cette voie du cancer colorectal.

Nous venons de voir que le cancer colorectal se développe chez I’Homme par des
mécanismes génétiques complexes. Une partie seulement de cette maladie s explique par
[’existence de deux syndromes génétiques. Les mutations du génome de certains individus
pour des genes tels que APC les prédispose a I’émergence de polypes, dont le nombre
important augmente les risques de voir se développer une tumeur maligne. Chez d’autres
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personnes, les genes de réparations de I’ADN déficients ne permettent plus d’éviter les
mutations des genes impliqués dans la cancérogenéese.

1l reste néanmoins beaucoup d’incertitudes quant aux autres facteurs qui prédisposent
a cette maladie, en particulier |’environnement direct de la muqueuse du colon et du rectum.
1l est donc utile de s intéresser a la distribution de cette maladie dans la population et aux
facteurs de risques afin de mieux la comprendre et éventuellement la prévenir.

[IT) Epidémiologie

1) Epidémiologie descriptive

a) Distribution en fonction de I’age et du sexe

Comme nous I’avons déja souligné, 1’incidence du cancer colorectal est plus €élevée
chez les hommes que chez les femmes. Des études menées aux Etats-Unis montrent que cette
incidence commence a augmenter chez les personnes atteignant 1’age de quarante ans. Cette
¢lévation devient trés importante a partir de cinquante ans (92% des cancers colorectaux sont
diagnostiqués chez des personnes de cinquante ans ou plus). Les personnes agées de quatre-
vingt ans ou plus présentent toujours un risque de cancer colorectal (12,5% des cas
diagnostiqués apres 85 ans.) (Benson 2007 [34]).

b) Cancer colorectal et la population mondiale (Boyle et Leon 2002 [])

Chez les hommes, 7 des 10 plus hautes incidences de cancer du colon, calculées par
rapport a un age standard, concernent des populations vivant aux Etats-Unis, les 3 autres
s’appliquant a des populations vivant au Canada, au Japon et en Nouvelle-Zélande. Ces taux
¢levés sont trouvés dans des groupes ethniques variés, dont des Noirs a Détroit, Los Angeles,
San Francisco, Atlanta et La Nouvelle Orléans, des Japonais et des blancs a Hawai, et des
personnes n’appartenant pas aux populations autochtone en Nouvelle-Zélande (Maori). Les
dix plus faibles incidences sont rapportées pour des populations vivant dans des pays non
industrialisés, le taux le plus bas concernant Sétif en Algérie (0,4 sur 100 000). Chez les femmes,
on trouve 1’Amérique du Nord et la Nouvelle-Zélande parmi les pays présentant les plus hautes
incidences, et 1’ Algérie ainsi que 1’Inde pour les plus faibles.

Ces différences entre les différentes populations ethniques ainsi que des études
concernant les populations migrantes suggerent que les facteurs environnementaux jouent
probablement un réle important dans 1’étiologie de la maladie. Par exemple, en Israél, les
hommes d’origine Juive nés en Europe ou en Amérique ont plus de risques de développer un
cancer colorectal que ceux nés en Afrique ou en Asie. De méme, ce risque a augmenté chez
les enfants de Japonais ayant migré vers les Etats-Unis, pour devenir aussi voire plus
important que les Blancs de la méme population et trois ou quatre fois plus élevé que pour les
Japonais vivant au Japon.

¢) Evolution de la mortalité liée au cancer colorectal dans le monde
(Boyle et Leon 2002 [])

La mortalité a diminué aux Etats-Unis au cours des derni¢res années, principalement
grace aux controles réguliers mis en place chez les médecins (« screening » en anglais) qui
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permettent de diagnostiquer les cancers du colon et du rectum a des stades de plus en plus
précoces, et a I’évolution des traitements (Cf. infra).

Dans le reste du monde, le taux de mortalité di aux cancers du colon et du rectum
connait une augmentation dans les pays Nordiques, mais une diminution en Angleterre et dans
le Pays de Galles. Ce taux de mortalité reste constant en Irlande.

Dans les pays que 1’on considérait exposé€s a un moindre risque, la mortalité a
fortement évolué. Par exemple, elle a été multipliée par 5 au Japon depuis 1950 et par 4 en
Corée depuis 1983.

Le cancer colorectal ne touche pas de fagon identique les différentes populations.
L’dge joue un role important, mais également l’ethnie et la nationalité. Cela s explique peut-
étre par les différences de modes de vie et d’alimentation que |’on observe entre ces groupes.
Analyser [’épidémiologie va nous permettre de dégager un certain nombre de facteurs de
risques.

2) Epidémiologie analytique

Comme nous I’avons vu précédemment, les mécanismes génétiques jouent un role
important dans le développement d’un cancer du colon ou du rectum, mais ne sont
déterminant a eux seuls que pour une petite partie des cas (cancers familiaux). D’autres
facteurs influent sur 1’apparition des tumeurs.

a) facteurs de risques sans rapport direct avec I’alimentation et/ou
I’activité physique (Benson 2007 [34])

Il existe peu de facteurs qui ne concernent pas 1’alimentation et qui sont impossibles a
moduler. Ils ont été décrits pour une personne vivant aux Etats-Unis comme étant les suivants :

- avoir un age supérieur a 50 ans

- avoir eu un cancer du colon ou du rectum précédemment

- présenter des polypes de I’intestin

- appartenir a une famille dont un ou plusieurs membres ont présenté un cancer
colorectal ou des polypes adénomateux

- présenter une maladie inflammatoire du colon : une colite ulcéreuse ou la maladie
de Crohns

b) facteurs de risques qu’il est possible de prévenir et facteurs protecteurs
(Boyle et Leon 2002 [])

Activité physique, index de masse corporelle et valeur énergétique de la ration

Les hommes pratiquent une activité physique de loisir ou dans le cadre de leur activité
professionnelle ont un risque de cancer du colon diminué. Cet effet a été constaté a la fois
dans des études de cohorte qui concernaient des personnes physiquement actives et dans des
études cas-contrdles qui mesuraient par exemple la fréquence cardiaque. Une étude de cohorte
a également montré une association entre la pratique de sports de loisirs et la diminution de
risque de cancer colorectal chez les femmes (Martinez et al. 1997 [35]). La méme étude
indiquait qu’index de masse corporelle important était facteur de risque pour le cancer
colorectal. La raison exacte de I’association entre I’exercice et le risque de cancer n’a pas
encore €té clairement identifiée, mais il a été suggéré qu’elle provenait des effets de 1’exercice
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sur la durée du transit intestinal, sur le systéme immunitaire, et/ou sur le métabolisme du
cholestérol sérique et des acides biliaires.

Plusieurs études ont décelé un lien positif entre la valeur énergétique de la ration
alimentaire et le risque de cancer colorectal. Ce lien est cependant complexe car une personne
pratiquant une activité physique réguliére consomme en général plus d’énergie dans son
alimentation ; or I’activité physique est protectrice. Le lien positif entre obésité et cancer du
colon fait penser que le métabolisme et donc la capacité a utiliser I’énergie de la ration joue
un role dans le développement du cancer du colon et du rectum.

L’importance de |’alimentation dans la modulation du risque de cancer

I1 a été suggéré que le régime alimentaire pourrait étre a 1’origine de 90% des
variations d’incidence entre les différents pays (Doll et Peto 1981 [36],; Boyle ef al. 1985

[37]).
Consommation de fruits et légumes

Pendant plusieurs années il a été considéré comme certain qu’une importante
consommation de fruits et [égumes protégeait contre le cancer du colon et du rectum.
Cependant deux études de cohorte, L’ Etude de la Santé des Infirmiére et I’Etude Suivie des
Professionnels de la Santé, concernant respectivement plus de 88000 femmes et plus de 47000
hommes, n’ont pas trouvé d’association significative entre la consommation de fruits et
légumes et I’incidence du cancer colorectal (Michels et al. 2000 [38]).

D’apres le rapport du WCREF ([4]), seul I’oignon présente une diminution du risque de
cancer colorectal « probable », et les éléments indiquant une protection par les légumes sans
amidon sont encore « limités » ([4]). Cependant, le WCRF suggere de privilégier la
consommation d’aliments d’origine végétale. En effet ces aliments permettent de couvrir une
grande partie des besoins nutritionnels avec un faible apport énergétique et « protegent
probablement contre les cancers de sites variés ».

Consommation de viande et de graisses animales

Plusieurs études, écologiques, animales, cas-controle et de cohorte, ont montré que la
consommation de viande est liée au risque de cancer colorectal (bien qu’elle puisse étre par
ailleurs une source importante de nutriments). Une cuisson importante de la viande conduirait
a la formation de substances carcinogénes et augmenterait ¢galement le risque de cancer
(Boyle et Leon 2002 []). Une méta-analyse portant sur 13 études prospectives a trouvé une
augmentation du risque de 12 a 17% pour une augmentation de 100g par jour de la
consommation de viande, et une augmentation du risque de 49% par 25g de viande
transformée supplémentaire par jour (Sandhu ez al. 2001 [39]). Le lien entre la consommation
de graisse animale et cancer du colon et du rectum n’est pas clairement démontré. Des études
montrent dés résultats contradictoires. De plus, il n’est pas toujours possible de distinguer
I’effet des graisses de 1’effet de la valeur énergétique brute de la ration (Boyle et Leon 2002

[D-

Consommation de fibres alimentaires
Le role des fibres alimentaires dans la modulation du risque de cancer colorectal est

controversé. Les fibres sont classées en plusieurs catégories qui n’ont pas toutes les mémes
propriétés. Leurs effets seront examinés plus loin dans cette these.
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Diversité du régime alimentaire

Il semblerait que la diversité du régime alimentaire joue un role protecteur. L’étude
basée sur des cas-controles menée par Fernandez et al. en Italie met en évidence un risque
relatif multivarié de 0,7 pour les personnes ayant le régime le plus diversifié, par rapport au
groupe opposé (Fernandez et al. 1996 [40]). On peut émettre I’hypothese selon laquelle cette
diversité permettrait la mise en contact de la muqueuse digestive avec un plus grand nombre
de composés bénéfiques présents dans I’alimentation.

Alcool et Tabac

Un certain nombre d’études ont montré une association entre la consommation
d’alcool et I’augmentation du risque de cancer colorectal, mais il n’a pas été déterminé si cette
association provient des effets de I’alcool en lui-méme et non de sa valeur calorique ou du
régime alimentaire des consommateurs d’alcool.

Une revue des indices épidémiologiques a montré que les personnes ayant fumé en
quantités importante sur long terme avaient un risque de présenter un adénome colorectal
multiplié par deux ou trois par rapport a un non fumeur (Giovannucci 2001 [41]).

L’épidémiologie analytique nous montre que les risques liés au cancer colorectal
peuvent étre modulés par le mode de vie. Eviter de fumer, de boire de [’alcool de fagon
excessive permet de réduire ces risques, de méme qu’avoir une alimentation équilibrée et un
mode de vie actif. Malheureusement, le cancer colorectal concerne encore de nombreuses
personnes, que ce soit a cause d’'un défaut de prévention ou a cause des prédispositions
génétiques. Le dépistage et le traitement de cette maladie sont donc primordiaux.

IV) Prise en charge et traitement

1) Symptomes

I1s sont peu spécifiques et peuvent passer inapercus, tels que la présence de faibles
quantités de sang occulte dans les selles, ou une hématochezie (sang dans les selles) plus
importante ou du méléna. Ces symptdmes plus ou moins impressionnants pour le patient ne
conduisent donc a la consultation d’un médecin que dans une partie des cas. Parfois, une
anémie détectée lors d’une consultation de routine peut conduire a des examens plus poussés
et révéler un cancer du colon par ailleurs asymptomatique. Un autre symptome commun est
un changement de la fréquence des défécations, particulierement si la tumeur est située dans
le rectum ou dans le colon sigmoide. (Benson 2007 [34]).

2) Détermination du stade de la maladie

CE Dukes a étudi¢ en 1932 I’extension du cancer colorectal et son rapport avec le
pronostique pour les patients (Dukes 1932 [43],). Il a alors jeté les bases de la classification en
stades du cancer colorectal. Cette classification sera plus tard modifiée par Kirklin, Dockerty,
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et Waugh en 1949 (Kirklin et al., 1949 [44]) puis par Astler et Coller en 1954 (Astler et
Coller, 1954 [45]).

La classification est la suivante:

Type A, 1ésions limitées a la muqueuse

Type B1, Lésions atteignant la musculeuse, mais ne la pénétrant pas, avec des nceuds
lymphatiques non envahis

Type B2, Iésions pénétrant la musculeuses, avec les nceuds lymphatiques non envahis

C1, Lésions limitées a la paroi digestive, envahissant les nceuds lymphatiques

C2, Lésions traversant toutes les couches de la paroi digestive, envahissant les nceuds

lymphatiques.

Classification TMM et classification de Dukes

THM Dukes (Astler & Coller)
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Figure 5- Tllustration des classifications des stades du cancer colorectal (www.sanofi-
aventiscom/healthcare/cancer research/pathologic/colorectal)

Moins le stade est avancé, plus le taux de survie des patients a cinq ans sera important.

Le traitement de la maladie a d’autant plus de chances d’étre efficace qu’il est
précoce. Les symptomes, peu spécifiques, ne suffisent pas pour diagnostiquer le cancer
colorectal de facon suffisamment efficace. Il est donc nécessaire de développer une stratégie

de dépistage systéematique.
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3) Dépistage

L’examen de dépistage et de diagnostic le plus intéressant actuellement est la
coloscopie. Une rectosigmoidoscopie ne permet d’examiner que le rectum et le c6té gauche
du colon. Or les patients souffrant du syndrome de HNPCC présentent le plus souvent un
cancer silencieux du colon droit (Benson 2007 [34]). C’est pourquoi Benson suggere qu’une
rectosigmoidoscopie souple soit pratiquée tous les cinq ans chez les personnes de plus de
cinquante ans, couplée avec un examen des selles. Si la présence de sang occulte est détectée
dans les selles et que la rectosigmoidoscopie est négative, le patient doit &tre examiné par
coloscopie. Le lavement baryté en double contraste est également considéré comme un outil
de dépistage utile, aux Etats-Unis. L’approche standard de la prévention aux Etats-Unis est de
pratiquer des examens de dépistage de routine et de retirer les polypes par chirurgie.

En France, la rectosigmoidoscopie souple n’est pas trés pratiqué en France et n’a pas
¢été retenu dans le consensus francais car il ne répond pas aux critéres d’acceptabilité et
d’innocuité d’un test de dépistage. Les performances diagnostiques du lavement baryté en
double contraste sont considérées comme insuffisantes. L utilisation de la coloscopie comme
outil de dépistage de masse est controversée car elle est considérée comme un examen
imparfait qui ne permet pas de détecter la totalité¢ des cancers et des polypes colorectaux. De
plus elle exposerait le patient a des risques non négligeables de complications. Enfin, elle
représente un colt important. La coloscopie, en France, est donc recommandée pour les sujets
présentant un risque ¢levé de cancer colorectal (antécédents familiaux, pancolite, antécédents
personnels). L’outil de dépistage de masse le plus utilisé est la recherche de sang occulte dans
les selles (ANAES 2001 [42]).

4) Traitement (Benson 2007 [34])

Les patients atteints d’un cancer colorectal localisé sont le plus souvent traités par
chirurgie, qui s’avere fréquemment curative. La survie des patients souffrant d’un cancer de
stade B atteignant 75% a 80% apres une chirurgie seule, 1’utilisation associée de la
chimiothérapie reste controversée. Les cancers de stade C sont traités par chirurgie et
chimiothérapie. La radiothérapie associée a la chimiothérapie est utilisée avant ou apres la
chirurgie chez la plupart des personnes qui ont une tumeur rectale de stade B ou C.

Il n’existe pas de stratégie unique qui convienne pour tous les patients. Il faut tenir
compte de la présence éventuelle de métastases et de leur localisation.

De nombreuses études ont comparé la survie a cinq ans (le patient est alors considéré
comme « guéri ») des patients atteints de cancer avec métastases. Cette survie va de 25% a
presque 60% pour les patients subissant une chirurgie, et de 5 a 10% quand la chirurgie n’est
pas possible.
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Conclusion de la Partie 1 :

Bien que les méthodes de dépistage progressent, le traitement reste difficile et le taux
de survie faible, surtout si le stade de la maladie est avancé au moment du diagnostic. 1l est
donc urgent de développer des stratégies de prévention.

Contrairement a d’autres maladies génétiques, provoquées par des mutations
induisant des symptomes précis, le cancer colorectal n’est pas entierement fixé par une
mutation initiale. D autres mutations sont nécessaires, dont le taux sera affecté par
[’environnement. Ceci est bien illustré par les différences d’incidence d’une région du globe a
[’autre et par I’augmentation de la proportion des cancers chez les populations ayant migré
de zones a faible incidence vers des zones a forte incidence. Dans le cadre de cette maladie,
[’environnement est modifié par les substances se trouvant dans le tube digestif.
L’alimentation influence donc fortement l’incidence du cancer, comme le montrent les études
épidemiologiques.

L’une des pistes de la prévention consiste donc a rechercher des aliments qui
réduisent le risque de cancer colorectal.

Nous avons choisi de nous intéresser a l’inuline et a l’oligofructose, qui ont certaines
des propriétés des fibres alimentaires mais également des qualités particulieres.
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Partie 2 : Inuline et oligofructose, classification et
propriétés

Nous allons nous intéresser aux qualités des fibres alimentaires dans le contexte de la
prévention du cancer du colon et du rectum. Nous verrons que les oligosaccharides non
digestibles, dont I’inuline et 1’oligofructose, partagent certaines de leurs qualités mais ont
¢galement des propriétés qui leurs sont propres.

I) Les fibres alimentaires et leurs propriétés

1) Définition des fibres alimentaires

Harris et Ferguson donnent une définition pour les fibres alimentaires : « elles sont
composées de parois de cellules végétales ainsi que des composants obtenus de ces parois.
Elles comprennent aussi les polysaccharides en excluant I’amidon (non-starch
polysaccharides) provenant de sources autres que ces parois de cellules végétales » (Harris et
Ferguson 1993 [46]).

On peut séparer les fibres alimentaires en deux catégories, les fibres solubles dans
I’eau et les insolubles. Les fibres solubles sont digérées rapidement dans le petit intestin,
contrairement aux fibres insolubles qui sont digérées plus lentement, voire incomplétement.
Le plus souvent, ce sont les fibres insolubles qui sont associées a une protection contre le
cancer.

2) Les fibres alimentaires diminueraient le risque de cancer colorectal

Des études chez le rat concluent qu’un régime riche en fibres et pauvre en gras
diminue I’incidence du cancer colorectal ; inversement, un régime « a risques », pauvre en
fibres et riche en matieres grasses, augmenterait cette incidence (Hambly et al. 1997 [47]).

Cependant, des effets contradictoires des fibres alimentaires ont aussi été notés ;
certaines ont méme pu favoriser le cancer colorectal. Il est important de prendre en compte la
grande diversité d’éléments représentés par le terme de « fibres alimentaire ». Certaines ont
montré un effet protecteur dans les études sur le modeéle murin, d’autre un effet favorisant le
cancer colorectal, et d’autres encore n’ont montré aucun effet. (Harris et Ferguson 1999 [48]).
Les mécanismes qui expliquent une partie de ces effets seront développés dans les
paragraphes suivants.
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3) Mécanismes d’action possibles des fibres alimentaires dans la modulation
du risque carcinogéne (Harris et Ferguson, 1999 [48])

a) Role dans le transit et ’absorption intestinale

Chez les monogastriques, dont I’homme, les fibres ne sont pas dégradées jusqu’a leur
arrivée dans le petit intestin. L’estomac se vide plus lentement et 1’absorption des nutriments
au niveau du petit intestin est augmentée (effet des fibres solubles).

b) Production d’acides gras a chaines courtes (SCFA)

Dans le gros intestin, les fibres alimentaires peuvent étre dégradées par des enzymes
bactériennes. Le produit de cette dégradation est alors fermenté pour donner des acides gras a
chaines courtes (Short Chained Fatty Acids, SCFA en anglais'), principalement acide
acétique, propionique et butyrique, et d’autres composés tels que de I’eau, de I’hydrogene, du
dioxyde de carbone, du méthane. Ce processus a lieu a différents degrés selon le type de fibre
concerné.

Le butyrate est I’acide gras a chaine courte qui montre les effets les plus prometteurs.
En effet, il constituerait une source d’énergie essentielle pour les cellules épithéliales du colon
(Roediger 1982 [49]). Sur des tissus en culture, des études ont montré qu’il augmente la
différentiation cellulaire notamment en inhibant 1’action de remodelage de la chromatine de
la histone déacétylase (Davie 2003 [50]). Le butyrate aurait également un effet sur
I’expression des geénes li€s au cancer dans les cellules cancéreuses ainsi que sur 1’apoptose
(Lupton 2004 [51]). Une étude a montré que le butyrate pouvait augmenter la concentration
de Glutathione transférase m dans les cellules du colon. La Glutathione transférase m est une
enzyme importante impliquée dans la détoxification des produits électrophiliques et des
composé€s associés au stress oxydatif (Treptow-van Lishaut et al. 1999 [52])

Peu d’études ont mis en évidence un effet significatif du butyrate sur la cancérogenése
in vivo. Cependant, Perrin ef al. ont montré que le butyrate était associé a une protection aux
stades de I’initiation du cancer du colon, chez le rat, indépendamment de la source de fibres
alimentaires Perrin ef al. 2001).

I1 est difficile de déterminer I’effet exact du butyrate dans I’organisme vivant. Les
conditions physico-chimiques dans le colon (pH, disposition des cellules...) sont différentes
de celles qu’on peut observer dans les expériences in vitro. De plus, il a été suggéré que cet
effet dépend du stade de développement de la maladie (le butyrate serait protecteur aux stades
précoces). La concentration de ce métabolite jouerait également un role important : selon
certaines études, la prolifération cellulaire serait stimulée par de faibles concentrations de
butyrate, mais inhibée par fortes concentrations. Enfin, les études qui évaluent I’effet du
butyrate en utilisant des fibres alimentaires comme source de SCFA ne permettent pas de
dissocier I’effet du butyrate de 1’effet protecteur attribué aux autres propriétés des fibres
alimentaires décrites plus loin (Lupton 2004 [51]).

c) Fibres et volume fécal

Les fibres insolubles ont la capacité d’augmenter le volume fécal et de diminuer le
temps de transit gastro-intestinal. De plus, il a ét¢ montré que les parois végétales subéreuses

! Les abréviations couramment utilisées dans les publications en anglais sont laissées dans cette langue pour une
meilleure consultation des références.
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et lignifiées, toutes deux des fibres insolubles, ont la possibilité d’absorber des carcinogénes
alimentaires hydrophobiques in vitro.

d) Fibres alimentaires et augmentation du risque de cancer colorectal

Il existe quelques mécanismes possibles par lesquels les fibres pourraient augmenter la
cancérogenese. En augmentant la viscosité du chyme, elles pourraient conduire a une moins
bonne résorption des sels biliaires, lesquels seraient donc produits en plus grande quantité par
I’organisme, puis atteindraient le colon. Les enzymes bactériennes les transformeraient alors
en acides biliaires puis acides biliaires secondaires, connus pour étre promoteurs tumoraux
dans le mode¢le animal (Narisawa et al. 1974 [53])

Certains carcinogenes sont détoxifiés par I’organisme par conjugaison avec de I’acide
glucuronique. Or, certaines fibres alimentaires solubles, comme la gomme et la pectine,
pourraient augmenter 1’activité des glucuronidases, des enzymes bactériennes du colon
capables de libérer ces carcinogénes dans le colon. Par contre, certaines fibres alimentaires
insolubles pourraient diminuer 1’activité de ces enzymes.

L’irritation de la muqueuse du colon conduit probablement a une augmentation du
cancer colorectal. En effet, la régénération cellulaire pourrait mettre en suspens I’apoptose et
limiter la multiplication de cellules mutées ; de plus, la prolifération cellulaire pourrait
augmenter la fixation des mutations. Or, certaines fibres alimentaires insolubles pourraient
conduire a I’abrasion de la muqueuse du colon par le chyme, par exemple a cause de la silice
dans des céréales peu dégradées, en particulier dans la partie distale du colon, quand une
grande proportion de I’eau a été absorbée. D’autre part, la production de SCFA entraine une
diminution du pH dans le colon. Cette diminution est habituellement considérée comme
bénéfique vis-a-vis du cancer colorectal. Cependant un pH trop bas pourrait augmenter la
prolifération cellulaire au niveau de la muqueuse du pH.

Les fibres alimentaires présentent des effets controversés sur le risque de cancer. Elles
participent a certains mécanismes potentiellement protecteurs, en particulier la fermentation
pour donner du butyrate, mais également la modulation de la vitesse du transit,
["augmentation du volume fécal et I’absorption de certains carcinogenes. Cependant il existe
des arguments allant dans le sens opposé : diminution de la résorption des sels biliaires, effet
sur les enzymes libérant des carcinogenes, irritation de la muqueuse...

Nous allons présenter les oligosaccharides et leurs propriétés et leurs qualités
nutritionnelles. Certaines sont communes avec les fibres alimentaires mais d’autres sont

spécifiques.

IT)  Les oligosaccharides non digestibles : les NDO (Non
Digestible Oligosaccharides

1) définition et importance des NDO

Les NDO sont composés de nombreux monosaccharides reliés de différentes fagons.
I1s ont des caractéristiques chimiques variables, mais tous résistent a la digestion dans le petit
intestin de I’Homme et sont donc des substrats potentiels pour les bactéries qui colonisent le
gros intestin. Les NDO ont donc certaines propriétés proches des fibres alimentaires, et on été
considérés comme tels dans certaines publications, ou ont été jugés comme une catégorie
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d’hydrates de carbone distincte de celles des fibres alimentaires (Van Loo et al. 1999 [54]).
Par conséquent, on a émis 1’hypothése qu’ils pourraient également avoir un effet protecteur
contre le cancer colorectal (Harris et Ferguson 1999 [48]). Contrairement a la plupart des
polysaccharides des fibres alimentaires, les NDO sont solubles dans une solution a 80%
d’éthanol, a pH2 et 0°C pendant 30 minutes. Cela permet de les distinguer, des
polysaccharides. Il existe également des méthodes pour identifier et quantifier les NDO, en
particulier les fructanes de type inuline (en séparant d’abord les NDO par chromatographie
puis en appliquant une technique d’hydrolyse acide pour les convertir en monosaccharides ; il
existe des standards de quantification des monosaccharides). Cela permet d’étudier leur teneur
dans les aliments et de mettre en place des protocoles précis dans les études de chémo-
prévention (Van Loo et al. 1999 [54]).

Les NDO ont depuis longtemps été présents dans 1’alimentation, mais a des doses
inconnues. IIs sont trouvés dans plus de 36000 espéces végétales (Carpita et al. 1989 [55]),
notamment le blé, la banane, 1’oignon, 1’ail, ’asperge (Verghese et al. 2002 [56]). Ils sont
aussi utilisés dans I’industrie de I’alimentation, et peuvent étre produits de trois fagcons
différentes :

-a partir de sources naturelles (Par exemple I’inuline est produite par extraction a partir
de racines de chicorée (Cichorium Intybus))

-a partir de sources naturelles mais soumis a une hydrolyse partielle par traitement
enzymatique (les oligofructoses et les xylo-oligosaccharides)

-synthétisés par ’action de transférases sur des disaccharides comme le sucrose et le
lactose (ex, transgalacto-oligosaccharides) (Harris et Ferguson 1999 [48])

2) Propriétés laxatives des NDO

Les NDO restent en solution dans le chyme, contribuant ainsi a la pression osmotique.
L’augmentation de celle-ci crée un appel d’eau. Les NDO sont fermentés par les bactéries du
colon, ce qui libére des gaz, SCFA et lactate. Ces gaz affectent la motilité intestinale. La
fermentation des NDO résulte également en la production de biomasse, ce qui explique leurs
propriétés déconstipantes (Harris et Ferguson, 1999 [48]).

3) Production de SCFA par la fermentation des NDO

Les différents NDO stimulant différentes bactéries dans 1’écosystéme du colon, leur
fermentation se traduit par I’émission de différents gaz volatils : les fructanes de type inuline
augmentent la production d’acétate et de butyrate, les galacto-oligosaccharides augmentent la
production d’acétate et de propionate, et les xylo-oligosaccharides seulement celle de I’acétate
(Campbell et al. 1997 [57]; Djouzi et Andrieux 1997 [58]). (Pour plus de détails Cf. supra
Partie 2. 1. 3.b.)

4) Stimulation des probiotiques

Les NDO peuvent stimuler la croissance de bactéries dites « probiotiques »
Parmi les NDO susceptibles de permettre cette croissance, on trouve en particulier les 3 (2-1)
fructanes de type inuline (pour détails Cf. infra Partie 2. I1.). Les oligosaccharides
transgalactosylés (TOS en anglais) n’ont montré de résultats que dans certaines études (Ito et
al. 1993 [59]; Bouhnik ef al. 1997 [60]; Alles et al. 1999 [61]).
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5) Absorption des minéraux

Plusieurs études sur le modele murin ont confirmé que les fructanes de type inuline,
les TOS et les GOS (Galactooligosaccharides) augmentent I’absorption des minéraux Ca2+,
Mg2+ et Fe2+ (Coudray et al. 1997 [62] ; Lemort et Roberfroid 1997 [63] ; Ohta ef al. 1993
[64] ; 1995 [65] et 1997 [66] ; Scholz-Ahrens et al. 1998 [67] ; Shimura ef al. 1991 [68]).
L’augmentation de I’absorption se fait principalement au niveau du gros intestin. Cette
meilleure absorption permet I’augmentation de la densité osseuse. Des études chez ’Homme
(Van den Heuvel ef al. 1999a [69]) montrent que les fructanes de type inuline permettraient
une meilleure absorption du calcium (Van Loo ef al. 1999 [54]) et donc aideraient
I’organisme a lutter contre I’ostéoporose (Taguchi ef al. 1995 [70]).

6) NDO et le métabolisme lipidique

Chez le rat, les B (2-1) fructanes semblent avoir un effet sur le métabolisme lipidique
(diminution de I’activité des enzymes hépatiques lipogeénes, de la concentration postprandiale
en triacyglycerol...). Chez I’Homme, certaines informations indiquent que la prise de petites
doses d’inuline et d’oligofructose pourrait également avoir un effet sur le métabolisme
lipidique. Des études plus poussées doivent encore étre menées (Van Loo et al. 1999 [54]).

7) Inuline et fructooligosaccharides (FOS)

Parmi ces composés, les fructooligosaccharides (ou oligofructoses) et I’inuline, sont
deux B (2-1) fructanes. Ils font partie des oligosaccharides non digestibles. La consommation
en fructanes de type inuline par les populations ayant une alimentation de type occidental
n’est pas connue avec précision mais a été estimée a environ 4g/ jour par Van Loo et al (Van
Loo et al. 1995 [71]).

a) structure moléculaire

L’inuline n’est pas simplement une molécule. C’est un mélange d’unités de polymeres
linéaires de fructose et d’oligomeéres de fructose, dans lequel les unités de fructose sont reliées
par des liaisons B(2-1). Il y a souvent une molécule de glucose a I’extrémité de chacune de ces
chaines de fructose, attaché par une liaison a(1-2). Les chaines de fructoses sont constituées
de 2 a 60 unités. Ce mélange est appelé B(2-1)-fructane polydisperse. L’inuline peut étre
fractionnée en une longue chaine a fermentation lente, ou en oligofructose a fermentation
rapide. (Femia ef al. 2002 [72])

Les fructooligosaccharides ou oligofructoses (OF) sont issus de la dégradation de
I’inuline ou présents tels quels dans les végétaux. Ils sont définis comme des oligosaccharides
de fructose contenant de 2 a 10 monosaccharides reliés par des liaisons glycosidiques
(Hoebregs 1997 [73], IUB-IUPAC Joint Commission on Biochemical Nomenclature 1982
[74]). L oligofructose extrait de la chicorée est constitué a la fois de chaines de fructose
simple (F,) et de chaines de fructose terminée par une unité de glucose. Les oligofructoses
synthétisés ne sont formés que par les chaines terminées par un glucose (GF,). Les deux types
de chaines comprennent les liaisons et ont les mémes propriétés biologiques (Niness 1999

[75D).
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Figure 6- Structure du sucrose (a gauche), de I’inuline (au centre), de I’oligofructose (chaine F,, a gauche)
(Bryan C. Tungland, inulin, A Comprehensive Scientific Review 2000 [76])

b) Propriétés nutritionnelles et utilisation de 1’inuline et de I’oligofructose
dans I’industrie alimentaire

Du fait de leurs liaisons glycosidiques B (2-1) résistantes aux enzymes de dégradation
intestinales, I’inuline et 1’oligofructose ont une faible valeur calorique. Cette propriété en fait
des molécules de choix pour remplacer le sucrose dans les aliments industriels. Comme il n’a
pas été détecté d’influence de ces composés sur la concentration en glucose sérique, de
stimulation de la sécrétion d’insuline ou de glucagon (Beringer et Wenger 1995 [77]),
I’inuline et I’OF ont depuis longtemps été utilisés par les diabétiques.

Ces substances présentent également les effets bénéfiques des NDO : elles stimulent le
transit, peuvent lever certaines constipations, agiraient positivement sur le métabolisme
lipidique (Brighenti et al. 1995 [78], Fiordaliso et al. 1995 [79]).

L’inuline et I’OF ont également un intérét certains pour I’industrie alimentaire. Du fait
de la longueur supérieure de ses chaines, I’inuline forme des cristaux quand elle est mélangée
a de I’eau ou du lait. Ces cristaux ne sont pas perceptibles directement au gott, mais ils
donnent une texture crémeuse a la préparation. On utilise donc 1’inuline pour remplacer la
graisse dans de nombreux produits tels que les produits de boulangerie, les desserts glacés,
etc...L’oligofructose est utilisé principalement pour ses propriétés sucrantes, car il est plus
soluble que le sucrose et a une valeur énergétique plus faible. De plus, il n’a pas d’arriére-
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gott et peut masquer celui d’autres édulcorants comme 1’aspartame ou I’acesulfame k.
Comme il a certaines propriétés physiques du sucre, il est utilisé pour rendre des patisseries
peu grasses craquantes et il abaisse le point de solidification des desserts glacés. Enfin,
I’inuline et I’oligofructose sont considérés comme des fibres alimentaires. Ils permettent
1’¢laboration de produits dits « riches en fibres », mais avec un gott de préparations

« normales », sans augmenter la viscosité (Niness 1999 [75])

Les NDO, et en particulier [’oligofructose et l'inuline, présentent plusieurs propriétés
physico-chimiques et nutritionnelles. Ils modifient le transit, le métabolisme lipidique,
[’absorption des minéraux... Ces qualités influent peut-étre sur leur capacité a moduler le
risque de cancer colorectal. Cependant ['une de leurs caractéristiques les plus importantes
reste leur faculté de stimuler les probiotiques.

IIT) Les NDO et les probiotiques

1) Inuline et fructooligosaccharides, des prébiotiques

N’étant pas digérés dans la partie proximale du tube digestif, les FOS et I’inuline sont
dégradés en monomeres par la microflore du colon, ce qui fournit un excellent substrat pour
les bifidobactéries (Hidaka et al. 1986 [80]).

En effet, des études ont montré qu’une complémentation en FOS et en GOS
(galactooligosaccharide, un autre sucre non digestible dans le petit intestin) pouvait
augmenter les concentrations de bifidobacterium dans I’intestin (Rowland et al. 1993 [81] ;
Buddington et al. 1996 [82]). Le terme « prébiotiques » a été choisi pour désigner les
molécules favorisant I’établissement et le développement des probiotiques dans I’intestin. La
définition selon Gibson et Roberfroid d’un prébiotique est « un ingrédient alimentaire non
digestible qui affecte I’hote de facon bénéfique en stimulant de fagon sélective la croissance
et/ou I’activité d’une ou d’un nombre limité de bactéries dans le colon » (Gibson et
Roberfroid 1995 [83]). L’ensemble des probiotiques et des prébiotiques leur servant de
substrat est appelé « synbiotiques ».

2) Les effets protecteurs des probiotiques vis-a-vis du cancer colorectal

Un probiotique a été défini comme étant un supplément alimentaire microbien viable
qui affecte de fagon bénéfique 1’hdte par ses effet dans le tractus intestinal (Roberfroid 2000
[84]). Par exemple, les bifidobactéries et les lactobacilles font partie des probiotiques.

Plusieurs observations expérimentales semblent indiquer un effet potentiellement
protecteur des bactéries produisant de 1’acide lactique contre le développement de tumeurs du
colon (Wollowski ef al. 2001 [85]).

La capacité des bactéries produisant de 1’acide lactique (Lactic Acid Bacteria ou LAB
en anglais) a prévenir les mutations de I’ADN a été explorée de facon extensive. Les produits
laitiers obtenus par fermentation en utilisant diverses souches des genres Lactobacillus,
Streptococcus, Lactococcus, et Bifidobacterium ont montré des propriétés antimutagéniques
(in vivo, sur Salmonella typhimurium) variables, en rapport avec les procédés de fermentation
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et dépendant de la quantité de bactéries. In vitro, 1’association de LAB ou de yoghourt
prévient les 1ésions de I’ADN provoquées par I’administration d’un carcinogene par voie
orale a des rats (Wollowski et al. 2001 [85]). Plusieurs mécanismes ont été étudiés :

- L’ingestion de bactéries produisant de ’acide lactique (LAB) a une influence sur
’activité enzymatique de la flore intestinale associée a la cancérogenese du colon,
comme le montrent plusieurs études chez I’homme (Revues par Wollowski et al.
2001 [85]). Les LAB telles que Bifidobacterium et Lactobacillus ne produiraient
qu’une faible proportion de B-glucuronidase, azoréductase, nitro- et nitrate
réductases, enzymes impliquées dans la cancérogenése, par rapport aux autres
bactéries anaérobies du systeme digestif de ’Homme (Hughes et Rowland 2001
[87], Saito et al. 1992 [88]).

- Par ailleurs, la production d’acide lactique par ces bactéries diminue le pH de
I’intestin. Le pH obtenu ne convient pas aux bactéries néfastes telles que E.coli et
C.clostridium, ce qui crée un micro-environnement favorable dans I’intestin.
(Reddy et al. 1997 [89])

- Invitro et en fonction du pH du milieu, les LAB peuvent fixer les amines
hétérocycliques, qui sont mutageénes. Cette capacité a fixer les mutagénes est
attribuée a la paroi des bactéries. Cependant le mécanisme in vivo, I’intérét des
mutagenes étudiés pour la cancérogenése du colon et I’éventuelle formation
d’autres substances cancérigénes pendant le procédé de fermentation ne sont pas
encore parfaitement connus (Wollowski ez al. 2001 [85]).

- Il a été observé que Bifidobacterium infantis peut stimuler I’immunité antitumorale
et modifier I’expression des cytokines (Sekine et al. 1995 [86]).
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Conclusion de la partie 2

L’ oligofructose et l'inuline sont des composés naturellement présents dans
["alimentation mais également utilisés dans [’industrie alimentaire. Ils ont des propriétés
communes avec les fibres alimentaires au sens strict, notamment au niveau de la production
de butyrate, un acide gras a chaine courte dont les effets sur plusieurs facteurs de la
cancérogenese sont bien démontrés in vivo. En tant qu’oligosaccharides non digestibles, ils
preésentent des qualités essentielles, en particulier la capacité de stimuler une partie de la
flore du colon, notamment les bactéries dites « probiotiques ». Plusieurs études mettent en
evidence un effet protecteur de ces probiotiques sur le risque de cancer du colon. Les NDO
modifient également I’absorption de certains minéraux (dont la calcium) et peut-étre le
métabolisme lipidique, ces deux dernieres propriétés pouvant également avoir un effet
indirect sur la cancérogenese. Apres une présentation des modeles qui vont nous permettre
d’étudier les effets de I'inuline et de [’oligofructose sur le cancer colorectal, nous allons
rassembler et examiner les publications qui traitent de ce sujet.
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Partie 3 : Mode¢les animaux et biomarqueurs du cancer
colorectal

I) Les modéles animaux

Il existe trois grands types de modeles, qui se basent tous trois sur I’utilisation des
rongeurs.

1) Tumeurs humaines greffées sur souris Nude

Ce mode¢le permet de tester in vivo I’effet d’anticancéreux cytotoxiques (D. Corpet,
ENVT et INRA [90]). Les publications que nous allons étudier ne concernent pas ce mod¢le.

2) Tumeurs spontanées chez des souris « mutées » : les souris Apc™™"/+
(multiple intestinal neoplasia mice)

Ces souris ont un alléle muté du géne Apc, I’équivalent murin du géne APC de
I’Homme, ce qui conduit a la production de la protéine Apc tronquée (Moser et al. 1990 [91]).
Ces souris sont génétiquement « programmeées » pour développer de nombreux adénomes
dans leur intestin (particulierement le petit intestin). Les études consistent donc a modifier
leur alimentation ou a leur administrer le produit a tester, pendant les premiéres semaines de
leur vie. Les souris sont ensuite sacrifiées et leur intestin examiné pour compter les adénomes
qui se sont développés. L avantage de ce modele est qu’il fournit des animaux présentant
assez rapidement un grand nombre de tumeurs (et non des lésions prénéoplasiques ; Cf. infra
pour la définition des 1ésions prénéoplasiques). Par contre, les souris Apc™™/+ (ou Souris Min)
développent la plus grande partie de ces adénomes plutdt dans le petit intestin, tandis que les
patients atteints de cancer colorectal ont le plus souvent des tumeurs dans le colon (les
polypes dans le syndrome FAP apparaissent également en priorité dans le colon). Cette
constatation souléve des questions sur I’équivalence entre ce modele et ’'Homme. Qu’est ce
qui explique cette différence de localisation : mécanisme génétique, développement différent ?

3) Tumeurs ou Iésions prénéoplasiques induites chimiquement

L’administration d’un carcinogéne a des groupes de rats est suivie du comptage des
tumeurs ou des Iésions prénéoplasiques présentes dans le petit intestin et le colon, aprés un
temps déterminé. Avant 1990 (date a laquelle on a commencé a utiliser des marqueurs
différents, notamment les foyers de cryptes aberrantes), le comptage des tumeurs
macroscopiques était ’indicateur standard de la cancérogenese. Cependant il présente trois
inconvénients importants : la croissance d’une tumeur est longue (5 a 8 mois), chaque tumeur
doit étre identifiée histologiquement, ce qui est long et coliteux, enfin chaque animal
n’apporte que peu d’informations pour une étude, car il a soit une seule soit aucune tumeur
par rat (D. Corpet, ENVT et INRA [90]). Il est donc plus intéressant de déterminer le nombre
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de Iésions prénéoplasiques émergeant apres 1’induction chimique. Ces Iésions ou
biomarqueurs apparaissent plus tot que les tumeurs et sont nombreuses. Cela permet une
évaluation semi quantitative de I’effet du produit testé, qui sera administré ou mélangé dans
I’aliment des animaux, avant et/ou apres le carcinogene. Les 1ésions prénéoplasiques les plus
utilisées sont les foyers de cryptes aberrantes ou ACF (Cf. infra). Elles ont I’avantage d’avoir
des criteres de détermination précis (Cf. infra) ce qui permet une cohérence entre les
différentes études qui utilisent ce type de modele, et de les compter rapidement. Cependant, le
lien entre le nombre d’ ACF et I’incidence du cancer colorectal est parfois discuté (Nous
aborderons cette question au cours de 1’analyse des résultats la méta-analyse).

Nous allons maintenant examiner ces marqueurs de la cancérogenése plus en détails.

IT)  Les biomarqueurs de la cancérogencse

I1 est utile de connaitre 1’histologie normale du colon pour mieux comprendre la nature
des lésions prénéoplasiques qui serviront de biomarqueurs de la cancérogenese.

1) Histologie normale du colon (chez I’homme).

L’¢épithélium de la muqueuse du colon, qui est constitué d’une majorité de cellules
caliciformes et de quelques entérocytes, s’invagine pour former des cryptes dites « cryptes de
Lieberkhun ». Le chorion est riche en tissu lymphoide.

Figure 7- Vue d’ensemble de la tunica mucosa et submucosa de la paroi du colon chez
I’homme. Légende : 1-cellules épithéliales de surface ; 2- Cryptes de Lieberkhun ; 3- follicule
lymphoide ; 4- Lamina muscularis mucosae ; 5- Tunica submucosa ; 6- couche circulaire de la Tunica
muscularis (© Anatomy, University of Fribourg, Switzerland).
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2) Les lésions précancéreuses ou prénéoplasiques

On considere généralement que le développement du cancer colorectal suit une
séquence dite « séquence adénome-carcinome », ¢’est-a-dire que les tumeurs malignes se
forment a partir de polypes adénomateux (Eric R. Fearon et Bert Vogelstein 1990 [33]), eux
méme émergeant a partir de 1ésions précoces, appelées 1ésions prénéoplasiques (Voir Partie 1
pour le déterminisme génétique).

initiation promotion progression invasion

> o
normal__,, aberrant p micro-__y, small & large _ adeno- __j, metastasis

crypt crypt adenoma adenoma carcinoma
(ACF) (cancer)

10 0-3 0.05 per colon in
millions adult human

APC or B-catenin K-ras DCC p53 mutation
mutation hypo-Met-DNA Mismatch Repair mutation

Figure 8- Modele de carcinogenése du colon, adapté de Bruce et Corpet, 1996. Les mutations sont
adaptées de Kinzler & Vogelstein, 1996. (Illustration tirée de Corpet et Tache 2002 [92])

3) ACEF (aberrant crypt foci).

En 1987, Ranjana Bird découvre des 1ésions dans le colon de rongeurs ayant regu un
carcinogeéne quelques semaines auparavant. Ce sont des ACF (aberrant crypt foci). Ces foyers
de cryptes aberrantes seraient des 1ésions précurseurs de cancer colorectal, se formant avant
les adénomes (Bird 1987 [93]).

Pretlow et al. montrent en 1991 que des 1ésions semblables apparaissent fréquemment
sur la muqueuse du colon de patients atteints de cancer, et ce, de fagon beaucoup plus
importante que dans le colon de personnes autopsiées n’ayant pas présenté de cancer.
(Pretlow ef al. 1991 [94]). De plus, ces ACF ont une distribution dans le colon semblable a
celle des tumeurs colorectales, apparaissant plutdt dans le colon distal, a la fois chez I’ Homme
et dans le modele murin. Les cryptes aberrantes ont un €pithélium hyperprolifératif (Roncucci
et al. 1993 [95] ; Dashwood et al. 2001 [96], Nakagama et al. 2002 [97])

La taille des ACF peut augmenter avec le temps, et I’atypie nucléaire dans les ACF
rappelle celle des cryptes des adénocarcinomes dans le colon (McLellan et al. 1991 [98]).
Dans les ACF, I’expression immunohistochimique d’antigeéne carcinoembryonique et de [3-
caténine est augmentée. Les mutations K-ras, APC, P53, important dans le mécanisme de la
cancérogénese colorectale, ont été identifiées dans les ACF. (Cheng et al. 2003 [99])

Ces observations suggerent que les cryptes aberrantes sont en effet des 1ésions
« prénéoplasiques ». De plus, la similarité de ces Iésions « prénéoplasiques » et de celles
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observées dans le modele murin semble indiquer une certaine validité de ce modéle pour
I’étude du cancer chez ’Homme.

Ces cryptes aberrantes sont identifiées au microscope par des critéres précis (Cheng et
al. 2003 [99])

-Elles sont de plus grande taille (deux a trois fois plus grandes)

-Elles ont un contour plus épais que les cryptes normales, coloré plus
profondément par le bleu de méthyléne.

-Elles présentent une grande zone péricryptale (Corpet et Tache 2000 [92])

-Elles peuvent étre rassemblées en foyers comprenant de une a cent cryptes

-Elles peuvent étre légérement surélevées par rapport a la muqueuse les
entourant

-elles ont souvent une lumiére ovale ou en forme de fente.

Les différents types histopathologiques d’ ACF (Cheng et al. 2003 [99])

-ACF non dysplasiques : ACF avec une muqueuse normale, pas de modification
importante de 1’épithélium entourant les cryptes, des cryptes augmentées en taille, avec des
nucléi légerement allongés ou augmentés de taille, pas de stratification, pas de déplétion en
mucine. Les ACF peuvent ne pas étre dysplasiques mais seulement légérement hyperplasiques.

-ACF dysplasiques : Les cryptes et les cellules sont anormales a différents degrés,
avec des nucléi augmentés en taille, allongés, et parfois stratifiés et dépolarisé€s. Le nombre de
cellules caliciformes est fortement diminué et il y a déplétion de mucine. Des ACF dits
« dentelés » peuvent avoir des caractéristiques histopathologiques similaires aux adénomes
« dentelés ». Les ACF dysplasiques sont communs chez les patients atteints de FAP. Ils
apparaissent ¢galement chez des patients atteints de cancer colorectal sporadique ; ils ont alors
des caractéristiques 1égérement différentes (mutations APC, méthylations...).

Les ACF peuvent passer d’un type histopathologique a 1’autre. Il a ét¢ observé
des ACF avec un carcinome in situ, ou une sévere dysplasie dans des zones focalisées du
colon de ’Homme, et avec des carcinomes invasifs chez le rat. Ces caractéristiques
constituent des indices du caractére précancéreux de ces 1ésions. (Cheng et al. 2003 [99])

Du fait de leur apparition précoce et de ces critéres de détermination précis,
rapides et faciles a mettre en oeuvre, le comptage des ACF est fréquemment utilisé pour les
études de prévention du cancer colorectal, dans le mod¢le murin (voir comparaison des
différents types d’études de prévention).

Figure 9- Coupe histologique de cryptes régulicres de la couche
superficielle muqueuse du rectum (Revue : Possibilités des nouvelles
techniques endoscopiques: coloration vitale et endomicroscopie
confocale in vivo dans la détection des 1ésions précancéreuses et du
cancer précoce chez les patients porteurs de colite ulcéreuse
(KIESSLICH et. NEURATH 2004 [100]).
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Figure 10- Segment de muqueuse du
colon d’apparence macroscopique
normale chez un patient atteint de cancer,
coloré au bleu de méthyléne. On peut voir
un foyer de cryptes aberrantes surélevé
par rapport au reste de la muqueuse ; la
mise au point du microscope est faite sur
le foyer et non sur la muqueuse qui
I’entoure. (Pretlow et al. 1991 [30])

4) MDF (Mucin depleted foci)

En 2003, Giovanna Caderni et al. mettent en évidence une nouvelle 1ésion
apparaissant chez des rats traités par un carcinogéne (azoxyméthane) : les MDF, ou Mucin
Depleted Foci. (Caderni ef al. 2003 [101]). En observation sur microscope apres coloration
par la procédure High-Iron Diamine Alcian Blue (HID-AB), les MDF ont ét¢é identifiés par les
critéres suivants :

-Absence ou faible production de mucine

-Distorsion de I’ouverture de la lumiére des cryptes comparées a celles qui entourent la
1ésion

-Elévation de la Iésion par rapport a la surface du colon

-Multiplicité (nombre de cryptes par focus) supérieur a trois.

La caractérisation histologique de ces Iésions a montré des signes dysplasiques
caractéristiques du cancer du colon. Caderni ef al. ont mis en évidence I’augmentation du
nombre de MDF dans le temps apres 1’injection d’AOM. Ce nombre était plus faible chez les
rats ayant regu des symbiotiques (association de raftilose et de Lactobacilles) en traitement
que chez les contrdles. Leur nombre et leur multiplicité sont donc corrélés a la carcinogenése
chez le rat. De plus, contrairement aux ACF, le nombre de MDF a le méme ordre de grandeur
que les tumeurs observées par la suite (<10 MDF/colon et 2 tumeurs/colon, en moyenne). Les
MDF seraient donc une sous-catégorie de ACF qui pourrait peut-&tre prédire 1’apparition de
tumeurs mieux que les ACF (Caderni et al. 2003 [101]). En 2004, A Pietro Femia montre que
le nombre total et la multiplicit¢ des MDF sont augmentés par 1’acide cholique, tout comme
les tumeurs mais contrairement aux ACF. Le nombre de MDF est aussi diminué de fagon
significative chez les rats ayant recu du Piroxicam, un inhibiteur du cancer colorectal. (Femia
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et al. 2004 [102]). Comme de nombreuses tumeurs colorectales, les cellules des MDF ont une

activation du signal Wnt avec une accumulation de -caténine dans le cytoplasme et le noyau
(Femia et al. 2005 [103]).

Figure 11- Identification topographique d’une MDF
(Fléche) dans un colon coloré par HID-AB
(grossissement X40) (Caderni et al. 2003 [101])

5) Cryptes accumulant la -caténine («fB-catenin-accumulated crypts » :

BCAC)

I1 a été constaté que de nombreuses tumeurs induites chez le rat par ’azoxyméthane
révélaient des mutations du géne de la B-caténine ainsi qu’une accumulation de B-caténine
dans les cellules (Takahashi et al. 1998 [104]). Yamada et al. ont remarqué chez des rats ayant
recu des injections d’azoxyméthane des 1ésions prénéoplasiques apparaissant précocement,
avec des cryptes anormales mais d’aspect différent des ACF. Elles comportent des mutations
fréquentes du gene codant pour la B-caténine, ainsi qu’une accumulation importante de -
caténine dans le cytoplasme et le nucléus (contrairement aux ACF dans le mod¢le murin). Ce
sont des «fB-catenin-accumulated crypts ». Yamada ef al. ont noté des scores d’anormalité
histologique pour ces « cryptes accumulant la B-caténine » supérieurs a ceux des ACF, ainsi
qu’une activité proliférative supérieure également. Elles auraient donc plus de chance de se
développer en 1ésions malignes que les ACF (Yamada et al. 2000 [105] ; Yamada et al. 2001
[106]). Par ailleurs, au contraire des ACF, leur croissance est favorisée par 1’acide cholique
dans la ration, un acide biliaire primaire qui provoque des tumeurs du colon (Hirose et al.
2003 [107])
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Figure 12- Cryptes accumulant la B-caténine (BCAC) chez le rat. L’épithélium posséde des cytoplasmes
basophiliques et des nucléi hyperchromatiques, et tend a montrer une perturbation de la polarité des noyaux. La
production de mucine est quasiment absente. Les cryptes accumulant de la B-caténine sont détectées méme dans
de petites lésions ne comprenant qu’une seule crypte (A). Certaines grandes 1ésions ont des cryptes
adénomateuses avec des embranchements extensifs (B). Fléches : Cellules de Paneth accompagnant certaines
BCAC. Bien que le role des cellules de Paneth ne soit pas clairement défini actuellement, elles sont parfois
présentes dans des tumeurs du colon, et rarement dans 1’épithélium normal du colon. (Yamada et al. 2001 [106];
Yamada et Mori 2003 [108])

L’¢équivalent des BCAC chez I’Homme n’a pas été déterminé ; cependant,
certains ACF chez ’Homme présentent une accumulation de -caténine. Par ailleurs, des
Iésions type cryptes aberrantes ont été classifiées selon la forme et la taille de I’ouverture des
cryptes. Certaines classes, de petite taille, ainsi définies semblent présenter une dysplasie plus
importante que les autres. Ces lésions ne correspondraient pas a des ACF « typiques ». On
peut donc envisager 1’existence de petites 1€sions dysplasiques ne ressemblant pas a des ACF,

mais qui seraient des précurseurs directs de tumeurs colorectales chez ’Homme (Yamada et
Mori 2003 [108]).

6) Les lésions « dentelées »

Elles ont €té définies récemment. Ce sont les polypes hyperplasiques traditionnels, les
polypes mixtes, les adénomes dentelés, les adénomes dentelés sessiles. En coupe histologique,
on distingue une « dentelure » (« serration » en anglais) des cryptes intestinales visible a la
surface des lésions (sur les polypes hyperplasiques traditionnels) ou a leurs bases (sur les
adénomes dentelés). Elles peuvent présenter des cryptes avec des embranchements, des
cryptes dilatées a leur base, en forme de L ou de T... Ces 1ésions seraient précancéreuses,
suivant un schéma d’évolution différent de la traditionnelle séquence « adénome-carcinome ».
En effet, bien que sans dysplasie cytologique a proprement parler mais plutdt une dysplasie
« architecturale », elles seraient les précurseurs de tumeurs colorectales malignes, en
particulier les adénocarcinomes présentant une instabilité des microsatellites (MSI) (Revu
dans Snover et al. 2005 [109] ; Voir Partie 1 pour plus de détails).

Ces lésions dentelées ne sont pas utilisées actuellement dans les modéles animaux de
la cancérogenese.
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Conclusion de la partie 3

Deux modeles animaux permettent l’étude de la cancérogenése : le modele souris min
et le modele de chimio-induction de lésions par un carcinogene chez le rat. 1l existe plusieurs
types de lésions qui peuvent servir de biomarqueurs dans ce deuxieme modele. Celui qui est
actuellement le plus utilisé est le foyer de cryptes aberrantes, et c’est ce marqueur qui est
etudié dans les publications que nous avons rassemblées pour notre méta-analyse. Nous
allons présenter l'intérét et les principes statistiques de la méta-analyse avant d’étudier les
publications portant sur [’effet de [’inuline et de I’oligofructose sur la carcinogenese dans les
deux modeles murins que nous avons présentes.
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Partie 4 : Méta-analyse des effets de I’inuline et de
Poligofructose sur la cancérogenése, dans deux modeles
murins

I) Objectifs et principes de la méta-analyse

1) Pourquoi une méta-analyse

Cette démarche a pour but de rassembler un certain nombre de résultats
expérimentaux, concordants ou non, dans le but d’obtenir une vue globale de 1’efficacité d’un
traitement. On a un gain de puissance statistique important par rapport aux résultats d’une
seule expérimentation. (Michel Cucherat et al. [110])

Cela permet d’avoir un point de vue plus objectif sur les connaissances apportées par
des expérimentations parfois nombreuses et en apparences discordantes. Le choix d’un
nouveau traitement a utiliser ou a étudier s’en trouve facilité.

Par ailleurs, la méta-analyse peut se révéler particulicrement intéressante dans le cadre
de ’expérimentation animale. Cela a bien été illustré par Pound ef al., qui mettent en évidence
plusieurs arguments en faveur de 1’¢laboration de revues systématiques des études chez
I’animal. En effet, ces revues permettent (Pound ez al. 2004 [111]):

- d’évaluer I’intérét de la recherche animale pour les potentiels traitements
applicable a ’'Homme

- de donner un point de vue sur la validité des études chez I’animal

- de mettre en évidence des problémes comme le fait que pour certains traitements
les études cliniques et les études dans le modele animal sont menées
simultanément

- de mettre en évidence les défauts dans la méthodologie de certaines études

- d’utiliser au mieux les informations fournies par les publications et d’améliorer
I’estimation de 1’effet a partir des expérimentations animales.

2) Principe de la méta-analyse

Les principes de la méta-analyse sont les suivants : Elle doit porter sur tous les essais
disponibles concernant le traitement étudié, positifs et négatifs, publiés et non publiés
(recherche exhaustive). Elle doit se faire selon un protocole précis, pour éviter tout biais dans
le choix des études inclues. Enfin on applique une méthode statistique pour mettre en
perspective la probabilité des résultats des études.
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Trois problémes se posent dans 1’analyse actuelle de I’information expérimentale :

-Premiérement, quelle que soit la revue qui les publient, les essais positifs sont
beaucoup plus souvent cités que ceux ayant des résultats négatifs. (Un résultat positif a plus
d’attrait et parait plus intéressant).

-Deuxiemement, une analyse de I’ensemble des résultats se fait en fonction du plus
grand nombre d’essais penchant pour une hypothése, selon une impression subjective, sans
tenir compte de la nature probabiliste des résultats.

-Enfin, demeure le probléme de 1’appréciation quantitative de 1’effet d’un traitement.
La simple sommation de tous les effectifs et des résultats correspondants ne permet pas de
répondre a cette problématique. En effet, les conclusions ne tiendraient pas compte de la
variabilité dans le choix des individus traités, des risques relatifs de chaque essai, des
différences d’effectif...

La méta-analyse répond a ces problémes. Elle n’extrapole de chaque essai que 1’effet
traitement (supposé constant). Elle permet également une analyse fine en sous-groupes afin de

tester différentes hypothéses.

3) Erreur aléatoire et biais

Lors des essais expérimentaux, on obtient les indices de 1’effet d’un produit a tester.
Cet effet n’est pas exactement le reflet de la réalité : il dépend aussi de biais systématiques
(méthode, choix des sujets....) et de ’erreur aléatoire liée a la variabilité biologique. La méta-
analyse, en rassemblant un grand nombre d’essais, diminue considérablement I’erreur
aléatoire. Par contre, elle n’efface pas les biais si des essais inclus en introduisent. Elle est tout
de méme intéressante de ce point de vue car les essais sont sélectionnés (donc on peut
¢liminer certains biais en excluant certains essais) ; de plus I’erreur liée au biais de certains
essais est « diluée » par le nombre d’essais.

4) Le biais de publication

Il est représenté par le fait de n’inclure que des études publiées par la littérature
biomédicale dans une méta-analyse. En effet il existe un phénomene appelé « La publication
sélective ». La littérature biomédicale tend a publier préférentiellement les études qui mettent
en évidence un résultat significatif. De plus, les auteurs des études qui ne démontrent pas un
effet ont tendance a s’auto censurer, ils jugent leurs résultats sans intérét et ne cherchent pas a
les faire publier.

L’auteur de la méta-analyse doit donc normalement chercher a inclure le maximum
d’études dans leurs méta-analyses, publiées et non publiées. Dans la méta-analyse qui sera
présentée ici, nous avons choisi de n’inclure que des études publiées, en raison du temps et de
la difficulté a rassembler de facon exhaustive les études non publiées.

La méta-analyse permet d’avoir une vue globale des essais existants pour un sujet
particulier. Nous allons expliquer succinctement les principes statistiques qui permettent de
combiner les résultats de plusieurs études et de les analyser.
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IT)  Aspects statistiques de la méta-analyse

La phase statistique de la méta-analyse se fait typiquement en deux étapes (Cochrane
Collaboration [113]).

Dans la premiére étape, on crée une statistique qui résume chaque étude. Pour des
essais contrdlés, ces valeurs décrivent 1’effet observé pour chaque étude. Par exemple, cette
statistique peut étre un risque relatif si les données a analyser sont dichotomiques ou une
différence de moyennes si elles sont continues (Cf. infra pour plus de détails sur la différence
de moyenne).

La deuxieme étape consiste a calculer un effet du traitement « moyen » comme une
moyenne pondérée des effets traitement estimés dans chaque étude. Une moyenne pondérée
est estimée de la fagon suivante :

Moyenne pondeérée = somme des (estimation*poids)i/somme des

poids

Plus le poids attribué a une étude est important, plus elle contribuera a la moyenne
pondérée. On essaie donc de définir le poids d’une étude en fonction de la quantité et/ou la
qualité de I’information qu’elle fournit [98].

Le choix de ce poids est fonction de 1’analyse des données et peut se faire selon deux
modeles : le modele fixe (fixed effect en anglais) et le modéle aléatoire (random effect en
anglais).

1) Modele fixe (d’apres Cochrane Collaboration [113])

Dans une méta-analyse avec modele fixe, on fait I’hypothése que les études inclues
mesurent un effet « vrai » ou fixe, et que toute variation de cet effet entre les différentes
¢tudes est due au hasard (erreur aléatoire). Le poids de chaque étude est donc estimé d’apres
I’inverse de leur variance, déterminé a partir de I’écart-type. La méta-analyse utilisant ce
modele calcule donc une moyenne pondérée de I’effet selon la formule :

Moyenne pondeérée = M
D (1/52)

71 étant I’effet estimé du traitement de I’étude i et Si1’erreur standard de cette
estimation. La sommation se fait sur I’ensemble des études inclues dans la méta-analyse [98].

Remarques (Manuel pratique de méta-analyse des essais thérapeutiques [95]) :

1. L’utilisation de la pondération par I’inverse de la variance est, en quelque sorte, une
pondération par la précision des mesures. Lorsque la variance d’un résultat d’un essai est
faible, on peut dire que cet essai réalise une mesure précise de 1’effet traitement. En particulier,
I’intervalle de confiance est étroit. Donc, avec le systéme de pondération utilisé en méta-
analyse, plus un essai est précis, plus son poids dans la méta-analyse est important, précision
et inverse de la variance évoluant dans le méme sens.

2. La variance d’un résultat statistique (et donc sa précision) dépend du nombre

d’unités statistiques, donc dans un essai du nombre de sujets. Plus un essai porte sur un
nombre important de patients, plus la variance de son résultat est petite. Si bien que le poids
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d’un essai dans une méta-analyse dépend fortement de sa taille. Les essais de grandes tailles
ont un poids plus important que les essais d’effectif faible.

3. La variance dépend également de la fréquence observée des événements dans les
deux groupes. Des essais réalisés chez des sujets a faible risque auront, a taille ¢gale, un poids
moins important que des essais réalisés chez des sujets a haut risque.

4. Si parmi les essais regroupés dans une méta-analyse, I’un d’eux est de taille
nettement supérieure a celle des autres, cet essai occupe une place prépondérante dans
I’estimation de I’effet commun. Celle-ci est principalement le reflet du résultat de 1’essai
prépondérant et tient peu compte des résultats des autres essais.

2) Modgéle d’effet aléatoire (d’apres Cochrane Collaboration [113])

Une méta-analyse avec effet aléatoire envisage que les études mesurent des effets
différents (en fonction du choix des sujets, des variations du protocole....) et que ces
différents effets sont distribués selon un schéma particulier. On considére dans ce modele que
les valeurs de I’effet estimé varient d’une étude a I’autre de facon aléatoire et qu’elles auraient
alors une distribution symétrique. Le centre de cette distribution décrit la moyenne des effets,
et sa largeur le degré d’hétérogénéité. Généralement on choisit d’effectuer les calculs comme
si cette distribution était Normale. Il est cependant difficile d’établir la validité de I’hypothese
de distribution que 1’on envisage pour décrire ces valeurs, ce qui peut rendre ce modele
critiquable. L importance de la forme de distribution attribuée n’est pas bien déterminée.

Remarques :

1. Le logiciel Revman, fourni gratuitement par la Cochrane Collaboration® (version
4.2.10, http://www.cc-ims.net/RevMan/) a été utilis€ pour cette méta-analyse. Dans le cadre
du modele aléatoire, il décrit I’estimation pondérée et I’intervalle de confiance en fonction du
centre de la distribution de valeurs, sans interpréter la largeur de cette distribution.

2. Souvent I’estimation pondérée et son intervalle de confiance sont cités pour
remplacer I’effet quantitatif trouvé dans un modele fixe. Dans le mode¢le aléatoire et
contrairement au fixe, I’intervalle de confiance décrit I’incertitude de la position de I’effet
moyen estimé au sein de la distribution des effets trouvés dans les études. Il ne décrit pas
I’hétérogénéité des études.

3. Si la variation des effets observés est attribuée a la diversité clinique, le centre de la
distribution doit étre interprété différemment d’une estimation d’un effet fixe. En effet, le
modele aléatoire cherche a répondre a la question « quel est I’effet traitement moyen ? » alors
que le modele fixe cherche a répondre a la question « quelle est la meilleure estimation de
I’effet traitement ? ». La réponse a ces questions peut étre la méme s’il n’y a pas
d’hétérogénéité ou si la distribution des effets est plus ou moins symétrique. Sinon, 1’effet
traitement estimé par le modele aléatoire ne représente aucun effet existant réellement quand
le traitement est appliqué a une population.

4. Le modele aléatoire attribue un poids plus important aux €tudes avec un petit
effectif qu’elles n’en recevraient dans un mod¢le fixe. La raison de ceci est que les petites
¢tudes donnent plus d’informations sur la distribution des effets (toutes études confondues)
que sur I’estimation d’un potentiel effet commun.

52



3) Choix du modéle fixe ou aléatoire (d’aprés Cochrane Collaboration 2002
[112])

Ces deux types de méta-analyse seront approximativement équivalents en I’absence
d’hétérogénéité des données (quand il y a hétérogénéité, 1’effet d’un essai au moins ne peut
pas étre considéré comme étant identique a celui des autres essais (Cucherat ef al. [110])). En
cas d’hétérogénéité, il est préférable de choisir d’analyser les données selon le modele
aléatoire.

11 est important de noter qu’avec le mode¢le aléatoire, I’intervalle de confiance de
I’effet moyen est plus large. Avec les mémes essais, on peut donc avoir un effet significatif
avec le modele fixe et un effet non significatif avec le mod¢le aléatoire. De plus, si il y a peu
d’informations (faible nombre d’études, peu d’événements examinés dans chacune), la
distribution des effets estimée par le modele aléatoire aura peu de précision.

L’hétérogénéité peut etre déterminée a I’aide d’un test spécifique. Un test
d’hétérogénéité qui se révele significatif doit inciter a se demander si le modele d’analyse
choisi est correct (généralement on considere que les données sont hétérogenes si p <0.1). 11
convient de rechercher la cause de cette hétérogénéité et de se demander s’il est raisonnable
de combiner les essais choisis.

I1 a été envisagé que 1’hétérogénéité soit inévitable dans une méta-analyse, a cause de la
diversité clinique et méthodologique. Une valeur statistique est utile pour quantifier non pas

2
I’hétérogénéité méme mais son impact sur la méta-analyse. Cette valeur est I = [(Q - df)/Q] x
100%, avec Q = statistique chi-deux et df = ses degrés de liberté¢ (Handbook Cochrane [113]).

4) Critéres continus et différence des moyennes standardisée ([97])

Au cours de cette méta-analyse, nous allons comparer différentes études mesurant le
nombre de lésions prénéoplasiques chez des rats. Il s’agit de critéres dits « de comptage »

(« count data » en anglais). Cependant les comptages de 1€sions étant représentés par des
nombres assez ¢levés, ces criteéres seront considérés comme « continus » par opposition a des
critéres de jugement binaire (par exemple la mort du sujet ; il n’y a que deux possibilités
opposées, « rat mort » ou « rat vivant »).

Les critéres continus nécessitent une analyse différente des critéres de jugement
binaires.

Pour mener ces calculs a bien, nous avons choisi La Cochrane collaboration est une
organisation internationale indépendante et a but non lucratif, dédiée au rassemblement de
I’information concernant la recherche au service de la santé.

Pour analyser un critére continu, ce logiciel donne le choix entre deux méthodes
d’analyse statistique : calcul de la différence des moyennes pondérées (Weighted mean
difference) ou calcul de la différence des moyennes standardisée (Standardized mean
difference). Nous avons choisi d’utiliser la différence des moyennes standardisées car elle est
plus adaptées aux études inclues dans cette méta-analyse. En effet, elle permet de combiner
des études mesurant un méme effet mais avec des échelles différentes. Il est donc intéressant
pour nous de choisir cette option, car les études que nous allons combiner utilisent certes le
méme marqueur pour 1’effet mesuré (ACF chez les rats et tumeurs chez les souris min), mais
avec parfois des protocoles différant Iégérement : induction des 1ésions tumorales par DMH
ou Azoxyméthane (Donc gavages ou injections sous cutanées, avec deux produits différents, a
des doses variant 1égérement), temps d’alimentation avec le produit testé variable, souches
d’animaux différentes... On suppose donc que chaque étude permet de mesurer un méme
effet, mais a des échelles 1égérement différentes les unes des autres. La différence des
moyennes standardisées nous permettra donc d’obtenir un résultat en « nombre de déviations
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standards », nombre abstrait qui représente I’effet du produit quel que soit I’échelle. Il sera
donc possible de vérifier si ce nombre est statistiquement différent de zéro, et donc s’il y a un
effet. Ici le nombre absolu de ces déviations importe peu, car I’important n’est pas de mesurer
exactement I’éventuelle protection apportée par I’inuline et de 1’oligofructose. Comme les
études sont basées sur des marqueurs indirects de cette chémo-prévention (mod¢le animal ;
1ésions prénéoplasiques...), il ne permettent pas de mesurer quantitativement cette chémo-
prévention, mais d’avoir des indices sur son existence.

Cette différence des moyennes standardisée se calcule en divisant la différence des
moyennes par un écart-type.

Nous avons vu que la méta-analyse consiste a combiner les résultats des essais
existants en attribuant a chacun « poids » statistique en fonction de [’information qu’il
apporte et de la cohérence entre les études. Nous allons maintenant définir les hypothéses que
nous avons posées.

[II) Hypotheses testées

Les fibres alimentaires, et en particulier les oligosaccharides non digestibles,
possédent des qualités nutritionnelles indéniables. Mais protégent-elles réellement du cancer
colorectal ? La premiére étape pour répondre a cette question est de vérifier les effets de ces
molécules dans le modele animal, le plus couramment utilisé étant le modele murin. Cela
permet de récolter de premiers indices sur I’efficacité, le mode d’action des molécules. On
pourra alors plus ou moins extrapoler ces indices au modele de carcinogenese chez I’Homme.

Afin d’évaluer les effets des B (2-1) fructanes sur le cancer du colon chez le rat et la
souris, nous allons tenter de répondre a la question suivante :

Un régime alimentaire contenant de I’inuline ou de I’oligofructose diminue-t-il,
augmente-t-il ou n’a-t-il aucun effet sur I’incidence du cancer colorectal chez le rat et/ou
chez la souris ?

Pour répondre a la question principale, nous allons donc tester deux hypotheses :

1) Laprésence de P (2-1) fructanes dans 1’alimentation des rats diminue le nombre
D’ACF? comptés dans leur colon aprés induction par un carcinogéne (DMH ou
Azoxyméthane).

2) Laprésence de B (2-1) fructanes dans I’alimentation des souris min diminue le
nombre et/ou la taille des adénomes qui se développent dans leur intestin.

Nous allons traduire ces deux hypothéses en sous-hypothéses :
la) La présence d’oligofructose a faible dose (5 a 6% de I’alimentation en poids) ou a

forte dose (10 a 15%) dans I’alimentation des rats diminue le nombre D’ ACF comptés dans
leur colon apres induction par un carcinogéne (DMH ou Azoxyméthane)

% Nous avons choisi le nombre d’ACF comme marqueur de la carcinogenése et non le nombre de tumeurs car
nous n’avons recensé que 2 études pour ce critére.
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1b) La présence d’inuline a faible dose (5% en poids) ou a forte dose (10 a 15%) dans
I’alimentation des rats diminue le nombre D’ ACF comptés dans leur colon apres induction par
un carcinogene (DMH ou Azoxyméthane)

2) La présence d’oligofructose ou d’inuline dans 1’alimentation des souris min diminue
le nombre d’adénomes qui se développent dans leur petit intestin.

Les études basées sur le modele « souris min » proposent I’analyse de plusieurs
aspects des adénomes : nombre total ou dans le petit intestin ou dans le colon, taille moyenne,
proportion d’adénomes de petite ou de grande taille. Cependant seul le nombre d’adénomes
dans le petit intestin était présenté dans suffisamment d’études pour faire une méta-analyse.

A partir de ces hypotheses, nous avons pu définir les criteres de recherche des
publications. Nous allons maintenant expliquer comment cette recherche a été faite, quels
essais ont été retenus et comment nous les avons analysés.

IV) Réalisation de la méta-analyse

1) Stratégies de recherche des essais a inclure

Il s’agissait de trouver toutes les études concernant 1’inuline et/ou I’oligofructose ou
fructooligosaccharide (FOS) et la prévention du cancer colorectal ou de 1’apparition d’ACF
chez le rat et/ou la souris. La recherche a été étendue aux articles publiés de 1987 a Octobre
2007. La date de 1987 a été choisie car il s’agit de I’année de la découverte des 1ésions
appelées Foyers de Cryptes Aberrantes par Ranjana Bird (Bird 1987 [93]). Cette recherche a
consisté a consulter les bases de données disponibles :

-Pubmed (base de données disponible en ligne a I’adresse :
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez/). Les termes de recherche spécifiés étaient en
anglais, selon le schéma suivant :

“(prebiotic OR FOS OR inulin OR oligofructose OR fructo-oligosaccharides OR
fructooligosaccharides) AND (azoxymethane OR colorectal OR tumor OR cancer) AND
(protect OR enhances OR inhibits OR chemoprevention) AND (experimental OR rats OR
mice)”

D’autres schémas de recherche ont été utilisés, en essayant le maximum de termes liés
au sujet et de combinaisons.

-Google scholar (http://scholar.google.fr/) permet de rechercher les articles
citant une étude en particulier. Si on a trouvé un article a la fois assez vieux et assez pertinent,
il est possible de trouver les études similaires qui ont été menées a posteriori et qui ont cité
cet article. Nous avons utilisé les articles suivant pour cette recherche : Reddy et al. 1997 [89];
et Pierre ef al. 1997 [114], deux articles pertinents pour la méta-analyse. De plus, nous avons
examing attentivement les listes de références a la fin de chaque article retenu.

-The Cochrane Central Register of Controlled Trials
(http://www.mrw.interscience.wiley.com/cochrane/cochrane clcentral articles fs.html) est
une banque de données mise en place par la Cochrane Collaboration. Elle regroupe tous les
essais rassemblés par les personnes qui ont travaillé pour la Cochrane Collaboration, et qui
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ont donc cherché¢ des études pour leurs revues et leurs méta-analyses. Nous avons donc
cherché attentivement des essais dans cette banque de données, en entrant le plus grand
nombre de mots-clés (cités ci-dessus). Aucun essai supplémentaire par rapport aux
précédentes recherches n’a été trouvé. Ceci peut étre expliqué par le fait que cette banque de
données rassemble principalement des études menées chez I’homme, et trés peu concernant
les rats, bien que la communauté Cochrane soit en faveur de I’¢laboration de revues
systématiques des études menées chez I’animal [115].

Les essais trouvés par les banques de données ont ensuite été triés. Deux types
d’articles ont été retenus, correspondant a deux protocoles :

-Des rats (ou souris) sont répartis en groupes aléatoires. Ils subissent I’administration
d’une substance cancérigene, 1,2- diméthylhydrazine (DMH) ou azoxyméthane (AOM), a des
doses généralement répétées et qui peuvent varier légerement. Chaque groupe recoit un
traitement (c’est-a-dire une alimentation soit contrdle, soit contenant un pourcentage variable
d’inuline ou d’oligofructose (ou fructooligosaccharide)). Ce traitement peut étre commencé
avant I’administration de la substance cancérigéne (phase d’initiation) soit apres (phase de
promotion). Apres une période donnée, les rats sont sacrifi€s, puis leur petit intestin et/ou leur
colon sont examinés afin de compter le nombre d’ACF présents sur la muqueuse digestive,
selon des criteres précis. Ce nombre d’ ACF est analysé et comparé d’un groupe a 1’autre.

-Des souris Apcmin sont réparties en groupes aléatoires. Elles recoivent un régime
contrdle ou un régime contenant un pourcentage variable d’inuline ou d’oligofructose (ou
fructooligosaccharide). Aprés une période donnée, les souris min sont sacrifiées et leur
intestin est prélevé. Les tumeurs (adénomes) sont alors comptées (leur taille est parfois
estimée). Le nombre et la taille des adénomes sur tout 1’intestin ou une partie sont alors
comparés d’un groupe a 1’autre.

Les essais qui suivaient 1’un de ces protocoles en testant également d’autres
traitements (régime incluant du beeuf, d’autres types de fibres, des probiotiques) ont été
retenus si il y avait au moins un groupe contrdle et un groupe d’animaux ne recevant que de
I’inuline ou de I’oligofructose (les groupes d’animaux recevant dans leur alimentation une
association de deux traitements n’ont pas été pris en compte, par exemple ceux qui étaient
exposés a un mélange symbiotique = probiotique + inuline ou FOS comme substrat).

24 essais publiés ont ainsi été sélectionnés :

Bolognani et al. 2001 [116]
Buddington et al. 2002 [117]
Buecher et al. 2003 [118]
Femia et al. 2002 [72]
Gallaher ef al. 1996 [119]
Gallaher ef al. 1999 [120]
Hsu et al. 2004 [121]
Jacobsen et al. 2006 [122]
Kettunen et al. 2003 [123]
Misikangas et al. 2005 [124]
Misikangas et al. 2007 [125]
Mutanen et al. 2000 [126]
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Pajari et al. 2003 [127]
Perrin et al. 2001 [128]
Pierre et al. 1997 [114]
Poulsen et al. 2002 [129]
Rao et al. 1998 [130]
Reddy et al. 1997 [89]
Rowland et al. 1998 [131]
Verghese ef al. 2002a [132]
Verghese ef al. 2002b [133]
Verghese et al. 2005 [134]

2) Criteres d’exclusion des articles sélectionnés

Nous avons d’abord lu attentivement tous les articles s¢lectionnés. Au cours de cette
lecture, nous avons vérifié que les expériences étaient réalisables, les parties « matériel et
méthode » suffisamment précises : souches d’animaux utilisés, composition de I’alimentation,
provenance des produits (inuline et oligofructose), mode d’induction des ACF par
I’azoxyméthane ou DMH, repérage et comptage des ACF selon des critéres précis (Bird 1987
[93]), repérage et comptage des adénomes. Nous avons vérifié la cohérence entre les résultats
et les ¢léments de départ (animaux, régime). Cette lecture nous a permis d’¢éliminer une étude :
Femia et al. 2005, une étude cohérente mais qui recense le nombre de tumeurs induites par rat
et non le nombre d’ACF.

Nous avons ensuite relu chaque essai pour collecter les informations que le logiciel
Revman demande : pour chaque groupe d’animaux, le nombre de participants, la moyenne de
I’effet produit, 1’écart-type de cette moyenne.

Les études de Gallaher et al. 1996 [119] et Gallaher et al. 1999 [120] ont été exclues,
car les moyennes du nombre total d”’ACF dans le colon de chaque groupe de rats ne sont pas
disponibles (uniquement le pourcentage de réduction par rapport au groupe controle, et le
nombre d’ ACF/cm? de colon, valeur non exploitable car fournie par trop peu d’études).

Les ¢études de Misikangas et al. 2005 [124] et 2007 [125] ont été exclues, car elles ne
fournissent pas les moyennes des nombres d’adénomes dans I’intestin des souris min. Seul un
graphique sous la forme de boites a moustache (box plot) décrit la différence de taille des
adénomes entre les groupes « contrdle » et « inuline ». La valeur interquartile que 1’on peut
lire ne permet pas d’approximer la moyenne des résultats, car le nombre d’animaux par
groupe n’est pas assez important (5 souris min par groupe). Les nombres d’adénomes classés
en « petite taille » et « grande taille » sont disponibles par groupe d’animaux, mais les
résultats sont formulés en médiane (minimum - maximum), ce qui ne permet pas de les
analyser avec le logiciel Revman.

L’¢tude de Verghese et al. 2005 [134] a été exclue, car elle fournit un histogramme
représentant le nombre d’ACF total dans le colon des rats, mais les chiffres illustrés ne
correspondent pas au nombre total d’ACF dans le colon des rats du groupe controle (seule
valeur donnée dans le texte). L histogramme correspond en réalité aux chiffres décrivant le
nombre total de cryptes aberrantes dans le colon des rats (donnés dans un tableau). Il n’est
donc pas possible d’obtenir la moyenne du nombre total d’ACF pour chaque groupe de rat.

Les autres essais ont ét¢ inclus dans la méta-analyse.
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3) Calculs de certaines valeurs non directement fournies

Souvent, les résultats étaient présentés sous la forme d’une moyenne +/- I’erreur
standard. Nous avons donc calculé I’écarf-type selon |a formule : SD = SE x YN (SD standard
deviation = écart-type ; SE standard errot==erreurstandard ; N nombre d’animaux par
groupe). Une étude (Reddy 1997 [89]) ne fournissait pas le nombre de rats par groupe
d’animaux. Ces valeurs ont été retrouvées avec I’aide du Pr. D. Corpet, en les déduisant des
moyennes, de leur écart-type et des valeurs de p.

Dans un cas les valeurs utiles pour le programme était divisées en sous catégories. Il
s’agit de la publication de Hsu 2004 [121], qui présente le nombre d’ACF par taille (ACF
composé de une, deux, trois ou plus de quatre cryptes) mais pas le nombre total d’ACF dans
le colon des rats. Nous avons calculé ce nombre total en sommant les moyennes des
différentes catégories (un ACF ne pouvant appartenir a deux catégories a la fois). L’écart-type
de la somme des moyennes a été calculé d’apres la formule :

o= ZG 2 avec N = nombre de moyennes sommeées

4) méthode d’analyse des données

Nous avons mis en place trois comparaisons afin de répondre au trois sous-hypotheses
de départ (IL.1.a ; I1.1.b ; I1.2)

a) Nombre total d’ACF dans le colon des rats et souris’ en fonction de
leur régime : contrdle ou comportant de 1’oligofructose (FOS)

Dans une premicre analyse, nous avons entré les résultats (nombre d’animaux par
traitement, moyennes de 1’effet et écart-type) des essais déterminant le nombre d’ACF induits
en fonction du régime : contrdle ou comportant un pourcentage d’oligofructose. Nous avons
¢tudié les résultats en les divisant en deux sous-catégories : faible pourcentage (5 ou 6%)
d’oligofructose dans 1’alimentation (¢tudes de Buecher ez al. 2003 [118], Hsu et al. 2004
[121], Perrin et al. 2001 [128] et Poulsen et al. 2002 [129]) et fort pourcentage (10 ou 15%)
d’oligofructose dans 1’alimentation (¢tudes de Buddington et al. 2002 [117], Jacobsen et al.
2006 [122], Poulsen et al. 2002 [129], et Reddy ef al. 1997 [89]).

Les essais qui présentaient deux séries de résultats, par exemple en fonction de la date
de sacrifice des animaux, ont été entrés plusieurs fois avec des noms et des résultats différents
(Par exemple, Jacobsen et al. proposent des résultats pour le groupe « contrdle » et le groupe
« oligofructose » quand les rats sont sacrifiés soit la semaine 9, soit la semaine 32 de
I’expérience. Il y a donc deux lignes Jacobsen dans le tableau d’analyse : Jacobsen.w9 et
Jacobsen.wl2).

Nous avons autorisé le programme a présenter le résultat total en ajoutant les deux
sous-catégories (faible et fort pourcentage). Cela permet de combiner plus d’études et d’avoir
une idée de I’effet global de I’oligofructose ; cependant cet effet est a relativiser car certaines
études présentaient le nombre total d’ACF pour un groupe de rats « controle » et deux
groupes « oligofructose » a des doses différentes. En combinant les deux sous-catégories,
certains groupes « contrdle » sont donc pris en compte deux fois.

? Une étude (Buddington et al.) étudie le régime FOS sur des souris ayant reu un carcinogéne (DMH). Le
protocole étant identique a celui des autres études, nous 1’avons incluse.
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b) Nombre total d’ACF dans le colon des rats en fonction de leur régime :
contrdle ou comportant de I’inuline

Dans cette deuxiéme analyse, I’effet de I’inuline a été étudié selon le méme schéma
que pour I’oligofructose. Nous avons analysé deux sous-catégories (faible pourcentage : 5% et
fort pourcentage 10 ou 15%). Les essais étudiant I’effet d’un faible pourcentage sont :
Bolognani et al. 2003 [116], Poulsen ef al. 2002 [129], Rowland et al. 1998 [131], Verghese
et al. 2002b [133]. Ceux étudiant les effets d’un pourcentage d’inuline plus important sont :
Buddington et al. 2002 [117], Jacobsen et al. 2006 [122], Poulsen et al. 2002 [129], Rao et al.
1998 [130], Reddy et al. 1997 [89], Verghese ef al. 2002a [132] et Verghese et al. 2002b
[133].

Comme pour la premiere analyse, certains auteurs présentent deux ensembles de
résultats et sont donc présentés sur deux lignes différentes.

Le total des sous-catégories entraine également la duplication de certains groupes de
rats « controle ».

c) Nombre total d’adénomes dans le petit intestin des souris min en
fonction du régime : contrdle ou comportant un p-fructane (inuline ou
FOS)

Dans une troisiéme analyse nous avons entré les résultats des quatre essais déterminant
le nombre d’adénomes dans le petit intestin des souris min. Ces essais sont ceux de Kettunen
et al. 2003 [123], Mutanen et al. 2000 [126], Pajari ef al. 2003 [127], Pierre et al. 1997
[1114]. En raison du faible nombre d’études pour ce parametre, nous avons décidé d’analyser
dans une méme catégorie I’inuline et 1’oligofructose (Ces deux molécules ne différent que par
la longueur de leurs chaines ; nous avons donc fait I’hypothese que leur effet était de méme

type).

V)  Résultats et Discussion

1) Résultats

a) Nombre total d’ACF dans le colon des rats en fonction de leur
régime : controle ou comportant de I’oligofructose (FOS)

Les données ne présentaient d’hétérogénéité que pour la sous-catégorie « fort
pourcentage » (p = 0.01). Nous avons choisi le modele « random effect » (aléatoire) pour les
deux sous-catégories afin d’avoir une analyse homogene des résultats. Pour ce faire, nous
avons considéré que dans tous les essais la distribution des animaux dans les groupes de
traitement €tait randomisée, bien que seule une partie des études le précisent dans la partie
matériel et méthode (Cf. supra Partie 4. I1I. 2.)

La méta-analyse pour les publications étudiant 1’effet de I’oligofructose a des doses de
5 ou 6%, avec un intervalle de confiance de 95%, montre une diminution des ACF
significative (différence de moyenne = SMD =-0,71 [-1.09, -0.33], p <0.01). La méta-
analyse pour les publications étudiant 1’effet de I’oligofructose a 10 ou 15% montre une
diminution du nombre total d’ACF dans le colon des rats, mais de facon non significative
(SMD = -0.30 [-0.95,0.35], p = 0.1). Cependant le total de ces deux résultats est une
réduction significative dunombre d’ACF dansle colon : SMD=-0.51 [-0.91;-0.12] p = 0.01.
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Comme ce total des deux sous-catégories prend plusieurs fois en compte certains
groupes « controle », nous avons examiné les résultats en retirant de la méta-analyse les
données redondantes. Nous avons retiré de la sous-catégorie « faible pourcentage » les
données des publications apparaissant également dans « fort pourcentage » (Poulsen et al.
2002 [129]). L’effet total des deux sous-catégories reste significatif (SMD = -0.54 [-1.01, -
0.07] p = 0.02). Le résultat d’'une méta-analyse utilisant les données de Poulsen et al. 2002
[129] seulement dans la sous-catégorie « faible pourcentage » est également significatif (SMD
=-0.48 [-0.95,-0.12] p < 0.01).

Une méta-analyse de ces 7 publications montre donc une diminution significative du
nombre total d’ACF dans le colon des rats ayant re¢u un régime contenant un pourcentage en
poids variable de FOS, par rapport aux rats recevant une alimentation « controle » (voir
graphique 1)

Review: Chemopreventive effect of the inulin-type B-fructans Inulin and oligofructose
Comparison: 01 Effet des b-fructanes sur I'ncidence des ACF chémo-induits chez le rat et la souris
Outcome: 01 FOS contre régime controle
Study FOS contréle SMD (random) Weight SMD (random)
or sub-category N Mean (SD) N Mean (SD) 95% CI % 95% CI
01 FOS afaible dose (5 a 6%); comptage des ACF totaux dans le colon
Perrin.A 2001 8 48.00(19.06) 8 75.00(9.16) —_ 6.15 -1.71 [-2.90, -0.51]
Hsu 2004 10 8.30(5.37) 10 15.90(6.29) — 7.56 -1.24 [-2.22, -0.27]
Perrin.B 2001 10 28.20(21.25) 10 40.20(8.63) —= 8.04 -0.71 [-1.62, 0.20]
Poulsen.w5 2002 10 132.70(41.10) 10 151.80(38.26) —t 8.19 -0.46 [-1.35, 0.43]
Buecher 2003 15 34.80(18.98) 15 43.80(24.79) -t 9.54 -0.40 [-1.12, 0.33]
Poulsen.w15 2002 10 122.80(57.23) 9 144.20(48.90) — 8.04 -0.38 [-1.29, 0.53]
Subtotal (95% Cl) 63 62 ¢4 47.52 -0.71 [-1.09, -0.33]
Test for heterogeneity. Chi? = 5.35, df = 5(P = 0.37), I = 6.5%
Test for overall effect: Z = 3.63 (P = 0.0003)
02 FOS aforte dose (10 & 15%); comptage des ACF totauxdans le colon
Poulsen.w5 2002 10 126.60(12.90) 10 151.80(12.10) —_— 6.71 -1.93 [-3.03, -0.83]
Reddy 1997 12 92.00(28.00) 12 120.00(28.00) —— 8.47 -0.97 [-1.82, -0.11]
Buddington 2002 25 5.40(8.00) 25 8.20(7.50) — 10.95 -0.36 [-0.91, 0.20]
Jacobsen.w32 2006 20 77.80(40.24) 20 82.50(66.18) - 10.42 -0.08 [-0.70, 0.54]
Poulsen.w15 2002 10 171.00(50.88) 9 144.20(48.90) <+ 7.98 0.51 [-0.41, 1.43]
Jacobsen.w9 2006 10 103.70(46.17) 10 68.70(31.93) = 7.94 0.84 [-0.08, 1.77]
Subtotal (95% CI) 87 8¢ L 3 52.48 -0.30 [-0.95, 0.35]
Test for heterogeneity: Chiz = 20,07, df = 5 (P = 0.001), I? = 75.1%
Test for overall effect: Z = 0.90 (P = 0.37)
Total (95% Cl) 150 14¢ 4 100.00 -0.51 [-0.91, -0.12]
Test for heterogeneity. Chi = 28.69, df = 11 (P = 0.003), > = 61.7%
Test for overall effect: Z = 2.55 (P = 0.01)

-10 -5 0 5 10

Fawours FOS  Fawours contrdle

Graphique 1- Méta-analyse de 1’effet des FOS sur le nombre total d’ACF dans le colon des rats.

b) Nombre total d’ACF dans le colon des rats en fonction de leur
régime : contréle ou comportant de I’inuline

Les données étant hétérogenes pour les deux sous-catégories (p < 0.00001), nous
avons choisi le mode¢le aléatoire.

La méta-analyse de deux sous-catégories faible et fort pourcentage révele une
diminution significative du nombre d’ACF dans le colon des rats (faible pourcentage : SMD =
-1.55[-2.78, -0.33], p = 0.01 ; Fort pourcentage : SMD = -1.87 [-3.04, -0.70], p = 0.02).
L’analyse du total montre également un résultat significatif (SMD =-1.70 [-2.52, -0.87], p <
0.01).

De nouveau, ce résultat prend en compte plusieurs fois certains groupes « contréle »,
car les publications de Poulsen et al. 2002 [129] et de Verghese et al. 2002b [133] ont deux
groupes « inuline » a des doses différentes mais un seul groupe « contrdle ». Si on retire les
données obtenues avec des doses faibles dans ces deux publications, on obtient un résultat
total qui reste significatif (SMD = -1.42 [-2.27, -0.57], p = 0.01). De plus, les données
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restantes dans la sous-catégorie « faible pourcentage » ne sont plus hétérogenes (p = 0.76). Si
on retire seulement les données obtenues avec des doses fortes dans ces études, le total est
toujours significatif (SMD = -1.22 [-2.00, -0.43], p < 0.01).

Une méta-analyse de ces 9 publications montre donc une diminution significative du
nombre total d’ACF dans le colon des rats ayant regu un régime contenant un pourcentage en

poids variable d’inuline, par rapport au rats recevant une alimentation « controle » (graphique
2)

Review: Chemopreventive effect of the inulin-type B-fructans Inulin and oligofructose
Comparison: 01 Effet des b-fructanes sur I'ncidence des ACF chémo-induits chez le rat et la souris
Outcome: 02 Inuline contre régime contréle
Study Inuline contréle SMD (random) Weight SMD (random)
or sub-category N Mean (SD) N Mean (SD) 95% Cl % 95% ClI
01 Inuline faible dose ( 5%)
Verghese 2002b 12 78.60(3.77) 12 162.30(5.96) 4 2.03 -16.21 [-21.28, -11.13]
Poulsen.w5 2002 10 90.60(49.64) 10 151.80(38.26) —_ 7.60 -1.32 [-2.31, -0.33]
Bolognani.Highfat 01 8 69.70(34.93) 8 125.29(54.90) — 7.45 -1.14 [-2.22, -0.06]
Rowland 1998 15 92.50(48.41) 15 130.00(53.25) - 7.98 -0.72 [-1.46, 0.02]
Bolognani.Low fat 01 8 111.18(19.97) 8 129.70(34.93) —t 7.57 -0.62 [-1.63, 0.39]
Poulsen.w15 2002 10 116.60(59.77) 9 144.20(48.90) —= 7.72 -0.48 [-1.40, 0.44]
Subtotal (95% CI) 63 62 ‘ 40.34 -1.55 [-2.78, -0.33]
Test for heterogeneity. Chi? = 37.13, df = 5 (P < 0.00001), I* = 86.5%
Test for overall effect: Z = 2.49 (P = 0.01)
02 Inuline a forte dose (10 ou 15%)
Verghese 2002b 12 56.40(3.91) 12 162.30(5.96) 4 1.43 -20.29 [-26.61, -13.96]
Verghese 2002a 10 60.20(6.86) 15 154.20(10.26) — 3.85 -10.01 [-13.14, -6.88]
Poulsen.w5 2002 10 74.40(20.87) 10 151.80(38.26) —_ 7.22 -2.41 [-3.61, -1.20]
Poulsen.w15 2002 10 85.30(32.25) 9 144.20(48.90) —_— 7.54 -1.37 [-2.40, -0.35]
Reddy 1997 10 78.00(37.00) 12 120.00(28.00) — 7.69 -1.25 [-2.18, -0.32]
Buddington 2002 25 4.60(6.50) 25 8.20(7.50) — 8.20 -0.50 [-1.07, 0.06]
rao 1998 12 113.00(22.00) 12 120.00(15.00) — 7.89 -0.36 [-1.17, 0.45]
Jacobsen.w32 2006 20 90.00(84.52) 20 82.50(66.19) —_— 8.14 0.10 [-0.52, 0.72]
Jacobsen.wd 2006 10 97.60(29.72) 10 68.70(31.94) =— 7.70 0.90 [-0.03, 1.83]
Subtotal (95% ClI) 119 12¢ <o 59.66 -1.87 [-3.04, -0.70]
Test for heterogeneity: Chiz = 99.84, df = 8 (P < 0.00001), I = 92.0%
Test for overall effect: Z = 3.13 (P = 0.002)
Total (95% CI) 182 187 ‘ 100.00 -1.70 [-2.52, -0.87]
Test for heterogeneity. Chi? = 138.54, df = 14 (P < 0.00001), I = 89.9%
Test for overall effect: Z = 4.01 (P < 0.0001)
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Graphique 2- Méta-analyse de 1’effet des FOS sur le nombre total d’ACF dans le colon des rats. Les études a
faible dose ayant le méme groupe contrdle que des études a fortes doses ont été exclues.

¢) Nombre total d’adénomes dans I’intestin des souris min en fonction
de leur régime : contréle ou comportant un (2-1) fructane (inuline ou
FOS)

Les données sont hétérogenes (p = 0.002). Nous avons donc choisi de les analyser
selon le modele aléatoire.

L’analyse des quatre publications retenues conduit a un résultat de 1égere hausse du
nombre d’adénomes dans le petit intestin des souris min mais de fagon non significative
(SMD = 0.08 [-0.74, 0.90], p = 0.85). Les résultats sont présentés dans le graphique 3.
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Review: Chemopreventive effect of the inulin-type B-fructans Inulin and oligofructose

Comparison: 02 Effet des b-fructanes sur les adénomes chez les souris min

Outcome: 01 nombre d'adénomes dans le petit intestin

Study Inuline ou FOS contréle SMD (random) Weight SMD (random)

or sub-category N Mean (SD) N Mean (SD) 95% ClI % 95% ClI
Kettunen.males 2003 7 31.70(5.90) 7 60.00(15.60) _— 13.59 -2.25 8, -0.81]

(
Kettunen.femelles 03 6 47.70(26.40) 6 56.70(31.52) — 16.04 -0.29
Pierre 1997 10 46.70(23.50) 10 50.30(19.60) —-=
Pajari 2003.w9 9 60.70(38.10) 11 40.60(29.80)
mutanen 2000 8 49.30(16.30) 8 35.30¢(
(

Pajari 2003.w12 9 61.00(21.30) 9 36.40

[
[
18.33 -0.16 [
18.12 0.57 [
16.84 0.94 [
17.09 1.17 [

3.68,
1.43,
1.04,
0.33,
0.

H
:
.
5
pEE

11,

1.98

0.15, 2.19]

Total (95% CI) 49 51 ’ 100.00 0.08 [-0.74, 0.90]

Test for heterogeneity: Chiz = 18.52, df = 5 (P = 0.002), I* = 73.0%
Test for overall effect: Z = 0.19 (P = 0.85)

-10 -5 0 5 10
Fawurs treatment  Favours control

Graphique 3- Méta-analyse de 1’effet des f(2-1) fructanes a dose et longueur de chaines variable sur le nombre
total d’adénomes dans le petit intestin des souris min.

Si on retire de la méta-analyse la publication Pierre et al. 1997 [114] (qui est la seule
des quatre a étudier I’effet de I’oligofructose), I’augmentation du nombre d’adénomes est un
peu plus marquée mais toujours pas significative (SMD = 0.11 [-0.91, 1.14], p = 0.83).

2) Hétérogénéité des données

Cette hétérogénéité indique que les molécules étudiées ont un effet différent d’une
¢tude a I’autre. Dans certains cas, le fait de retirer certains essais de I’analyse peut rétablir
I’homogénéité des données ; on peut alors envisager que ces essais ne correspondent pas tout
a fait aux autres, pour des raisons variées.

Par exemple, on constate que si on exclut la publication de Verghese et al. 2002b
[133], les données deviennent homogenes pour la sous-catégorie « faible pourcentage » dans
la comparaison Inuline — Contrdle. En comparant de fagon intuitive les SMD individuelles de
chaque essai dans cette sous-catégorie, on s’aperc¢oit que celle correspondant a cette étude
n’est pas du méme ordre de grandeur que les autres (-16.21 contre des valeurs allant de -1.32
a -0.48). On peut donc mettre en question la fiabilité des données de cette étude.

Exclure les deux publications Verghese ef a/ 2002a [132] et 2002b [133] dans la sous-
catégorie « fort pourcentage » de la comparaison Inuline — Contrdle fait passer la valeur p du
test d’hétérogénéité de inférieur a 0.00001 a p = 0.0001 et la valeur I? (donnant une idée de
I’impact de I’hétérogénéité sur 1’analyse) de 92.0% a 77.9%. L hétérogénéité ne disparait pas
mais diminue notablement. Si on compare les SMD de chaque essai dans cette sous-catégorie
« fort pourcentage », celle des publications de Verghese ef al. semblent également différer
beaucoup des autres : -20.29 et -10.01 contre des valeurs allant de -2.41 a 0.90.

Ces constatations nous amenent a envisager que ces deux publications (Verghese ef al.
2002a [132] et 2002b [133]) comportent un biais important. Il est donc intéressant de vérifier
les résultats de I’analyse si ces essais sont ignorés. Si on exclut ces données, la sous-catégorie
« faible pourcentage » en inuline présente un effet moins important mais toujours significatif
(SMD =-0.82 [-1.23,-0.41] p=0.001 au lieu de SMD = -1.55), mais la sous-catégorie « fort
pourcentage » en inuline ne présente plus un effet significatif (SMD =-0.63 [-1.29, 0.03] p =
0.06). Cependant 1’analyse globale des essais toutes doses confondues et sans groupe contrdle
redondant révele une diminution du nombre d’ACF qui reste significative (SMD = -0.67 [-
1.15,-0.19] p = 0.007). Ainsi en basant la méta-analyse sur 7 essais on constate que I’inuline
a un effet significatif sur le nombre d’ACF chez les rats ayant re¢u un carcinogene.

Les données de certaines sous-catégories demeurent hétérogenes. Cela peut
s’expliquer en grande partie par la diversité des souches d’animaux : rats Fisher 344, rats
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Sprague—Dawley, souris de souche B6C3F1..., par le carcinogéne se présentant sous deux
formes différentes : injection d’azoxymethane (AOM) ou gavage avec du 1,2-
dimethylhydrazine (DMH), par les différents régimes « contrdle » : type « régime occidental »
pauvre en fibre et riche en énergie AIN76A, type normal AIN 93G...Généralement le régime
« controle » ne différe du régime « traitement » que par la source de fibres : inuline ou
oligofructose pour le régime « traitement » et cellulose, amidon de mais, ou autre pour le
régime « contrdle ». Il y a donc de nombreuses sources de variations d’un essai a I’autre.

3) Discussion : I’effet de I’inuline et de 1’oligofructose sur le nombre d’ACF chez
le rat

a) Un effet protecteur dans le modele de chimio-induction par substance
cancérigéne

Les méta-analyses des essais concernant les effets de I’oligofructose et de I’inuline sur
les ACF chez les rats ayant été traités par un carcinogene concordent. Ces effets sont
significatifs, un régime enrichi en oligofructose ou inuline diminue le nombre de ces ACF.
L’inuline semble avoir un effet légerement plus fort que 1’oligofructose.

Un effet plus ou moins marqué en fonction de la dose utilisée

L’analyse en sous-groupes montre que 1’effet de diminution du nombre total d’ACF
est plus marqué avec des pourcentages en oligofructose faibles (5 a 6% du poids alimentaire)
qu’avec des pourcentages forts (10 a 15%). On remarque le méme phénomene avec 1’inuline
dans ’analyse excluant les publications de Verghese et al. [132] [133].

Des publications mettent en évidence cette différence d’effet en fonction de la dose.
Femia et al. ont montré qu’une diéte constituée de 20% d’oignon augmentait la carcinogencse
chez les rats ( Femia et al. 2003 [135]) ; et Taché¢ ef al. ont trouvé que 5% d’oignon dans le
régime des rats réduisait le nombre total d’ACF chimio-induits (Taché et al. 2007 [136]).
L’oignon est I’'un des végétaux qui contiennent des B(2-1) fructanes. Une dose trop importante
empécherait donc I’effet bénéfique sur le risque de cancer, voire serait délétere.

Il faut également noter que nous avons analysé I’ensemble des études sans tenir
compte de la séquence d’administration des régimes (avant ou apres 1’initiation par
carcinogene). Or dans I’analyse des effets de 1’oligofructose a faibles doses comprend une
seule étude sur 6 ou le traitement est administré avant le carcinogéne (Buecher ef al. 2003
[118]), tandis que pour I’analyse de I’oligofructose a fortes doses, il y en 3 sur 6 (Buddington
et al. 2002 [117], Jacobsen et al. 2006 [122], Reddy ef al. 1997). De méme, pour I’inuline, il
n’y a aucune €étude sur 5 de ’analyse des effets a faibles doses ou le traitement est administré
avant le carcinogene, mais il y en a 4 sur 7 dans le groupes des études « a fortes doses »
(Buddington et al. 2002 [117], Jacobsen et al. 2006 [122], Rao et al. 1998 et Reddy et al.
1997). On pourrait envisager un effet délétere de I’oligofructose et de I’inuline pendant la
phase d’initiation, qui diminuerait les bénéfices sur le nombre d’ACF par la suite. Cependant
cette hypothese ne concorde pas avec les résultats de I’étude de Poulsen et al. [] qui montre
une meilleure protection chez les rats ayant regu de I’oligofructose en pré-traitement (Cf.
Infra, 3c.).

Les oligosaccharides non digestibles ayant des propriétés laxatives (Harris et Ferguson
1999 [48]), il est envisageable qu'une dose importante accélere le transit de fagon trop
sensible. La flore du colon aurait moins de temps pour utiliser I’inuline et 1’oligofructose
comme substrats, et le temps de contact des produits de fermentations avec la muqueuse du
colon serait diminué
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b) Mécanismes possibles de 1’effet protecteur de 1’oligofructose et de
I’inuline

Comment expliquer la diminution du nombre d’ACF dans le colon des rats traités par
carcinogéne? Les données actuelles suggerent que de nombreux facteurs interagissent dans le
cadre de ’effet d’une substance sur le risque cancéreux (Klurfeld 1997 [137]). L’inuline et
I’oligofructose sont impliqués dans plusieurs aspects de la protection contre le cancer du
colon.

La formation de produits de fermentation potentiellement bénéfiques

La fermentation de carbohydrates non digestibles a été corrélée a une diminution du
risque du cancer du colon et du gros intestin (Cassidy ef al. 1994 [138]). L’étude de Jacobsen
et al. met en évidence une diminution du nombre et de I’incidence des tumeurs chimio-
induites chez les rats recevant de 1’oligofructose et de 1’inuline, comparés a ceux recevant des
carbohydrates hautement digestibles (sucrose et amidon de mais) (Jacobsen et al. 2006 [122]).
Cette fermentation a plusieurs conséquences. La stimulation quantitative et qualitative d’une
microflore bactérienne spécifique par I’oligofructose a été mise en évidence par Perrin ef al.
(Perrin et al. 2001 [128]). Cette fermentation produit des acides gras a chaines courtes, en
particulier I’acide butyrique pour I’oligofructose et 1’acide propionique pour I’inuline. Or
I’acide butyrique est le substrat privilégié de la muqueuse du colon, et il a été suggéré qu’il
soit protecteur contre les maladies du colon, dont le cancer. L’acide propionique, quant a lui,
aurait des effets bénéfiques sur le métabolisme des carbohydrates et des lipides (Nyman 2002
[139)).

L’inuline et I’oligofructose sont également capables d’augmenter le poids des maticres
fécales. Cette augmentation est quantifiée par le « bulking index » de ces molécules, c'est-a-
dire ’augmentation journaliére du poids des maticres fécales en grammes divisée par la prise
journaliere d’oligofructose ou d’inuline en grammes. Des études menées chez ’homme ont
fourni des valeurs de ce « bulking index » allant de 1.0 a 1.2 pour ’oligofructose et de 1.5 a
2.1 pour I’inuline (Nyman 2002 [139]). Cette augmentation du poids des matiéres fécales
pourrait jouer un réle protecteur contre les carcinogenes présents dans 1’alimentation, ainsi
que ceux dérivés des acides biliaires, en les diluant et en diminuant le temps de contact avec
la muqueuse (des études ayant mis en évidence une augmentation de la fréquence des selles
pas I’oligofructose et I’inuline ; voir Nyman 2002 [139]).Enfin, cette fermentation entraine
une diminution du pH du colon, ce qui crée un environnement néfaste pour les bactéries
pathogenes telles que Clostridium perfringens (Voir Partie 1, I11) 5) d.) (Campbell et al. 1997
[57], Gibson et Roberfroid 1995 [83]).

La différence de longueur des chaines entre inuline et oligofructose explique peut-étre
leur différence d’effet. L’inuline ayant une chaine plus longue serait fermentée plus
distalement dans le colon, ses produits de fermentation seraient donc en contact avec un plus
grand nombre d’ACF (Poulsen et al. 2002 [129]).

Le role de prébiotiques

Il a été avancé que I’inuline et I’oligofructose jouaient le role de « prébiotiques ». En
effet, ’inuline et I’oligofructose augmentent la proportion de Bifidobacterium spp chez le rat
(Campbell et al. 1997 [57]). Dans des études menées chez I’homme, la prise journaliére de
15g d’inuline ou d’oligofructose a augmenté de facon significative la population de
Bifidobacterium et diminu¢ celle de bactéries pathogénes (Gibson et Roberfroid 1995 [83]).
Ces bactéries bifidogéniques ont la propriété de fermenter leurs substrats pour produire de
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I’acide lactique, diminuant ainsi le pH dans le colon. Certaines études suggerent que des
probiotiques (souches de Lactobacillus et de Bifidobacterium) ont un effet protecteur contre
les cancers chimio-induits chez le rat (Reddy ez al. 1993 [140], Singh et al. 1997 [141],
Goldin ef al. 1996 [142]). Cependant, cet effet n’est pas absolu et semble dépendre de la dose
et des conditions expérimentales (Brady et al. 2000 [143]). Le role de prébiotiques de
I’inuline et de I’oligofructose permettrait donc d’améliorer la santé du tractus intestinal, et
éventuellement de diminuer le risque cancéreux. Femia ef al. ont trouvé que I’administration
conjointe d’inuline et de probiotiques conduisait a un effet protecteur supérieur a ceux de
I’inuline et des probiotiques donnés indépendamment (Femia ez al. 2002 [72]). Rowland et al.
en 1998 et Gallaher et Khil en 1999 ont obtenus des résultats similaires (Rowland ef al. 1998
[131] et Gallaher et Khil 1999 [120]).

Effet sur ’apoptose

Une autre mode d’action suggéré pour I’inuline et de I’oligofructose dans la
prévention du cancer colorectal serait I’augmentation de I’apoptose dans la muqueuse du
colon. Hughes et Rowland ont trouvé un nombre de cellules apoptotiques par crypte du colon
significativement supérieur chez les rats ayant regu de I’inuline ou de I’oligofructose par
rapport aux rats contrdles. L’apoptose était significativement plus importante dans le colon
distal, par rapport au colon proximal, pour tous les animaux (Hughes et al. 2001 [87]).

c) Il existe peut-étre une différence d’action selon le schéma
d’administration

Selon les expériences, les rats ont regu de I’inuline ou de 1’oligofructose soit pendant
la phase d’initiation de la cancérogenése (rats recevant les traitements avant I’induction), soit
pendant la phase de promotion (traitement apres I’induction) soit pendant les deux phases.
Bien qu’il ait été suggéré que I’effet de ces substances soit plus marqué si elles sont
administrées pendant la phase de promotion (Pool-Zobel et al. 2002 [144]), cette méta-
analyse ne rassemble pas assez d’essais de chaque type pour permettre une analyse en
fonction de la phase d’administration.

Poulsen ef al. ont ¢tudié plusieurs sous-catégories de traitements, notamment en
donnant de I’oligofructose ou inuline soit a partir de 3 semaines avant I’injection du
carcinogene et jusqu’au sacrifice des animaux, soit seulement pendant et apres I’injection du
carcinogene. Le nombre total d’ACF a été significativement réduits chez les rats recevant de
I’inuline par rapport au groupe controle, quel que soit le schéma expérimental. Mais pour
I’oligofructose, seul le groupe ayant recu le prétraitement de trois semaines a montré une
diminution significative du nombre d’ ACF dans le colon (Poulsen ez al. 2002 [129]). Ces
résultats vont donc dans le sens d’un effet supérieur si I’inuline et 1’oligofructose sont
présents dans 1’alimentation pendant la phase de I’initiation. Cependant les rats ayant regu de
I’oligofructose sans prétraitement ont présenté une diarrhée plus importante au moment de
I’administration du DMH que les rats ayant regu de 1’oligofructose avant cette administration.
Cette diarrhée pourrait étre due a une perturbation de I’intestin au moment du changement de
régime simultané avec I’administration de DMH. Elle pourrait expliquer 1’effet moins
protecteur de I’oligofructose.

L’essai de Verghese ef al. en 2002 montre que I’effet d’une supplémentation en
inuline pendant la phase d’initiation serait aussi important que celui d’une supplémentation
pendant la phase de promotion (Verghese ef al. 2002b [133]). Cependant notre analyse a
montré que cette étude comporte peut-étre un biais (voir V) 2)a.).
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Plus de données sur 1’action de ces substances en fonction de la phase de
cancérogenese pourraient fournir des indices quant a leurs modes d’action.

d) Intérét du nombre ACF en tant que marqueurs de la cancérogencse

Bien qu’il ait été suggéré que les ACF soient des marqueurs prénéoplasiques du cancer
du colon (Bird 1987 [93]), des doutes subsistent : le nombre d’ACF est-il réellement prédictif
du risque de cancer ? Les essais recherchant les effets de I’inuline et/ou de ’oligofructose sur
les rats chimio-induits mettent en évidence des résultats contradictoires. En effet, certaines
études montre un effet nul de I’inuline ou une augmentation pour les ACF, mais une
diminution du nombre de tumeurs dans le colon a terme (Jacobsen et al. 2006 [122], Caderni
et al. 2003 [101]). I a été décrit une augmentation de la prolifération cellulaire dans certains
ACF, ainsi que des altérations génétiques pour les génes B-caténine et/ou K-ras (Yamada et al.
2000 [105]). Il est possible que seule une fraction des ACF présents dans le colon puisse
conduire au développement de I€sions cancéreuses (Yamada et al. 2001 [106]).

La multiplicité des cryptes

La multiplicité des cryptes des ACF (nombre de cryptes/ACF) pourrait étre un
marqueur plus précis du développement tumoral (Magnuson et al. 1993 [145]). Certaines des
publications que nous avons rassemblées pour cette méta-analyse comparaient le nombre
d’ACF constitués de plus de quatre cryptes aberrantes en fonction du régime (avec ou sans
inuline/oligofructose). L’analyse des données disponibles montre une augmentation du
nombre de grands foyers avec 1’inuline (SMD = 3.80 [-0.36, 7.24], p = 0.03), et pas d’effet
significatif avec 1’oligofructose (SMD =-1.14 [-2.71, 0.42], p = 0.15). A premiére vue ces
résultats sont contradictoires avec ceux de I’analyse globale. Si les ACF comprenant un grand
nombre de cryptes aberrantes sont plus prédictives du risque cancéreux que le nombre total
d’ACF, I'inuline serait augmenterait en fait le risque de cancer et I’oligofructose n’aurait
aucun effet. Cependant, il convient de relativiser ces résultats. Peu de publications
fournissaient le nombre de grands ACF : nous n’avons inclus que 5 essais pour I’inuline
(Reddy 1997 [89], Rao 1998 [130], Rowland 1998 [131], Poulsen 2002 [129] et Jacobsen
2006 [122]) et 5 pour I’oligofructose (Reddy 1997 [89], Poulsen 2002 [129], Buecher 2003
[118], Hsu 2004 [121] et Jacobsen 2006 [122]). Les essais a doses différentes ont été analysés
ensembles ; or dans la méta-analyse sur le nombre total d’ACF, seule les doses faibles avaient
un effet significatif.

e) Effet sur d’autres biomarqueurs
Les MDF

Pour préciser le role protecteur de I’inuline et de I’oligofructose, il serait intéressant
d’étudier leur effet sur d’autres marqueurs de la cancérogenese, tels que les « mucin-depleted
foci » (MDF, voir partie 1, II) 2)b.). A ce jour, un essai sur le sujet a été publié (Caderni ef al.
2003 [101]). Dans cette étude, le nombre de MDF chimio-induits est significativement
diminué par 1’ajout dans la ration alimentaire d’une association d’inuline, de /actobacilli et de
bifidobacteria. L’essai ne comprend pas de groupes d’animaux recevant seulement de
I’inuline ou un probiotique, il est donc difficile d’attribuer cet effet a I’'un, ’autre ou a I’action
combinée du prébiotique et du probiotique ; cependant il est intéressant de remarquer que
cette association a également diminué le nombre de tumeurs par rats ainsi que le nombre de
rats portant des tumeurs.
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Effet sur le nombre de tumeurs

Le nombre de tumeurs induites chez le rat par carcinogene est un marqueur beaucoup
plus direct de la carcinogenéese. Cependant peu d’études rapportent 1’effet des
oligosaccharides et de I’inuline sur ce critére. Femia et al. ont montré un effet protecteur d’un
mélange d’inuline et d’oligofructose, associé¢ ou non a des probiotiques. (Femia et al. 2002
[])-. Jacobsen ef al. ont également mis en évidence un effet protecteur sur I’incidence des
tumeurs chez les rats recevant de 1’oligofructose par rapport aux rats recevant de I’amidon de
mais ou du sucrose. Les groupes traités avec de 1’inuline ou de I’oligofructose avaient moins
de tumeurs par rat que les groupes controles (Jacobsen et al. 2006 [122]).

4) Discussion : I’effet de I’inuline et de 1’oligofructose chez les souris min

a) Des résultats non significatifs

L’analyse du nombre d’adénomes chez les souris min recevant un régime enrichi en
oligofructose ou en inuline montre une légére augmentation de ce nombre, non significative.
I1 est difficile de tirer des conclusions de ces résultats, en raison du faible nombre d’études qui
mesuraient le nombre d’adénomes dans le petit intestin des souris min (3 pour I’inuline et 1
pour I’oligofructose).

b) Une grande diversité des effets mesurés rend 1’analyse complexe

Les effets de I’inuline sur les adénomes dans 1’intestin des souris min ont été étudiés
dans plusieurs publications, dont les auteurs appartiennent pour la plupart a I’équipe
Finlandaise de M. Mutanen (du département de chimie et de microbiologie appliquées de
I’Université de Helsinki). Il est difficile de se faire une idée globale, car ces publications
examinent plusieurs parametres : le nombres d’adénomes dans le petit intestin, le nombre
d’adénomes dans le colon ou dans tout I’intestin, la taille de ces adénomes, le nombre
d’adénomes de petite, moyenne ou grande taille...

Quel effet sur le nombre d’adénomes ?

Parmi les publications étudiant le nombre d’adénomes dans le petit intestin, une seule
montre une augmentation significative de ce nombre chez les souris min recevant de I’inuline
par rapport.au groupe contrdle (Pajari et al. 2003 [127]) ; les autres publications décrivent soit
une augmentation non significative, soit une diminution non significative de ce nombre
d’adénomes (Mutanen et al. 2000 [126], Kettunen et al. 2003 [123]). L’essai de Pierre 1997
montre une augmentation du nombre de tumeurs dans le petit intestin des souris min recevant
de I’oligofructose par rapport au groupe controle, mais une diminution significative du
nombre de tumeurs dans le colon (Pierre ef al. 1997 [114]), ce qui a conduit les auteurs a
envisager une action spécifique de 1’oligofructose dans le colon, via sa fermentation et la
stimulation de bactéries bifidogéniques. Si I’oligofructose agit par le biais de la flore
bactérienne, il est normal d’observer un effet dans le colon et non dans I’intestin gréle.

La taille des adénomes

Les publications de 1’équipe scientifique Finlandaise étudiant la taille des adénomes
dans le jéjunum présentent également des résultats variables. Pajari et al. 2003 [127],
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Misikangas et al. 2005 [124], Misikangas et al. 2007 [125] rapportent une taille des adénomes
significativement augmentée par rapport au groupe contrdle. Cependant ces trois études
présentent la différence de taille sous forme de box plot ; nous n’avons donc pas accés aux
moyennes de ces tailles. Il est donc possible que la distribution de ces données ne soit pas
normale, ce qui en complique I’interprétation. Kettunen ef a/. montrent une augmentation
significative de la taille des adénomes chez les souris min recevant de 1’inuline par rapport a
deux autres groupes (controle et recevant du beeuf) ainsi qu’une augmentation de la
proportion des adénomes de grande taille (Kettunen et al. 2003 [123]). Mutanen ef al.
examinent également les proportions d’adénomes classés selon leur taille et ne trouvent pas de
différence significative entre les groupes d’animaux (Mutanen et al. 2000 [126]). On ne peut
donc pas affirmer avec certitude que 1’inuline ou 1’oligofructose augmentent la croissance des
adénomes chez la souris min. De plus, il s’agit d’un critére utilisé par une seule équipe
scientifique ; il est totalement différent des marqueurs étudiés par les autres équipes. On peut
également critiquer la validité du modele « souris min » (Cf. Infra 5.b.)

Effet sur les protéines impliquées dans I’hyperplasie

Ces publications concernent également des caractéristiques moléculaires de la
muqueuse intestinale des souris min, en particulier les taux des protéines jouant un role
important dans les signaux transcellulaires et ’hyperplasie. Le tissu des adénomes dans le
petit intestin des souris min consommant de I’inuline présenterait une accumulation de [3-
caténine dans le cytosol mais pas dans le nucléus (Pajari ef al. 2003 [127]). Misikangas et al.
2007 [124] ont mis une évidence une différence des taux de f-caténine membranaires et
nucléaires, ainsi que des taux membranaires en E-cadhérine, entre les adénomes de petite et
moyenne taille et les adénomes de grande taille chez les souris min recevant 10% d’inuline
dans leur alimentation, phénomeéne qui n’était pas présent dans le groupe controle. Cette
augmentation corrélée a la taille des adénomes concernerait également la cycline D1, une
autre protéine impliquée dans les voies de signalisation transcellulaire. Cependant ces
résultats présentent des variations interindividuelles assez importantes. La 3-caténine
nucléaire agit sur des geénes régulant la prolifération tumorale et la malignité. Par ailleurs, la
cycline D1 ne serait pas une cible de la B-caténine et I’augmentation du taux de cycline D1
pourrait jouer un role important dans le développement et la croissance des adénomes plutot
que dans I’initiation (Sansom et al. 2005 [147]). L’augmentation des taux de B-caténine et de
cycline D1 dans les adénomes de plus grande taille chez les souris min ayant consommé de
I’inuline suggeérent qu’il pourrait y avoir un impact du régime sur la croissance et le
développement des adénomes, via la régulation de certains messagers cellulaires.

Modification de la flore

Enfin, il a été découvert que la présence d’inuline dans le régime de souris type
« sauvage » non mutées pour le géne Apc et dans le régime de souris min, en addition
d’augmenter la population de Bifidobacterium et de diminuer celle de Clostridium, conduit au
développement d’une souche bactérienne jusqu’ici inconnue. Malgré ou a cause de cette
modification des populations bactériennes, dans cette ¢tude, 1’inuline sembler augmenter la
croissance des adénomes chez les souris min. Par conséquent, la flore bactérienne du colon est
modifiée par I’inuline mais il reste important d’étudier les interactions de cette flore avec son
hote (Apajalahti ef al. 2002 [147])
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5) Discussion : comparaison des deux modeles et des résultats obtenus

a) Les résultats des publications ne sont clairement significatifs que
pour le modele des rats chimio-induits

Les deux mod¢les murins semblent mettre en évidence un effet opposé des B-fructanes
sur la cancérogenése, mais seul le modele d’ACF chimio-induits chez le rat (et la souris pour
un essai) conduit a un résultat statistiquement significatif si on rassemble les essais dans une
méta-analyse. L absence de résultat significatif dans la méta-analyse des essais basés sur le
modele souris min ne signifie cependant pas que les conclusions tirées par certaines
publications ne sont pas valables. En effet, peu de publications sont disponibles sur le sujet ;
de plus, la diversité des approches (nombre ou croissance des adénomes...) ne permet pas
d’avoir un grand nombre d’essais pour un critere particulier. La lecture intuitive des
publications suggere que 1’inuline -1’oligofructose n’ayant été étudié que dans un seul essai-
promeut la multiplication et surtout la croissance des adénomes, peut-&tre par le biais de
certaines protéines cytosoliques et nucléaires. Cependant, on ne peut se fier uniquement a
cette impression, car la lecture approfondie des essais révele une distribution des données qui
souvent ne suit pas la loi Normale, ainsi qu’une grande variabilité interindividuelle ; combiné
au fait que de part la nature de ces expériences les lots de souris min sont souvent de petite
taille (de 8 a 15 souris par groupe), les moyennes ne sont pas interprétables (les résultats sont
souvent présentés sous forme de box plot). Cela rend la plupart de ces essais impossibles a
rassembler dans une analyse globale.

b) Validité des modeles

Comme les deux modéles murins conduisent a des conclusions différentes, on peut se
demander lequel des deux est le plus susceptible d’aider & comprendre les éventuels effets des
B-fructanes chez I’homme, en terme de protection ou d’augmentation du risque du cancer du
colon.

D’un point de vue moléculaire, les lésions observées chez les souris min peuvent
étre rapprochées de celles qui apparaissent chez ’Homme

Les adénomes apparaissant dans le modele souris min présentent des similitudes avec
I’aspect histologique des 1ésions prénéoplasiques dans le cancer du colon de I’Homme. En
effet, I’un des marqueurs les plus importants du risque du cancer du colon est la présence de
polypes adénomateux (voir partie 1, II)3)a.), Iésions proches des adénomes se développant
dans le petit intestin des souris min. De plus, le déterminisme génétique des tumeurs des
souris min a des points communs avec le déterminisme génétique du cancer colorectal chez
I’Homme (mutation du gene Apc de la souris, équivalent du gene APC del’Homme impliqué
dans beaucoup de cancers du colon ; géne p53...) Ces mutations des génes Apc et p53 sont
rarement présentes dans les tumeurs chimio-induites chez le rat (8% des adénocarcinomes et
0% des ACF induits par 1’azoxyméthane chez le rat présentent la mutation Apc, et 0%
présentent la mutation p53) (Takahashi et al. 2004 [148]). De plus, contrairement aux
adénomes des souris min, les ACF ne présentent pas de concentration importante en 3-
caténine, phénomene associé a la majorité des cancers colorectaux et qui jouerait un role
déterminant dans I’initiation de la carcinogenése colorectale.

Cependant ces adénomes se forment dans le petit intestin des souris min,
contrairement a I’homme chez qui les tumeurs se-développent dans.le célon et le rectum. Par
conséquent, le modele des souris min ne'permet pas de mettre en évidence les.effets chémo-
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protecteurs qui s’exercerait spécifiquement dans le colon. Or ¢’est probablement le cas de
I’inuline et de I’oligofructose.

Le modéle des rats soumis a un traitement carcinogéne est peut-étre plus adapté
pour évaluer les effets protecteurs sur la muqueuse du colon

Les ACF induits par I’azoxyméthane se développent principalement dans le colon des
rats, comme chez ’homme et a I’inverse de la souris min. La localisation de ces 1ésions laisse
a penser qu’elles sont soumises a ’action de facteurs environnementaux du colon, tels qu’une
flore microbienne variable, des produits de fermentation (par exemple acides gras a chaines
courtes), le pH, maticres fécales, acides biliaires...a la fois chez I’homme et chez le rat. Ces
¢léments pourraient éventuellement étre protecteurs pour le cancer induit chez le rat et pour le
cancer colorectal de I’homme. Par ailleurs, le modele murin par chimio-induction n’a pas un
déterminisme moléculaire sans rapport avec les mutations observées chez I’homme. Les
tumeurs et ACF induits par I’azoxyméthane chez le rat présentent des mutations du géne K-
ras, gene également impliqué dans la cancérogenese chez I’homme (Takahashi et al. 2004
[148]). De plus, les 1ésions induites par AOM chez le rat présentent souvent une instabilité des
microsatellites.

6) Les effets de 1’association des B(2-1) fructanes et de probiotiques

Rowland et al. rapportent un effet protecteur et synergistique sur les ACF chimio-
induits chez le rat de 1’association de I’inuline et du probiotique Bifidobacterium longum
(Rowland et al. 1998). L’effet protecteur de cette association était plus important que celui de
I’inuline ou de B. longum seuls. En effet non seulement la réduction du nombre total d’ACF
¢tait plus importante chez les rats recevant de 1’inuline et le probiotique que dans les autres
groupes, mais seule cette association montrait une réduction significative du nombre de foyers
comprenant plus de quatre cryptes aberrantes. Un autre essai vient confirmer ce résultat : dans
I’étude de Gallaher et Khil, aucun des deux traitements indépendants oligofructose (2%) et
Bifidobacterium ne montre d’effet significatif, mais la combinaison des deux (aux mémes
doses) réduit significativement le nombre d’ ACF (Gallaher et Khil 1999 [120]). Enfin, un
effet protecteur de 1’association de I’inuline et de Lactobacillus sur le nombre de MDF et de
tumeurs chimio-induits a également été rapporté (Caderni ez al. 2003 [101], Cf. supra V.3.e.)

7) D’autre NDO prometteurs

Notre recherche dans les bases de données disponibles nous a permis de trouver des
essais concernant les effets protecteurs contre le cancer colorectal de deux autres
oligosaccharides non digestibles.

a) Le lactulose

Le lactulose ou 4-O-b-D-galactopyranosyl-D-fructofuranose est un disaccharide keto-
analogue du lactose qui a été utilis€ comme laxatif depuis plusieurs dizaines d’années, et qui a
montré une capacité a stimuler le développement de Bifidobacterium chez ’Homme (Terada
et al. 1992 [150]). Plusieurs études ont examiné ses effets sur la carcinogenése chez le rat.
Deux études indiquent un effet protecteur du lactulose concernant le nombre de tumeurs
chimio-induites chez le rat (Samelson ef al. 1985 [151] et Hennigan et al. 1995 [152]), une
troisiéme ne relevant pas de modifications de ce parameétre (Ingram et Castleden 1980 [153]).
Cependant dans ce dernier cas le lactulose était administré aux rats dans 1’eau de boisson et
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non dans I’alimentation. Taché et al. ont étudi¢ le lactulose parmi d’autre laxatifs et n’ont pas
détecté d’effet significatif sur le nombre d’ ACF induits par I’azoxyméthane chez le rat (Taché
et al. 2006 [154]), contrairement a Challa et al. qui ont montré une protection vis-a-vis du
nombre d’ ACF chimio-induits chez les rats consommant une alimentation enrichie en
lactulose par rapport au groupe contrdle (Challa ez al. 1997 [155]). 1l est intéressant de
remarquer que cette étude met aussi en évidence un effet synergistique de I’association du
lactulose avec Bifidobacterium longum, qui a un effet protecteur plus important que
I’administration du lactulose et de B. longum seuls.

Les études disponibles ne permettent pas de faire une méta-analyse en raison de leur
faible nombre et de la variabilité de leurs protocoles. Il serait intéressant de mener plusieurs
autres études sur le lactulose dans le modé¢le de la carcinogenése chimio-induite chez le rat,
afin de valider ses propriétés protectrices.

b) Les galacto-oligosaccharides

Un autre oligosaccharide non digestible semble présenter un intérét en terme de
chémo-prévention du cancer : le galacto-oligosaccharide (GOS). Deux études ont montré
qu’une dose importante de GOS (20%) était plus protectrice qu’une dose faible (5%) chez des
rats ayant regu un carcinogene. Cet effet a été montré sur I’incidence, la multiplicité et la taille
des tumeurs chimio-induites (Wijnands et al. 1999 [156]) ainsi que sur la multiplicité des
ACF induits (Wijnands et al. 2001 [157]). Moins étudié jusqu’ici que I’inuline et
I’oligofructose, ce NDO pourrait cependant présenter de nombreux intéréts, surtout si son
effet est corrélé a la dose (ce qui semble ne pas étre le cas pour I’inuline et I’oligofructose).
D’autres essais doivent €tre menés, notamment pour comparer I’effet d’un régime contenant
du GOS a celui d’un régime contrdle.

8) Quelle concordance avec les essais chez I’'Homme ?

D’un point de vue empirique, aucun des deux modeles murins ne semble pouvoir
prédire précisément 1’effet d’une molécule sur le risque de cancer colorectal chez ’homme.
Une méta-analyse effectuée pour comparer les effets de différentes substances chez I’homme
et dans ces deux modeles murins a montré que les études menées avec des rats traités par un
carcinogene donnaient des résultats concordants avec les essais chez ’homme pour certains
produits (calcium, caroténe...) mais pas tous (discordance avec le psyllium) ; de méme pour
le mode¢le souris min, qui ne semblait pas « meilleur » que le mod¢le rats chimio-induits
(Corpet et Pierre 2005 [149])

a) Un essai clinique décrit les effets des FOS sur les patients atteints de
cancers du colon

Un essai clinique (qui n’a pas été¢ mené en double aveugle) a montré que la prise
journaliere de 10g de fructooligosaccharides a chaines courtes pendant trois mois augmente
les concentrations fécales en butyrate chez les patients ayant présenté un cancer du colon
(Boutron-Ruault et al. 2005 [158]).
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b) Des essais récents sur l’utilisation d’une association symbiotique chez
I’homme

Deux essais cliniques randomisés en double aveugle publiés récemment ont montré
que chez des patients polypectomisés ou atteints de cancer du colon et ayant subi une
« chirurgie curative », la prise journaliere de Lactobacillus rhamnosus et de Bifidobacterium
lactis avec de I’inuline pendant plusieurs semaines avant et apres 1’intervention conduit

- aune I’augmentation de la capacité des cellules mononucléées a sécréter de
I’interferon-gamma chez les patients atteints de cancer (Roller et al. 2007 [159] et
Rafter et al. 2007 [160])

- aune réduction de la prolifération colorectale et de la capacité de 1’eau fécale a
induire la nécrose des cellules du colon chez les patients polypectomisés (Rafter et
al. 2007 [160])

- I’amélioration des fonctions la barric¢re épithéliale ainsi qu’une exposition aux
génotoxines moindre de la muqueuse du colon des patients polypectomisés (Rafter
et al. 2007 [160])

c) Effets du lactulose chez I’homme

Une étude randomisée (mais pas en double aveugle) menée chez des patients ayant
subi une polypectomie a montré que la prise journaliére de 20 grammes de lactulose sur 18
mois réduisait de fagon significative la récurrence des polypes adénomateux dans le gros
intestin (RR=0.41 (0.21-0.81) ; Roncucci et al. 1993 [161])

d) Essais en cours de réalisation

D’autres essais cliniques sont actuellement en cours. L’un d’entre eux envisage les
éventuels effets protecteurs de I’inuline enrichie en oligofructose chez les patients présentant
un risque ¢levé de cancer colorectal, en utilisant comme marqueurs les ACF observés en
chromoendoscopie. Un second essai a pour sujet le traitement et/ou la prévention du
développement des adénomes chez les personnes atteintes de FAP (informations téléchargées
sur le site américain du National Cancer Institute sur [162])
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Conclusion de la partie 4

La méta-analyse des essais sur les effets de ['inuline et de I’oligofructose sur les
différents marqueurs de la cancérogenése révéle une disparité entre les deux modeles murins,
et donc une opposition radicale entre deux communautés scientifiques. L une, se basant sur le
modele des lésions induites par un carcinogene chez le rat, avance des arguments en faveur
d’un effet protecteur de l'inuline et de I’oligofructose. La méta-analyse des essais basés sur
ce modele confirme un effet moyen protecteur, plus marqué pour des doses faibles que pour
des doses fortes d’inuline et d’oligofructose. L autre, se fiant au modeéle des souris min,
soutient l’'idée qu’il n’y a pas d’effet protecteur mais au contraire une stimulation de la
cancérogenese qui se traduirait par |’augmentation de la croissance des adénomes dans
I’intestin des souris min. Cependant, la méta-analyse des quelques essais disponibles ne
montre pas de résultat significatif allant de sens.

L’examen plus approfondi des publications montre une certaine homogenéité dans les
protocoles et les marqueurs étudiés du modele des rats recevant un carcinogene, a l’opposé
du modele souris min qui fournit beaucoup de marqueurs différents et donc peu de
rapprochements entre les études. On peut également penser que la souris min n’est pas un
modele adéquat pour mettre en évidence les effets protecteurs des substances agissant au
niveau du colon, car contrairement a [’Homme, les tumeurs spontanées de ce modele
emergent dans le petit intestin.

Enfin Il est intéressant de remarquer que trois études chez le rat montrent que
I"association de ['inuline et des oligosaccharides avec des probiotiques a un effet plus
important que l'inuline/FOS ou les prébiotiques seuls, mettant en évidence [’existence d’'un
effet symbiotique. Des essais menés chez [’Homme confirment un effet positif de cette
association sur certains parametres en relation avec la cancérogenese. Il n’y a pas encore
pas d’essai chez I’Homme concernant l'inuline ou l’oligofructose seul, mais un essai montre
un effet protecteur du lactulose, un autre oligosaccharide non digestible, sur la récurrence
des polypes chez des patients ayant subi une résection chirurgicale.

73



74



Conclusion générale

Quelles sont les capacités chémo-préventives des B(2-1) fructanes ? Ces molécules
peuvent jouer un role similaire a celui des fibres alimentaires puisqu’ elles ne sont pas
digérées dans la partie proximale du tube digestif. Elles augmentent ainsi la vitesse du transit,
la fermentation au niveau du colon et contribuent a un environnement physico-chimique,
défavorable pour les bactéries pathogénes mais bénéfique pour la muqueuse du colon. Il y a
¢galement de fortes chances que I’ingestion d’inuline ou d’oligofructose permette le
développement de bactéries dites « probiotiques », assurant ainsi un équilibre de la flore
bactérienne et peut-étre une diminution du risque de cancer colorectal, a travers différents
mécanismes (dont la production de butyrate).

Cependant, bien que la méta-analyse du modele des foyers de cryptes aberrantes (ACF)
induits par carcinogene chez le rat mette en évidence un effet protecteur de I’inuline et de
I’oligofructose, le modéle des souris min laisse planer quelques doutes. Ces substances
stimulent-elles la croissance des adénomes chez la souris min, comme le concluent plusieurs
¢tudes ? Lequel de ces deux modeles représente le mieux les effets de I’inuline et de
I’oligofructose chez ’homme ? Aucun argument ne permet d’avoir de certitudes a ce sujet.
Pourtant, ’utilisation croissante de ces substances dans 1’industrie alimentaire rend cruciale
I’obtention d’une réponse a ces questions. Les galactooligosaccharides (GOS) et le lactulose,
qui font partie de la méme famille que I’inuline et 1’oligofructose (les oligosaccharides non
digestibles, NDO) ont montré des capacités protectrices vis-a-vis des ACF chez le rat dans
plusieurs études. Peut-Etre la connaissance des effets de ces autres molécules chez la souris
min pourrait-elle fournir des éléments de réflexion globale quant aux propriétés chémo-
préventives ou déléteres des NDO.

D’autres molécules, dont on a démontr¢ les capacités chémo-préventives chez
I’homme, présentaient elles aussi des incohérences d’un modele a 1’autre : c’est le cas de
certains anti-inflammatoires non stéroidiens comme le piroxicam et le sulindac. De plus les
premiers essais cliniques randomisés en double aveugle concernant les effets des associations
symbiotiques sur les biomarqueurs de la cancérogenese sont prometteurs. Il serait donc
inapproprié¢ d’abandonner I’étude des NDO chez I’homme. Dans le but de commencer a
cerner le role de I’inuline et I’oligofructose dans la modulation du risque de cancer colorectal,
une possibilité pourrait étre de mettre en place des études prospectives, pour comparer
I’incidence de cette maladie chez les personnes consommant ou non des aliments industriels
comprenant ces substances.

Avis personnel de I’auteur
Les effets de I’inuline et de ’oligofructose restent assez controversés, mais mon avis
personnel, apres ce travail, serait plutot en faveur de leur utilisation en chémoprévention. Les

arguments que j’ai relevés me conduiraient a accepter de consommer ’une de ces substances
dans le cadre des études de prévention si j’¢étais soumise a un risque de cancer colorectal.
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TITRE : Méta-analyse des effets de 1'oligofructose et de l'inuline sur le risque de cancer colorectal

dans deux modeéles murins : rats traités par un carcinogéne, et souris Min.

RESUME : Le cancer colorectal est 1'une des principales causes de mortalité dans le monde. De
nombreuses expérimentations sont menées pour étudier les effets chémo-préventifs de différentes
substances présentes dans l’alimentation, notamment linuline et 1oligofructose, des
oligosaccharides non digestibles. Le but de ce travail était de rassembler les publications
décrivant les effets de l'inuline et/ou de loligofructose sur la cancérogenése chez le rat et la
souris. Ces publications ont ensuite été analysées dans des méta-analyses. Les résultats
divergent selon le modéle expérimental. La méta-analyse concernant les effets de l'inuline et de
loligofructose chez les rats soumis a4 un carcinogéne a montré un effet protecteur (diminution
significative du nombre d’ACF). La méta-analyse concernant les souris min n’a pas montré d’effet

significatif (augmentation non significative du nombre d’adénomes dans le petit intestin).

MOTS-CLES : Méta-analyse, Cancer Colorectal, Prévention, Inuline, Oligofructose,

Oligosaccharides non digestibles, ACF, Souris Min, Rats

ENGLISH TITLE : Meta-analysis of the effects of oligofructose and inulin on the risk of colorectal

cancer in two murine models : chemically induced rats, and Min mice.

ABSTRACT : Colorectal cancer is one of the main mortality cause in the world. Numerous
experiments are set up to study the chemopreventive effects of different food components, among
which oligofructose and inulin, which are non digestible oligosaccharides. The aim of this work
was to gather the publications about the effects of inulin and/or oligofructose either on the
preneoplastic lesions (ACF) obtained by injection of carcinogen in rats, either on adenomas in Min
mice intestine (Min mice are heterozygotous mice muted on Apc gene, who develops numerous
adenomas in their intestine). These publications were then analysed in méta-analysis. The results
are divergent according to the experimental model. The meta-analysis about the effects of inulin
and oligofructose on rats treated by a carcinogen showed a protective effect (significative decrease
of the number of ACF). The meta-analysis about min mice didn’t lead to a significative effect (non

significative increase of the number of adenoma in small intestine).
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