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INTRODUCTION

INTRODUCTION

En France, on dénombre environ 100 nouveaux casadeer colorectal chaque jour.
Chaque année, ce sont pratiguement 35 000 nouwesugui sont détectés et prés de 16 000
personnes qui en meurent. Le cancer colorectaésepte environ 10% des cancers totaux
dans le monde et se place en deuxieme positionlaffemme, apres le cancer du sein, et en
troisieme position chez 'Homme, apres le cancempdumon et celui de la prostate [14].
Seuls les individus d’age mir sont affectés patype de cancer: prés de 85% des cas
survenant aprés I'age de 65 ans. Les femmes sonsrtmichées que les hommes avec un
taux d’incidence de 27 individus pour 100 000 certO individus de sexe masculin sur
100 000. Plus particulierement, les populationsuddpe du Nord et d’Amérique du Nord
sont les plus affectées par ce cancer. Les popokat’Afrique et d’Asie ont une fréquence
vingt fois moindre de cancer colorectal que lesutatipns d’Europe et d’Amérique du Nord
[14].

Bien qu’il existe des formes dites héréditairestyqe de cancer est majoritairement de
forme sporadique, autrement dit, cette maladiefecéé que quelques personnes de maniere
isolée. Le mode de vie semble avoir une grandeuenfle sur I'apparition du cancer
colorectal. On sait, par exemple, que la fuméeatlad augmente de maniére significative le
risque de cancer du c6lon tout comme la consommatialcool. Le manque d’exercice et

I'excés de masse corporelle accroissent le ristampdrition de ce cancer [105].

De nombreux arguments suggerent une influence leotibl'alimentation. En effet, les
pays dont la consommation de viande, et notammeeriashde rouge, fait partie des habitudes
alimentaires tels que '’Amérique du Nord, la Franitgngleterre, I’Allemagne ou encore
'Australie, présentent une incidence de canceroregtal plus élevée que les pays

consommateurs de chair de poissons tels que lesgs@tiques [17].

Pour expliquer cette interaction entre environnengtrcancer et, plus particulierement,
entre alimentation et cancer, I'épidémiologie nfitspas et les modeles expérimentaux sont

nécessaires.
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INTRODUCTION

De nombreuses études, basées sur la cancérogdmezsée aat notamment, ont montré
I'effet promoteur de la consommation de viande lspparition de cancers colorectaux. De
méme, des régimes alimentaires enrichis en files;alcium ou en molécules au pouvoir
antioxydant ont exposé leur effet protecteur enimliient de maniére plus ou moins
significative le risque de cancer du céOlon et datum. La modification des habitudes
alimentaires est donc une des voies d’avenir pooteger notre organisme du développement

de ce type de cancer.

C’est pourquoi nous avons étudié I'effet d’'une ammation de viandes bovines modeles
sur des rats chimio-induits et des souris mutéegdydc deux modeles animaux proches, par
certains aspects, de 'Homme. Ces effets ont &érgbs dans notre étude par I'apparition de
lésions précanceéreuses : les A@bdrrant Crypt Fodi et les MDF Mucin Depleted Fogi
chez le rat et par I'apparition de lésions tumaaleez la souris.

Parallelement, nous avons quantifié le taux d’hem@gcule mise en cause dans le risque de
développement du cancer du cdlon, dans les eaalefdes rongeurs afin de déterminer s'il
existait une corrélation entre la concentratiorheme des eaux fécales et le développement
de lésions cancéreuses.

Enfin, nous avons testé I'effet protecteur de diffdes stratégies : antioxydants ajoutés aux

régimes et modes de cuisson variés.
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PARTIE A . Etude Bibliographique

l. Colon et Développement du cancer du cbolon

1. Morphologie et renouvellement cellulaire de I'égiibm d’un cdlon sain
a. Structure et réle de 'ensemble cblon-rectum

Le tractus intestinal est constitué de lintestiélg d’'une part et du gros intestin
d’autre part. Ce dernier regroupe le caecum, |&@rdntes parties du c6lon (ascendant,

transverse et descendant) et le rectum (figurg]), [

Le réle principal du gros intestin est d’éliminesldéchets et de réabsorber une partie
des ions et de I'eau présents dans la lumieretinéds. La plupart des nutriments ont été
absorbés en amont dans l'intestin gréle. Le cHiglaide résultant de la digestion intestinale,
se mélange, dans le célon, au mucus produit patelddes et aux bactéries intestinales afin

de créer la matiere fécale.

COLON

Calon
transverse

Célon <
Célon

descendant

Appendice
iléo-caacal

Figure 1 : Organisation du colofi]

Le pH du gros intestin de ’'Homme est compris edtteet 7.5. Le c6lon mesure de 1

a 1.5 m de long. Il est composé de quatre coudiyesizeées de maniére concentrique.
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De lintérieur vers l'extérieur, on note une mugseuune sous-mugueuse, une couche

musculaire et enfin une séreuse.

La mugueuse colique est en contact direct avaantéekre intestinale. Contrairement a
la muqueuse de lintestin gréle, elle ne possedmura villosité mais présente de trés
nombreuses cryptes. L'épithélium colique présenequantité de cellules dites « en coupe »,
cellules productrices de mucus, plus importante dares I'intestin gréle. Ces cellules sont
intercalées entre les cellules dont le role edtsbeber ions et eau. On peut trouver des tissus
lymphoides au sein de cet épithélium bien gu'ilesositués généralement plus en amont,

dans I'appendice (figure 3).

La sous-muqueuse est la couche la plus vasculaidaelus innervée des quatre. La
couche musculaire, constituée de fibres musculdissss et de fibres musculaires striées,
permet la contraction de la paroi colorectale. @Quara séreuse, elle correspond a une

enveloppe protégeant les trois autres structuigsrés 2 et 3).

CL: crypts

of Lieberkuhn

E: epithelium

GC: goblet cells

Mu: mucus

BL: basal lamina

LP: lamina propria
TM: tunica mucosa
LMM: lamina
muscularis- mucosae

Figure 2 : Coupe histologique du célon Figure 3 : La structure du célon
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b. Renouvellement cellulaire

La muqueuse, composée de nombreuses cryptes, esége du renouvellement
cellulaire. Les autres couches ont des réles biérehts et ne participent a la synthése de

nouvelles cellules que secondairement.

Le sommet des cryptes est en contact direct avieerigre intestinale. De la base des
cryptes a leur sommet, une migration constanteetleles a lieu. Les cellules souches, situées
a la base des cryptes, sont des cellules indiffégen. Elles migrent vers le sommet en
subissant de nombreuses divisions qui permettesyrithese de cellules en grande quantité
afin de peupler la crypte.

Au cours de leur migration, elles perdent la cagaai se répliquer et se différencient en

cellules muqueuses caliciformes ou en celluleshéfiitles qui absorbent ions et eau. Ces
cellules différenciées arrivent ensuite au somrhsbat détruites par apoptose ou nécrose et
emportées dans la lumiére intestinale (figure 4).

Ce cycle de renouvellement cellulaire de la mugeeluse environ 4 a 8 jours.

Surface
épithéliale

(RS
LD!fferemlatlon

B
C;D’ —— i lesiane

Sous-mugqueuse g ._‘ i
Sous- -
mugueuse ey

i
1 Migration !

______ Cellules
souches

| Arrétducycle |

Musculeuse

Séreuse

Figure 4 : Cycle de renouvellement cellulaire
Source : http://www.e-cancer.fr/cancerinfo/les-aast (INCA)

Lorsqu’une cellule est mal dupliquée, autrementatique son ADN est endommagé
ou présente des anomalies, ladite cellule estittpar apoptose. Ce systéme de régulation

de I'organisme permet I'équilibre ou homéostasituta@re. Lorsqu’il est lui-méme absent ou
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altéré, les cellules ne sont plus ou mal controlétesn voit apparaitre une prolifération
anormale de cellules néfastes. Cette proliféeranahrégulée est 'une des caractéristiques des

cellules cancéreuses.

2. Développement du cancer du colon

a. Etapes de la cancérogénese

La cancérogénése est définie comme la successiompluBeurs meécanismes

responsables de I'apparition et du développememtedtumeur.

On dénombre quatre phases (figure 5) :
- la phase d'initiation : Elle résulte d’'une intetian entre un agent cancérigéne et le
matériel génétique de la cellule. Suite a cetteradtion, une lésion de I'ADN se
forme et induit une mutation consécutive a I'abgethe réparation de 'ADN ou a une
réparation incompléte ou non efficace. Certainsegerdits « suppresseurs » de
tumeurs, permettent de limiter I'apparition des éums. Cependant, lorsqu’ils sont
muteés, ils deviennent des oncogenes: sans letuwonadimitative, les cellules

anormales se multiplient.

- la phase de promotion : Elle résulte de la pgcdifion des cellules anormales sous
'action d’'un agent promoteur. Lorsque l'action de dernier disparait, ses effets

disparaissent.

- la phase de progression: Les cellules tumoratesiéveloppent sous l'effet de

mécanismes mal connus et envahissent les tissaseads.

- la phase d’'invasion : Les cellules tumoraleséligaent dans le sang ou la lymphe et
forment des métastases qui vont atteindre d’aongenes.
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initiation promotion progression invasion

Qe

. VA .
normal _y, aberrant _ micro-__, small & large _, ade.no- p 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 5 : Modeéle du développement de Iésions cansés du colon [24]

b. Lésions cancéreuses

Le cancer du cblon regroupe plusieurs types deuwsneenignes et malignes. Seules
les tumeurs épithéliales nous intéressent ici.
On distingue les tumeurs bénignes, adénomes oucpluiamment appelés polypes, et les

tumeurs malignes ou adénocarcinomes.

i. Les polypes adénomateux

Les adénomes se présentent sous la forme d’amealldies souvent hémorragiques
et de taille variable. Leur surface est souvergiitiere et ulcérée et on note une infiltration
par des cellules inflammatoires. Ces tumeurs réspeta lame basale et n'atteignent jamais
la couche musculaire. Les cellules ne présententipanodification de I'architecture [26].

Ce sont la plupart du temps des polypes adénomat#sixsont bénins et, lorsqu’ils
sont détectés chez un individu, ils sont retirés q@oscopie et chirurgie minimalement

invasive (figures 6 et 7).
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1- Palyp
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©1995 Cornell University Medical College

Figure 6 : Coupe histologique d’'un polype Figure 7 : Chirurgie mini-invasive d'un
colorecta polype par coloscopie

i. Les adénocarcinomes

Les adénocarcinomes, quant a eux, présentent nsapiqgeement |'apparence
générale d'un adénome : ils peuvent prendre ladodfamas de cellules hémorragiques ou
bien de plages ulcératives plus ou moins largesrddcopiquement, l'architecture des
cellules est modifiée : on parle de dysplasiesulztes. Selon le degré de ces dysplasies, la
tumeur est considérée comme plus ou moins mal@es tumeurs franchissent la lame basale

et infiltrent généralement les autres couches thncod

c. Influence du génome sur le cancer colorectal

L'apparition du cancer du colon résulte d’'une iatdion entre environnement et
géeneétique. Il existe des prédispositions genétigdiess familiales, qui représentent 5 a 15%
des cas de cancers colorectaux [96].

On distingue deux formes : la Polypose Adénomatéizsuiliale (PAF) et le syndrome de

Lynch ou syndrome HNPCQHéreditary Non Polyposis Colorectal Canger
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i. Lesyndrome de Lynch ou syndrome HNPCC

Le syndrome de Lynch ou syndrome HNPGCg&reditary Non-Polyposis Colorectal
Cancerou Cancer Colorectal Héréditaire Sans Polyposaésente 2 a 7 % des cancers
totaux. Les personnes atteintes de ce syndromerppamhie mutation sur les génes codant pour
des enzymes de réparation de 'ADN (les gen®dR ou MisMatch Repair systemlLa
mutation de ces genes acceélére le processus n@oglat favorise I'apparition de tumeurs
dans le célon proximal ainsi que dans d'autres rega(intestin gréle, appareil génital,
appareil urinaire) [83].

Trois conditions doivent étre réunies pour parler famille a syndrome de Lynch ou
HNPCC :

- Trois parents atteints de cancer colorectal (h&B)Pou de cancer de l'un des

organes cités ci-dessus, dont un lien de parenpéesmier degré

- Au moins deux générations successives souffranedgndrome

- L’un des diagnostics effectué avant I'age de 50 ans

i. LaPolypose Adénomateuse Familiale

Les formes sporadiques de cancer colorectal repedgeenviron 90% des cancers
colorectaux. 70 a 80% d’entre elles présentent motation sur le genédpc alors que la

mutation des genédMR ne concerne que 15% des cas environ [42].

La mutation sur le gén&pc conduit a une malformation de la protéiyec: protéine
plus courte, protéine mal organisée... et a soctiraion. Cette mutation peut subvenir de
maniere aléatoire chez n'importe quel individu eenlfaire partie du bagage génétique d’'une
méme famille. C’est le cas des familles PAFolyposis Adenomatous Famiby Polypose
Adénomateuse Familiale) due a une affection hégditausée par une mutation génétique

de type autosomique dominante du gApe.

Plus de 800 mutations délétéeres du g@pe ont été identifiées [16]. La polypose
adénomateuse colique familiale est caractériséelgatéveloppement de tres nombreux
polypes dans la paroi du célon et du rectum dédol&scence. Elle se présente sous

différentes formes :
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- Laforme classique : > 100 adénomes

- La forme atténuée : 10-100 adénomes (mutation mégroximale 5’, exon 9 et
partie distale 3' du gen&po

- Laforme profuse

Ces deux types de mutation sont transmises selomogie autosomal dominant ce qui
signifie que si I'un des parents présente la mutasur 'un de ces génes, elle sera d’emblée
transmise a I'enfant qui présentera a son tourisque majoré de développer un cancer du
colon.

Etant en grand nombre, le risque que lI'un de cdgppe devienne cancéreux est plus
important que chez un individu n’en présentant quelques uns. Cette maladie demande
donc un suivi strict et des contrbles regulierde Hie représente que 1% des cancers

colorectaux.

d. Le geneApc

La majorité des individus présentent des cancelsramiaux de type sporadique.
Cependant, la mutation du geAec est I'un des événements-clé de I'apparition deihéss

tumorales dans la muqueuse colorectale.

Le géneApcest un gene suppresseur de tumeurs localisé shrdenosome 5. Il code
pour une protéine de 300 kDa, la protéfyec constituée de 2 843 acides aminés. Cette
protéine comporte dans sa partie N-terminale, umailoe capable de s’associer avec le
réseau d'actine de la cellule. Dans sa partie alentelle posséde un domaine portant un site
de fixation a la béta-caténine et des sites dsdiada I'axine et dans sa partie C-terminale, un
domaine de liaisons aux microtubules, armatureshdque cellule.

Grace a ces trois types de domaines et a sesnkaaseec les protéines du cytosquelette, la
protéineApc participe au contréle de la division cellulaire, ltbrganisation des cellules entre
elles afin de former un tissu ainsi qu’'a la diffésiation cellulaire et a la migration des

cellules [71].
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i. ROle de la protéin@pc

L’activité de la beta-caténine est régulée parr@gneApc Or, la beta-caténine est
une protéine qui stimule la division cellulaire.
La béta-caténine en excés dans le cytoplasme pmsep la paroi du noyau et devenir
intranucléaire. Elle peut alors se lier a un factée transcription cellulaire qui stimule la
division cellulaire. Une trop grande quantité détecgrotéine conduit a une prolifération
cellulaire exagérée.
La protéineApc peut se lier a la béta-caténine au sein d’un caxeptensitué de ces deux
protéines associées a I'axine qui rend la bétaagaghosphorylable. Ce complexe conduit a

la dégradation de la béta-caténine dans le cyto@ate la cellule.

La protéineApc et I'axine permettent donc la dégradation de taHséténine et, de ce

fait, la régulation de la division cellulaire.

i. Localisation et mutation du geAgc

Le géneApcest localisé sur le chromosome 5 chez ’THommeuddps paires de base
112, 118, 468 jusqu’aux paires de base 112, 2(A, I58plupart de ses mutations conduisent
a la formation d’'une protéine de taille anormalenon fonctionnelle. Il s’agit souvent d’'une
protéine trop petite qui ne peut plus jouer sor inhibition de la croissance cellulaire. De
ce fait, les cellules se multiplient et conduisamé formation de polypes qui peuvent évoluer

en cancer colorectal.
La principale mutation que I'on retrouve chez ledividus souffrant de PAF concerne

une délétion de cing bases au sein du ggye Cette délétion modifie la séquence d’acides

aminés et produit une protéine anormale.

24



PARTIE A : Etude Bibliographique

Colon et Développement du Cancer du Colon

e. Facteurs prédisposant a I'apparition de lésions@auses

La cancérogénése des cellules du coélon et dumecépend donc de plusieurs
facteurs. La génétique des populations est un deteurs qui expliquent I'apparition de
cancers colorectaux au sein de certaines familles.

Cependant, ces familles représentent une minogiti goopulation chez laquelle les cancers
colorectaux sont détectés. Il existe donc d’aufeeteurs favorisant ou prédisposant a

I'apparition de telles tumeurs.

Premierement, les cellules intestinales sont dédeg dont le taux de renouvellement
cellulaire est important. Elles sont régulieremésgtruites et cela impose la synthése de
nouvelles cellules. Cependant, lors de prolifératellulaire rapide et intense, il n’est pas rare
de voir apparaitre des anomalies de 'ADN en gte&plus importante contrairement a ce que
I'on pourrait observer chez des cellules a dividemte comme les neurones. Les systemes de
régulation et de contrdle de I'intégrité génomigoat mis a rude épreuve, ce qui explique un

taux de malformations augmenté.

Deuxiémement, situées sur le trajet du chyle, édsiles intestinales sont soumises a
un décapage important par le contenu luminal. Clestas, par exemple, de composés
irritants tels que les acides biliaires ou les cadk libres produits par le métabolisme de
certains composés lors de la digestion. Ce prosesswlogene perturbe a son tour le

renouvellement cellulaire et induit une hyperpegtition cellulaire.

Enfin, dans cette méme lumiere intestinale, cimtuiees composés appelés mutagéenes.
Ces derniers sont des composés chimiques qui augmtefe nombre de mutations
génétiques. lls seraient I'un des principaux fastede la cancérogénése colorectale.
Particulierement, les amines hétérocycliques aip& les composés N-nitrosés seraient a

I'origine de nombreuses mutations de I’ADN.
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[I.  Cancérogénése et Alimentation

1. L'influence de l'alimentation globale dans le rigqu’apparition du
cancer du cbélon

Plusieurs études de population ont montré une émcie plus forte de cancers
colorectaux dans les pays de I'Europe du Nord etEats-Unis que dans les pays d’Afrique
[103] (figure 8). Or, lorsqu’on se penche sur lepydations migrantes d’'un pays a faible
incidence vers un pays a forte incidence de carmmosectaux, on s’apercoit que le risque de
développer un cancer colorectal augmente de masigméicative des la premiere génération
de migrants.

La part génétique vue précédemment existe mais ddes pas primordiale dans I'apparition
de ce cancer. L’environnement et les habitudeseatiaires présentent une importance bien

plus capitale [17].

Male Female

AustraiaMew Zealand
Western Europe
Southern Europe
More developed regions
Morthern Arnerica
Morthern Europe
Central and Eastern Europe
Micronesia
Eastern Asia
World
Southern Africa
Carbbean
South-Eastern Asia
South America
Western Asia
Palyresia
Less developed regions
Melanesia
Central America
Northern Africa
Eastern Africa
Western Africa
South-Central Asia
Middle Africa

6‘0 40 2‘0 Q iO 40 E;O

M [nciderce

GLOBOCAN 2008 (IARC) W Mortality

Figure 8 : Incidence du cancer colorectal a traleersonde

26



PARTIE A : Etude Bibliographique

Cancérogénese et Alimentation

L’EPIC, ou European Prospective Investigation in@@ancer and Nutrition, a
développé une étude sur 500 000 personnes a trh®grays européens. Grace a son éetude
basée sur un guestionnaire récapitulant le styleiglet les habitudes alimentaires, 'EPIC a
montré que l'alimentation était un des facteurs phss importants dans I'apparition de
cancers avec une influence de 35 % sur la totditecancers voire une influence de 80% sur

I'apparition de cancers colorectaux plus particeleent [40], [104].

2. Les recommandations du WCRF et de I'AICR

a. Les recommandations concernant I'alimentation deba

Afin de souligner l'influence de Il'alimentation etes habitudes alimentaires dans
l'apparition de cancers, deux associations, le WC@Vorld Cancer Research Fund
International) et I'AICR (American Institute for @eer Research) ont financé des
programmes de recherche dont le rapport synthétoetre les liens de causalité entre

alimentation et cancer.

Leur dernier rapport mis a jour date de 2011 enéeaalix recommandations [101], [102],
[103] :

- Soyez aussi mince que possible tout en évitardufiisance pondérale.

- Pratiquez une activité physique au moins trenteutespar jour.

- Evitez les boissons sucrées. Limitez la consommati@liments a forte densité
calorique (en particulier les produits a teneuvédeen sucres ajoutés ou faibles en
fibre ou riches en matiéres grasses).

- Augmentez et variez la consommation de légumesisfraéréales complétes et
légumes secs.

- Limitez la consommation de viande rouge (commedsuf) le porc ou I'agneau) et
évitez de consommer de la charcuterie.

- En cas de consommation d’alcool, limitez-vous a boésson par jour pour les
femmes et a deux pour les hommes.

- Limitez la consommation d’aliments salés et de pitsccontenant du sel ajouté.

- Ne prenez pas de compléments alimentaires pourprotéger du cancer.
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- De préférence, les meres devraient exclusivemdaitesl pendant les six premiers
mois avant d’introduire d’autres liquides et alirteen

- Aprés le traitement d’'un cancer, les patients demtasuivre I'ensemble de ces
recommandations.

b. Les recommandations spécifiques au cancer coldrecta

Concernant le cancer du c6lon et du rectum, ceses@mssociations ont défini une
liste d’'aliments supposés protecteurs et d’auttggpaesés promoteurs du risque de cancer
colorectal [103] (tableau 1).

Convaincant Activité physique Viande rouge
Aliments contenant des fibres Charcuteries
alimentaires Boissons alcoolisées
Obésité
Probable Alil
Lait
Calcium
Limité Aliments contenant du fer
Légumes sans amidon Fromage
Fruits Aliments contenant des graisses

Aliments contenant de la vitamine C animales

Aliments contenant du sucre

Tableau 1 : Facteurs influencant le risque de gatmerectal « Convincing and probable conclusions
from the Continuous Update Project report on Calalecancer » d’apres le rapport du WCRF 2010

Les preuves scientifigues sont convaincantes par gue la consommation de
viandes augmente le risque d’apparition du cangkrectal. Tout comme la consommation

de fibres diminue le risque d’en développer un.

Ceci explique I'apparition de slogans tels que «gest au moins 5 fruits et légumes
par jour », c’est-a-dire 20 g de fibres par jouleflet protecteur des fibres diminuerait de
40% le risque de cancer colorectal.

L’alimentation a donc un effet considérable surrilgue d’apparition du cancer
colorectal.
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3. Consommation de viandes et cancer du cb6lon : Epalégie

Afin d’évaluer la part environnementale et, plustipalierement, l'influence de
l'alimentation sur la survenue des cancers colarectil est nécessaire de dénombrer, au sein
des populations, les populations a risque ainsilegieisques eux-mémes. Cela est permis par
les études de cohorte, les études cas-témoins gida-analyses qui synthétisent I'ensemble

de ces données.

On dénombre trois méta-analyses d’ordre majeulle de Larsson et Wolk, celle de
Norat et celle du WCRF. Leurs auteurs sont en dcpour dire que la consommation de
viande, toutes viandes confondues, ne semble &gsacaucune augmentation de risque de

cancer colorectal.

Lorsqu’on se penche sur la consommation de viandgey, Larsson et Wolk montrent
un risque relatif de 1.28 (IC 95% [1.15-1.42]) bpr&un individu consomme 120 g de viande
rouge par jour [59]. Norat et al. montrent un risqelatif de 1.35 (IC 95% [1.21-1.51])
lorsqu’un individu consomme 120 g de viande rougejpur [73]. La WCRF 2011 présente
un constat identiqgue avec un risque relatif de 11€995% [1.04-1.60]) pour 120 g/jour de
viande rouge [30].

Les charcuteries présentent des résultats sinslawesein des trois méta-analyses.
Enfin, la consommation de viande blanche n’est@ésca aucun risque de cancer colorectal
[59], [73], [103].

La consommation de viande rouge et de charcutenigdsiplie par 1.3 le risque de

développer un cancer colorectal.

4. Viande rouge et cancer du célon: de nombreusestihépes

D’aprés de nombreuses études épidémiologiquesmbke qu’il y ait un lien fort entre
viande rouge et charcuteries d’'une part et carmerextal d’autre part. Les mécanismes sont
encore mal connus. Cependant, 'une des publicatienl’étude EPIC montre que les cas de
cancers colorectaux associés a la mutation du dgesont corrélés aux personnes

consommant des viandes rouges et charcuteriesaadegyguantité (p = 0.007) [47].
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De nombreuses hypothéses ont été posées et egplaiié de comprendre le lien mis
en évidence par les enquétes épidémiologiques endémedes rouges, charcuteries et
cancérogénese colorectale. Les études expérimgntdddisées jusqu’a ce jour n‘ont pas
encore permis d’expliquer avec précision les mé&raes mais on sait que plusieurs composeés

des viandes rouges et des charcuteries sont pEtemént pro-cancerigenes.

Des études se sont intéressées aux graisses agicoalenues dans les viandes, aux
protéines, aux amines hétérocycligues et aux hwidboces aromatiques polycycliques,
produits notamment lorsqu’on cuit la viande, auxnposés N-nitrosés ou encore au fer

héminique présent en grande quantité dans ledehwsculaires.

a. Les graisses

i. Formation de composés irritants

La digestion des viandes de boeuf et de porc, atsngches en graisse, stimule la
production d’acides biliaires. Or, ces dernierstsoormalement réabsorbés a 90% par la
mugueuse de l'intestin gréle. Une partie cepengantsuit son chemin jusqu’a la lumiere
colique. Arrivés dans le célon, les acides bilisicgii n'ont pas été réabsorbés dans I'intestin
gréle sont déconjugués et déhydroxylés par la floreblon en deoxycholate et lithocholate,
acides biliaires beaucoup plus lipophiles. Lessges présentes dans la lumiére colique vont
s’associer a ces derniers et former des compossgsdrtitants pour la muqueuse [50], [65]
augmentant ainsi la destruction cellulaire [23].

Les viandes grasses augmenteraient donc le risqueadcer colorectal par leur

composition en lipides cytotoxiques couplés audesbiliaires.

i. Risque d’obésité

Les lipides alimentaires sont aussi source d'oéésiiez les individus qui en
consomment en trop grande quantité. Or, le rapgpoMVCRF précise que I'obésité est un des

facteurs de risque dans le cancer colorectal [103].
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i.  Risque d’insulino-résistance

De méme, ce rapport énonce qu’une surconsommagidipides est a l'origine d’'une
insulino-résistance chez le consommateur. L'ingultiésistance correspond a un organisme
au sein duquel linsuline voit son efficacité dimér. De ce fait, la glycémie augmente et,
avec elle, le taux d’acides gras libres, le taurgdiline ainsi que le taux de molécules pro-
inflammatoires telles que les immunoglobulines yjeetigFl. Ce déséquilibre est source de

prolifération cellulaire et conduit a I'apparitiale |ésions précancéreuses [28].

iv. Etudes expérimentales

La synthese d'une centaine d’études expérimentagedisée par I'équipe du
Professeur Corpet a Toulouse, a montré une augtitentdu nombre de tumeurs chez des
rats chimio-induits et chez des souris mutées afinsuite a un régime riche en graisses par

rapport a des individus témoins [34].

Cependant, méme si quelques unes de ces étudesreniggque certaines graisses
alimentaires sont promotrices des tumeurs expétatendans certains modeéles rongeurs, le
consensus actuel n'est pas en faveur de cette liggmt En effet, les essais cliniques
randomisés en double aveugle chez des volontaiteg pas fait baisser le nombre de
polypes du célon chez ceux qui mangeaint un régimaigre. L'épidémiologie ne semble pas

non plus en faveur de cette hypothése.

Enfin, aucune association entre un régime grasegmentation du risque de cancer
colorectal chez 'Homme n’a pu étre prouvée et amcetude n’a réussi a montrer une
augmentation du taux d’acides biliaires a la stiite repas riche en graisses [88].

Les graisses animales n'auraient donc pas un réajeundans le développement du cancer

colorectal [7].

b. Les protéines

La présence de protéines en quantité non négligeknls la viande ne semble pas non

plus étre une piste. Bien qu’'un excés de protémemss le cdlon entraine la formation
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d’amines, de phénols et de sulfures d’hydrogénésajut tous trois des composeés toxiques
pour la muqueuse, cet exces reste rare car larpldpa protéines est absorbée a travers la

muqueuse de lintestin gréle, bien en amont [97].

De plus, un surplus de protéines dans la lumiéligum conduirait a leur fermentation
par la flore bactérienne du gros intestin, ferm@ortaqui n'a pas montré de lien avec
'apparition d’adénocarcinomes colorectaux chezrt@sgeurs [35]. Enfin, la méta-analyse
réalisée par la WCRF n’a pas montré d’associatidrede taux de protéines et le risque de
cancer colorectal [103].

c. Les amines hétérocycliques et les hydrocarburematiques
polycycliques

Les amines hétérocycliques et les hydrocarburematiques polycycliques sont des
composeés reconnus hautement cancérigenes chemnigsurs, modeles expérimentaux de
'Homme, et chez les singes [93]. Leur présencesdanpiéce de viande consommée
augmente sous l'effet de la chaleur: des cuisgmrsgrillades ou plancha entrainent la
formation d’'une grande quantité de ces composésaddabreuses études épidémiologiques

ont établi un lien entre ces derniers et le canckrectal [28], [93], [107].

Cependant, la présence d’amines hétérocycliques paes spécifiqgue de la cuisson du
bceuf. On en retrouve dans la peau du poulet bmustifante en assez grande quantité. Or,
comme on I'a dit précédemment, la consommationiaiede de poulet n’est pas associée a un
risque de cancer colorectal [25]. De méme, on weeadans les céréales des hydrocarbures
aromatiques polycycliques. lls en sont d’aillewpftemiere source. La encore, aucune étude
ou enquéte épidémiologique n'a émis un lien engs composés et le risque de cancer

colorectal [76].

Actuellement, des études sont menées et tenderdtttenen évidence un lien entre

amines, hydrocarbures et cancer colorectal cheaines familles génétiques [48].
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d. Les composés N-nitroseés

i. Intérét des composés N-nitrosés dans I'alimentation

Les composés N-nitrosés ou nitrosamines sont gssigiitrates. Ces derniers ont un
grand intérét dans la fabrication des charcute@sles retrouve principalement sous forme
de sels nitrités utilisés en tant que conservatetigermettant de lutter contre les agents
bactériens tout en fixant la couleur rouge desdean Ce sont des composés issus de la
réaction entre nitrites, issus de la transformaties nitrates par la salive et amines, composés
de I'organisme.

Le tableau 2 ci-dessous présente les alimentssriehe€omposés N-nitrosés [61].

Composés N-nitrosés détectés Produits analysés en ppb (1ug/kg de produit)

Biere, vin, fromages, poissons salés (400 a 1006sqas),

Diméthyl-nitrosamine mollusques et crustacésandes charcuterie fumée
Diéthyl-nitrosamine Poissons, fromagesgiandes biére, whisky
Nitrosopipéridine Viande et produits carnésépicés
Nitrososarcosine Viandes et charcuterie

Viandes fromagesbacon et bacon frit(4 fois plus)foie
Nitrosopyrrolidine de porccru et cuit, poissons, graisse cuite

Nitrosoproline Produits carnés bacon frit

Tableau . : Composés -nitrosés dans lialiments[61]

Ce tableau montre I'importance majeure de ces ratdécdans la composition des
viandes et charcuteries et explique les étudesoquiété menées afin de tester I'influence
potentielle de ces derniéeres en tant que factewécmgene du célon.
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i. Lesréactions de nitrosation et de nitrosylation

Les nitrates utilisés dans la fabrication des pitsdwansformés vont conduire a des

réactions de nitrosation ou de nitrosylation ercfmm du pH.

Les réactions de nitrosationonduisent a la formation de nitrosamines ou de

nitrosamides selon qu'il s’agit de I'ajout d’iongrosonium NO+ sur une amine ou une amide
[57]. La plupart des composés formés sont des ceégpmstables. L’heme, contenu dans les

viandes rouges, est un cofacteur qui catalyses#tié céaction [18], [19], [36].

Les réactions de nitrosylatioconduisent a la formation de S-nitrosothiols oufete

nitrosylé FeNO suite a I'ajout d’'un ion nitrosyl NGur des métaux ou des groupements
thiols [63].

Dans la viande rouge, on retrouve des nitrosanonedes nitrosamides car le pH est
acide [55] alors que les charcuteries, qui prés¢nia pH plus élevé que la viande rouge,
vont étre un support de réactions de nitrosylatlags nitrites, utilisés sous forme d’acide
nitreux, favorisent ce type de réaction et conduisela formation d’'oxyde d’azote et d’heme

nitrosylé [75].

i. Etudes expérimentales

La consommation de charcuteries ou de viande rauggmenterait de maniere
significative la production de composés N-nitrodass les selles [19], [58]. Il semble que la
majeure partie de ces composés soit des S-nitiokgthde I'heme nitrosylé et des
nitrosamines au niveau colique, aprés ingestiowidedes rouges et de charcuteries [58].
Quelle que soit la nature précise de ces compakesont pour la plupart reconnus
canceérigenes : ils peuvent induire la formatiorddiaits a 'ADN et conduire a des anomalies
lors des duplications [51], [60]. Or, ces derniezenduisent a leur tour a un déréglement de

la mort cellulaire et donc du cycle de renouvelletrellulaire.

L’équipe de Mirvish a mis en évidence une augmantaties composés N-nitrosés
dans les selles de souris nourries exclusivemest de la saucisse fumée (hot-dog) [67],
[68]. Elle a aussi montré gu’un régime a base deisses fumées (hot dog) entrainait une

augmentation des lésions cancéreuses dans la naggdeusouris soumises a une injection

34



PARTIE A : Etude Bibliographique

Cancérogénese et Alimentation

d’azoxyméthane (une molécule pro-cancérigene étlgour induire des cancers colorectaux

chez les rats et les souris) par rapport a desssi@moins [39].

On voit ainsi un lien entre la présence de ces caép dans les régimes et dans les
selles et I'apparition de Iésions précancéreusesaitantes.

e. Le fer héminique

Le fer héminique, contenu en grande quantité desiéibres musculaires de la viande
rouge, est I'une des hypothéses qui expliquent ieuxnle lien entre I'alimentation et la
cancérogénese colorectale. L’'heme des viandes soefgéheme nitrosylé des charcuteries

joueraient un réle important dans la promotion trate

Le fer héminique induit la formation de radicauxrdéis dans la lumiere intestinale. Or,
les radicaux libres sont des molécules instablemtpragissent avec les molécules présentes
dans un milieu afin de retrouver un état de st&bilCes réactions chimiques peuvent donc
étre a l'origine d’une altération des composésadiiiniere colique et entrainer la production
de composés toxiques pour les cellules [72]. Ds,pkifer héminigue conduit a la synthese
de composés N-nitrosés tels que des N-nitrosancareserigenes [19] vus précédemment.

Un régime riche en heme entrainerait une cytottixiéécale (autrement dit une
cytotoxicité du contenu luminal du c6lon) et ungénprolifération de la muqueuse du colon
chez le rat. Comme nous l'avons vu précédemmeggriaommation de viande rouge est liée
a un risque de cancer colorectal plus élevé quesela consommation de viande blanche
[59], [73], [103]. Or, le taux d’heme dans la viandlanche est presque inexistant. On peut
donc supposer que le lien entre consommation dedgiaouge et cancer colorectal pourrait
étre la présence d’heme en partie [87].

Cette hypothése est mise en avant grace aux malgsas des derniéres études
épidémiologiques qui suggerent une réelle assoaniaintre heme et cancer colorectal [15].

La derniere méta-analyse en date a analysé legmafmns provenant des études
Nurses'Health Studies et Health Professionnals omellp Study, deux études

épidémiologiques américaines regroupant plus deOR00personnes, hommes et femmes.
Cette derniére a montré que le risque de cancequeohugmente de 15% chez les individus

consommant beaucoup de fer héminique par rappriindividus en consommant peu [106].
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D’'un point de vue épidémiologique et expérimenthlsemble donc que I'héme,
contenu dans les viandes rouges et les charcyteeigsonsable de la couleur rouge de la
viande lorsqu’elle crue puis de sa couleur brunsegl@elle est cuite, puisse étre I'un des

agents les plus impliqués dans I'apparition de eencolorectaux.

5. Une hypothése privilégiée : 'héme
a. Structure de 'heme

L’héme est constitué d’'un noyau porphyrine contéenam atome de fer Fe2+ et
représente 65% du fer de notre organisme (figureC3®st un élément constitutif de
’lhémoglobine et de la myoglobine, hémoprotéinespoasables de la couleur rouge de la
viande et de certaines enzymes. Le métabolismerdoal notre organisme est particulier : il
est économisé au maximum et fonctionne en « cifeuimé ». Pour un apport alimentaire de
10 a 20 mg de fer par jour, seuls 1 a 2 mg sordrbbs au niveau du tractus intestinal. Dans
le colon et les feces, on retrouve donc la qudalité du fer ingéré qui est ensuite excréteé.
Les quelques milligrammes absorbés jouent un réle important dans notre métabolisme
général.

Normalement, une alimentation saine et équilibr@poee la quantité de fer
nécessaire. Ces apports se font sous deux forlader:héminique contenu dans les poissons
et les viandes et le fer non héminique contenu tEsségétaux dont la biodisponibilité est
plus faible (5%) que pour le fer héminique (25%9][7
L’heme est donc indispensable a notre alimentaiioaqu’il apporte avec lui le fer dont nous

avons besoin.

Figure 9 : Structure de I'henie
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L’heme possede des propriétés catalytiques et dixgsa c’est un cofacteur, c’est-a-
dire une structure non protéique liée a une pretétmui permet I'activité biologique de cette
derniere. Il peut donc catalyser ou favoriser lapgdation des acides gras insaturés ainsi que
des réactions de nitrosation et nitrosylation, agigigint les composés nitrosés et notamment
les composés N-nitrosés (nitrosation des amineslest amides —N-NO). Cela pourrait

expliquer son réle dans la cancérogénese coloeectal

b. Alimentation et héeme

L’heme, indispensable a notre alimentation, estpett® de promouvoir la
cancérogénese colorectale. Plusieurs points sdatvenr de cette hypothese.

Premierement, le taux d’heme dans la viande roagbien supérieur au taux d’héme
dans la viande blanche (0.25-0.5 umol/g dans urceaor de bceuf contre 0.02-0.05 umol/g
dans une cuisse de poulet soit prés de dix foisnng29]). Or, la viande blanche,
contrairement a la viande rouge, n'est pas incinlans le risque de cancer colorectal
d’'apres le WCRF.

Deuxiemementdes études expérimentales ont montré que I'héntideme chloré
utilisé in vitro pour modeéliser I'heme libre, conduisait a la geshtion des cellules
epithéliales coliques du rat [87].

Enfin, des études basées sur la consommation ds righes en viande rouge par des
rats induits & 'azoxyméthane montrent une augntientale la concentration en heme dans
les eaux fécales de ces rats [85] et un effet ptemncsur les Iésions prénéoplasiques en
fonction de la teneur en heme du régime : le bouadin est plus promoteur que la viande de

bceuf elle-méme plus promotrice que la viande déepri7].

c. Les effets directs de I'héme

L’heme est un composé chimique ayant un effet tgecles cellules coliques.
L’hémoglobine, constituée d’heme, ou 'hémine miscentact avec des cellules coliques en
culture ont un effet génotoxique [49]. Cet effetasteen partie d0 a la formation de radicaux

libres qui sont irritants pour la mugqueuse du cdlbthéme induit une cytotoxicité qui
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endommage la surface épithéliale colique et coraluiéveloppement anarchique de cellules
ce qui majore le risque de cancer colorectal [70].

De plus, molécule amphiphile, 'heme peut étre imd@iaé par I'activité oxygénase de
'épithélium intestinal. En effet, I'hneme oxygénasenzyme présente dans la muqueuse
intestinale, détruit 'heme, ce qui correspond amécanisme de défense. Cependant, cette
destruction conduit a la formation de biliverdisapstance irritante pour I'épithélium par son
activité lytique d’'une part, et a du peroxyde d'fogkne, plus connu sous le nom d'eau
oxygénée, ainsi qu’a des ions ferreux d’autre fart.ces deux derniers composés peuvent, a
leur tour, participer a des réactions et produes hdicaux hydroxyles capables de se fixer a
I’ADN des cellules, d’entrainer des dommages irrépkes lorsque les systémes de réparation

sont eux-mémes endommageés et initier, de ce 'fgiparition de lésions précancéreuses [56].

d. Les effets indirects de I'héeme

L’héme agirait par le biais de deux mécanismegpelaxydation endogéne des lipides ou
lipoperoxydation et la formation de composés Neasiis cancérigenes.

i. La lipoperoxydation

La lipoperoxydation est en fait une peroxydatiodagene, autrement dit une oxydation
des lipides alimentaires insaturés a l'intérieutadimiere intestinale. Elle explique surtout la
cancérogénéese due a la consommation de viande.rouge

Ce mécanisme a été mis en évidence par I'analysardees de rongeurs ayant consommé
des viandes rouges. En effet, on retrouve, excdsés les urines, un marqueur de
lipoperoxydation, I'acide 1,4-dihydroxynonane-meucaique (DHN-MA).

L’équipe de Pierre et al. a montré qu’un régimeaaebde boudin noir, trés riche en sang et
donc en héme, conduisait a un taux de DHN-MA trégartant dans les urines des souris

consommatrices [77].

On peut aussi rechercher dans les selles, les TBé&Rsnsemble de composés aldéhydes
signant un mécanisme de lipoperoxydation. La lipopglation entraine la formation de
deux aldéhydes principalement : le malondialdel{(}#i2A) et le 4-hydroxynonelal (4-HNE).

Le MDA est toxique pour les cellules car il peut sifiltrer et se fixer, par liaison covalente,
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sur 'ADN. Le 4-HNE, quant a lui, posseéde des affgttotoxiques qui induisent I'apoptose de
cellules normales mais les cellules anormales, rgiaméent mutées sur le géeA@c sont
résistantes a I'apoptose et ne sont donc pas t&riie 4-HNE favorise donc la survie des
cellules mutées et donc la prolifération de cefiulenorales [13].

i. Les composés N-nitrosés

lls expliquent surtout I'apparition de cancers cettaux suite a la consommation de
charcuteries.

Les selles de rats nourris avec un régime richeiamde (bacon frit ou saucisse fumeée)
contiennent 5 a 20 fois plus de composés N-nitrosesles selles de rats nourris avec un
régime riche en caséine, protéine animale issuaitj68].

Le taux de composés N-nitrosés dans les selleslegt suite & un régime a base de
charcuteries chez le rat. Chez ces mémes ratspuvet aprés sacrifice, un nombre de Iésions
précancéreuses sur la muqueuse du cdlon plus iampaie sur la muqueuse des rats témoins

ce qui démontre un effet promoteur de la consonumate charcuteries [84].

Les charcuteries demandent des étapes de fabri@tioours desquelles les fabricants ne
peuvent s’abstenir d'utiliser des nitrites. Orslate la cuisson desdites charcuteries, 'heme
est libéré de la globine. La présence de nitritassdles charcuteries cuites conduit a la

formation d’héme nitrosylé (figure 10), promoteurspible de Iésions précancéreuses du
colon.
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Figure 10 : Transformation de 'héme en heme njikbs
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iii. Effets des composés N-nitrosés

Les composés N-nitrosés formés sont reconnus déganés chez les rongeurs, modeéle
expérimental de I'Homme. En effet, ils agissent 8ADN par alkylation, c’est-a-dire
transfert d'un groupement alkyle d’'une moléculena autre. Autrement dit, les composés N-
nitrosés transférent une partie de leur structurd’ ADN lui-méme, entrainant de ce fait des

dommages sur ’ADN [60].

Par ses différentes actions et I'influence des meodes molécules qui découlent de son
activité, I'héme serait le principal agent « praxcé@rigéne » qui expliquerait I'apparition de
Iésions précancéreuses sur la muqueuse du cOlenasla consommation de viandes rouges

et charcuteries.
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Figure 11 : Les différentes voies potentiellementtiees dans le développement du cancer
colorectal, dans lesquelles I'hnéme est impliqu&sson ingestion
D’apres [29, 49, 56, 100]
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[ll.  Prévention de la cancérogénese heme-induite
1. L'impact de certaines molécules dans la préverdiosancer du célon

Le fer héminique a un effet promoteur sur la camgénese colorectale. Les mécanismes
de lipoperoxydation et de formation de composéstidses ainsi que les effets directs de
I’lhéme sur la cytotoxicité des eaux fécales sortefoent mis en cause.

Des études épidémiologiques suggéerent que dewersarar trois pourraient étre évités
en modifiant nos habitudes alimentaires [37]. LaR¥Ca élaboré la liste des aliments ayant
un effet protecteur convaincant telle qu’une alitagan riche en fibre ou seulement probable
tels que l'ail ou le lait. Cela explique I'appaniti de conseils nutritionnels, initiés par la
WCRF, qui proposent de :

- Manger 300g de viande rouge par semaine au maximum

- Manger au moins cing fruits et Iégumes par jour

Pierre et al. ont montré que I'effet promoteur dutféminique était fortement corrélé avec
un role d’'inducteur de lipoperoxydation des acidess contenus dans les aliments ingérés
[80]. Des stratégies de prévention ont alors &eés et ont conduit aux résultats suivants :

- L’'ajout d’antioxydants empéche, par différentes alitéls d’action, les effets néfastes

de I'héme en inhibant les mécanismes de lipoperatiyad

- L'ajout de calcium dans le régime permet de calit@me et inhibe ainsi son effet

promoteur [89] et donc ses effets indirects

2. L’inhibition des effets directs de I'heme par lel&@am

a. Effets protecteurs du calcium

Le Calcium, contenu dans de nombreux produitselaitipeut précipiter avec I'heme,
molécule amphiphile composée de chaines polarisEesnsi créer un complexe dans la
lumiére colique [89], [95]. Ces complexes conduiseta diminution de la concentration en
héme libre dans le contenu de la lumiére coliquéoet a la diminution de la concentration
en heme libre des eaux fécales. De ce fait, les Emales étant moins riches en heme, leur

pouvoircytotoxique diminue. Le contenu de la lumiere aadigperd une partie de son pouvoir
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irritant au contact de la muqueuse et entrainec@aséquent, moins de destruction cellulaire
et donc moins d’hyperprolifération cellulaire eriorg ce qui limite les possibles erreurs ou
dommages de I'’ADN [78].

L’héme étant en moindre quantité, outre son effeectl diminué, ses effets sur la

lipoperoxydation ainsi que la formation de compdséstrosés diminuent aussi (figure 12).
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Figure 12 : Effet protecteur du calcium sur la @arication en heme des eaux
fécale!

L’effet protecteur du Calcium s’explique par le ragisme d’action suivant :

+ Calcium o g
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Figure 13 : Effet protecteur du calcium sur le @areolorectal 1/ Le calcium précipite avec I'héme et diminue la
concentration en héme libre des eaux fécaledjminution de la cytotoxicité des eaux fécaledes effets irritants
direct et indirect de 'héme sur la muqueuse caiqu
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Le Calcium semble donc protéger la muqueuse detsale 'heme et diminuer le risque de

cancer colorectal.

b. Aliments riches en Calcium

Le Calcium est présent dans de nombreux alimems.plcoduits laitiers représentant la
principale source de Calcium en France, offrent lnmene biodisponibilité du Calcium dans
I'organisme ainsi qu’une bonne absorption (pré8@k). On retrouve aussi du Calcium dans

les amandes, les pistaches, les dattes, les filpsestanges, le chou, le brocoli...

Les apports journaliers recommandeés sont de 90{bungdour un individu adulte ayant

une alimentation équilibrée.

3. L'inhibition de la lipoperoxydation par les antiymants
a. Qu’est ce qu’un antioxydant ?

Un antioxydant permet de prévenir I'oxydation degdes alimentaires en cédant des
ions H+ capables d’interrompre la propagation akceux libres. Il existe des antioxydants
de synthése et des antioxydants d’origine natur@liéuellement, on déconseille I'utilisation
d’antioxydants chimiques suspectés d’étre cancéeg@t moins stables que les antioxydants

d’origine naturelle [9].

Parmi les antioxydants d’origine naturelle, on rlete épices, les plantes et les fruits,
produits trés riches en acides phénoliques, teds qu

- L'olive riche en hydroxytyrosol

- Leraisin riche en resveratrol

- La grenade riche en acide ellagique

On peut aussi retrouver des antioxydants sous rtaefade vitamines ; c’est le cas de la

vitamine E ou alpha-tocophérol, antioxydant appeaté a la famille des acides phénoliques.
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b. Les roles des antioxydants

Outre leur action préventive, les antioxydants anénht :
- les qualités organoleptiques des viandes telleslajeduleur rouge de la viande de
beoeuf, par exemple, grace a un effet protecteutigtognt myoglobine
- les qualités microbiologiques telles que linhibiti de la croissance de bactéries
(Listeria monocytogenesgffrant au consommateur un allongement de la ddeeee
des produits

- les qualités nutritionnelles en empéchant le phé&mande rancissement.

Les polyphénols, qui représentent une grande pdeseantioxydants, ont été étudiés pour
leurs propriétés anti-oxydantes et ont démontréftet positif sur la prévention de certaines
maladies, notamment les maladies cardiaques etdesers [11], [98]. On sait qu'ils
empéchent la formation de nouveaux vaisseaux sasgOr, le développement d’une tumeur
ne peut se faire quavec la présence de vaisseaumguss apportant molécules
inflammatoires et composeés nécessaires a la puatiid@ cellulaire.

Les polyphénols permettent donc de limiter la pgap@n tumorale.

Leur action est possible grace a leur fort pousiaifoxydant : ils sont capables de donner
un électron ou un atome d’hydrogene a un raditaé lafin de le neutraliser et de stopper
ainsi les reactions de lipoperoxydation [94].

Ces réactions se composent de trois étapes : uteut® initiatrice perd un hydrogéne et
conduit a la formation d’un radical libre (RH R’). Ce radical libre réagit avec une molécule
d’oxygene pour créer un radical péroxyle RO, — ROUO) qui préléeve un hydrogéne a un
lipide voisin (ROO+ RH— ROOH + R).

La présence constante d’oxygéene permet ces réaaiorchaine d’oxydation des lipides qui
ne peuvent étre arrétées que par la réaction derddicaux libres entre eux ou d’'un radical

libre et d’'un antioxydant tel qu’un polyphénol @anitamine E [53], [82].

Des études expérimentales ont d’ailleurs montréetésts positifs de ces molécules.
Dans un modelaén vitro mimant I'environnement gastrique, la vitamine Hiloait la

lipoperoxydation initiee par du fer héminique [6§99]. Dans un modelén vivo, I'huile
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d’olive inhibait I'induction de Iésions prénéoplases induites par I'hnémine chez le rat
chimio-induit [81].

Enfin, la mesure des TBARS lfiobarbituric Acid Reactive Substanemarqueur de
'oxydation des lipides, refléte I'effet neutralidades antioxydants sur la peroxydation des
lipides. L'ajout d’extrait de romarin, composé mclen acides phénoliques, a une viande
hachée de bceuf, permet de diminuer les TBARS de é0%onc de diminuer fortement

I'oxydation lipidique de la viande, ce qu’'on appetommunément le rancissement.

c. Quelques exemples

i. Le tocophérol

L’alpha-tocophérol, 'un des isomeres du tocophguhls connu sous le nom de vitamine

E, porte dans sa structure un radical capable agrravec un autre radical et ainsi créer une
molécule neutre et stable.

Figure 14 : Structure de la Vitamine E

tocophérol-OH + LOO<«— tocophérol-Os + LOOH LQOOs : radical libre lipidiqueg

Figure 15 : Réaction chimique entre la vitamingdegphérol) et un radical libre

La vitamine E est présente dans de nombreux alsnéont les huiles (Annexe 1):

I'huile de tournesol (48.7 mg pour 1009), I'huileldze (5.1 mg pour 100g), I'avocat (3.2 mg
pour 1009).

45



PARTIE A : Etude Bibliographique

Prévention de la cancérogénese heme-induite

La vitamine E agit en inhibant la propagation déotanation de radicaux libres par la
perte d’'une molécule d’hydrogene captée par lecehdibre [52]. Ce dernier gagne ainsi en

stabilité et perd son action oxydante et irritasuela muqueuse du célon.

ii. Lagrenade

La grenade est un fruit riche en fibres alimengiren folate (vitamine B9) et en
vitamine C. Elle est le plus souvent consommée fmuse de jus obtenus en pressant le fruit
entier avec sa peau. Les arilles, enveloppes charmomestibles entourant la graine,
contiennent des flavanols ; la peau contient dedeacellagique et gallagique et la couleur
rouge du fruit est due a la présence d’anthocyanes.

L’ensemble de ces composés offre & la grenade wwopoantioxydant trés important
(d’aprés la Base USDA d’indice ORAMxygen Radical Absorbance Capagityaleurs
moyennes d'ORA()).

Plus de 250 études ont mis en évidence l'effettipaki pouvoir antioxydant de la grenade
sur de nombreuses maladies dont le cancer [3][18], [54].

Cependant, ces études ne concernent que des suitlhdaires ou des modeles animaux
et sont principalement basées sur le cancer duetale la prostate. Le mode d’action de la
grenade semble plus complexe que celui de I'alpbaphérol ou des polyphénols et reste

méconnul.

Dans le cadre du cancer colorectal, nous savontequadicaux libres ont un réle dans la
cancérogénese. Il est donc intéressant de voiessiptopriétés reconnues de la grenade

pourraient avoir un effet protecteur sur la cangéngse colorectale.
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4. L'inhibition de la formation de composés N-nitrosés

Les polyphénols, tels que I'hydroxytyrosol contetans I'huile d’olive, I'acide ellagique
contenu dans la grenade ou le resvératrol contansi lé raisin, et la vitamine E sont capables
d’inhiber la formation de composés N-nitrosés [46§).

Cependant, les mécanismes impliqgués sont compébxaépendent de la présence ou non

de lipides a proximité.

Pour éviter la formation d’héme nitrosylé et deasamines, le retrait des nitrites dans les
charcuteries parait étre une meilleure solutionetet, une viande de porc non traitée avec
des nitrites conduit & une absence de cancérogé€onégee chez les rats et les souris qui
consomment un tel régime. Au contraire, lorsqu’thise des nitrites dans la transformation,

on voit apparaitre des lésions précancéreusea sudueuse colique des rongeurs [84].

Cependant, supprimer l'utilisation des nitrites sl#a fabrication des charcuteries semble
difficile dans notre pays connu pour ses salaisGeta demanderait aux consommateurs de
conserver leurs produits au réfrigérateur afin ggéamer le développement @ostridium

botulinum

Autre alternative cette fois envisageable, lesri@s pourraient diminuer le taux de nitrites
de 150 ppm a 80 ppm. Une conservation adéquate wWamndroit sec ou au réfrigérateur
suffiraient alors a limiter le développement detéaes dans ces charcuteries « faibles en

nitrites ».

Afin de limiter la formation de composés N-nitrosésninuer la quantité de nitrites dans
la lumiére colique reste une des solutions les maslaptées. L'utilisation de molécules anti-
nitrosantes telles que I'alpha-tocophérol ou lamine E semble aussi apporter de bons
résultats [38].
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V. Description des principaux modéles expérimentaux
1. Description des modeles rongeurs utilisés

Les études cas-témoins ainsi que les études deteatosont pas suffisantes pour étudier
les effets de certains aliments sur le développémercancer colorectal. Elles apportent de
nombreuses informations mais dépendent, pour lgapiu d’enquétes basées sur des
guestionnaires qui sont souvent sources de ba@uvaise meémoire, réponses peu precises...
Elles permettent d’obtenir des informations suitkedimples observations qui ne peuvent pas
prouver de lien de cause a effet.

Un modele expérimental est donc nécessaire pouorigppdes preuves directes et
améeliorer la compréhension des effets et des m&wasi de certains agents protecteurs ou, au
contraire, promoteurs. Les rongeurs constituentodele animal fondamental utilisé depuis
de nombreuses années afin d’étudier les causes tster les hypotheses d’apparition du

cancer colorectal.

Pour étre un bon modeéle expérimental, il est néo@sgue les rongeurs, notamment rats
et souris, puissent développer, comme I'Homme,légsons précancéreuses ou cancéreuses
au niveau de la muqueuse intestinale et cela déemaspontanée et rapide. Or, bien que la
premiére condition soit remplie, la deuxieme nétesfattendre plusieurs mois pour voir
apparaitre de telles Iésions. De plus, outre ldraotie temporelle, une contrainte financiere
s’ajoute : garder de tels animaux suppose l'utibtsade cages, la mise en place d'une
atmosphere spéciale, I'alimentation des individuitant de paramétres qui ont un codt non

négligeable. Nous avons donc recours a des modele®difiés » de rongeurs qui

développent des Iésions cancéreuses dans desicm#ide temps réduites.

a. Le modele Rats chimio-induits

Les rats utilisés en tant que modeéle animal duaeracwiorectal sont des rats appartenant a
une lignée pure. Il s'agit le plus souvent de Faseher 344 males qui recoivent, une semaine
avant la mise en place des différents régimes abames, une injection intra-péritonéale

d’azoxyméthane (AOM), un agent chimique initiatdarla cancérogénese colorectale.
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Dans I'organisme, I'azoxyméthane se transforme ethyazoxymethanol qui donne des
ions pouvant passer la barriere nucléaire et atguite au niveau de I’ADN en créant de
mauvais appariements entre les bases de I'’ADN [44].

Des lésions de type ACFABerrant Crypt Fodi, précurseurs d’adénocarcinomes dans
certains cas, se forment en deux semaines eneslésions de type MDM{cin Depleted
Foci) centrées sur des cryptes qui tapissent le cdldorg les cellules sont presque toutes des
cellules & mucus, apparaissent au bout de sepirssnenviron. Elles sont caractérisées par
des foyers de cryptes devenus dysplasiques ou @gadt leur capacité de production du
mucus, foyers précurseurs de cancer colorectaltubesurs de type adénocarcinome peuvent
étre visibles au-dela de trente semaines [22].

Sans initiateur, ces tumeurs n’apparaitraient pastglusieurs anneées...

Muqueuse Lésions Tumeurs
normale prénéoplasiques Adénome Adénocarcinome
(MN) (MDF, ACF)

MUonunonm
A0S

Tumeurs

MDF

ACF

Adénome Adénocarcinome

Figure 16 : les étapes de la cancérogénése calteatiservée chez les rats F344 induits a ’AOM/DM#]

Ce modéle est intéressant pour plusieurs rais@js [3
- les Iésions cancéreuses se situent dans le eblerrectum (comme chez I'Homme)
- le recto-c6lon des rats est sensiblement équivalen point de vue histologique au

recto-colon de 'Homme
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- on observe un développement assez similaire désoaarcinomes chez le rat
Fischer 344 et chez 'Homme (figure 16)
- I'interaction entre la béta-caténine et 'ADN sein du noyau est présente chez les

deux especes.

Le point critique qui différencie ce modéle aninthi modele humain est I'absence de
mutation du géené\pc qui ne représente que 8% chez le Rat Fischer B#4 qu’elle est

retrouvée quasi systématiqguement chez ’'Homme.

b. Le modele Souris Miapc

Contrairement aux rats décrits précédemment, legsssMin/apc (souche C57BL6/J)
possédent un matériel génétique modifié par rapgpatiautres lignées de souris pures. En
effet, ces souris sont mutées sur le gApe On parle de souris Min (Multiple Intestinal
Neoplasia) car elles développent de maniere spéatdes adénomes en dix a douze semaines
(contre plusieurs mois a années chez des sounsnrates »).

Une étude approfondie de ce modele a permis de reowife que la mutation du geAec
était similaire a celle observée chez les persoappartenant a des familles PAF ou chez de

nombreux individus souffrant de cancers colorectdapparition sporadique [33], [92].

Les souris Mirdpc représentent donc un bon modéle pour comprendiereentre
géneétique et cancer du cblon :
- Comme chez 'Homme, la mutation du géfec est présente et constitue le point de
départ de I'apparition de Iésions cancéreuses
- Les souris sont génétiquement modifiées et ne déemhraucune injection comme

c’'est le cas chez les rats.

Les lésions cancéreuses observées chez les souniapbise situent préférentiellement
sur la muqueuse de l'intestin gréle, contraireneehHomme, chez qui elles se situent sur le
cblon. Cependant, I'intestin gréle des souris eetto-cdlon du rat et de I'Homme présentent

la méme origine embryonnaire. Le recto-cblon desdarris possede une autre origine
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embryonnaire moins bien connue. De ce fait, l'ititegréle de la souris est histologiquement

plus proche du recto-célon de ’'Homme et du ratmgi€est le recto-colon lui-méme.

c. La combinaison des deux modeles

Dans notre étude, nous avons utilisé conjointed@sntieux modeles : rat chimio-induit et
souris MinApc. Chacun de ces modéles apporte des avantages apmeahe sur certains
points de 'Homme. Une méta-analyse basée surdétle la consommation d’aspirine, de
béta-carotene, de calcium ou de blé chez 6 71htailes, 3 911 rats et 458 souris a montré
gue ces deux modéles sont de bons prédicteurs cnt@@rogénese humaine, qui different
seulement selon les agents étudiés [33].

De ce fait, il est utile et nécessaire d’asso@srdeux modeéles afin d’optimiser les résultats et

de se rapprocher au mieux de la situation humaine.

2. Description des lésions prénéoplasiques utiliséase biomarqueurs

a. Les Foyers de Cryptes Aberrant@®érrant Crypt Fodo

Chez 'Homme, le dépistage du cancer du cdlon ppasain examen coloscopique
durant lequel sont recherchées des lésions de tuenge de type polypes adénomateux ou
polypes hyperplasiques. Outre ces Iésions, il esteexertaines dites précancéreuses et que
'on observe plus difficilement [4]. C’est le cassdfoyers de cryptes aberrantes retrouvées

chez les modeles animaux expérimentaux choisis.

Les foyers de cryptes aberrantes (ou ACF) sontgdespes de cryptes au diamétre
élargi entourés d’un épithélium épaissi et assaxiése diminution de la sécrétion de mucus.
Ces anomalies de la muqueuse colique sont génédmalgutus facilement observables aprés
coloration au bleu de méthyléne a 0.2% (figure 17).

De nombreuses images de mitoses sont observéetedatex tiers inférieurs des cryptes [4]

ce qui signe une intense activité de division ¢aita au niveau de ces cryptes (figure 18).
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Figure 17 : Deux foyers de cryptes aberrantesaréau bleu de méthyléne a
gauche et au HIDAB a droite

Figure 18 : Structure histologique du foyer de tegmberrantes précédant coloré au HIDAB

Les foyers de cryptes aberrantes sont généralemmmposés de plusieurs cryptes

aberrantes (jusqu’a 20) qui se différencient dgptes normales par [20] :

Un aspect surélevé

Une taille plus importante, en largeur comme erigodeur

Une lumiére en forme de fente contrairement a wungdre ronde pour les cryptes
normales

Un assemblage groupé : les cryptes d'un méme fegat groupées entre elles et
séparées des cryptes normales par un espace y#al@paissi

Une coloration au bleu de méthyléne 0.2% plus sgen

Initiation Promotion Progression

l

Crypte normale Crypte aberrante Foyer de cryptes Adénome Adénocarcinome

aberrantes

Figure 19 : Formation d’'un adénocarcinome

52



PARTIE A : Etude Bibliographique

Description des principaux modeles expérimentaux

Ces ACF sont visibles 15 jours apres initiatioA0M chez le rat Fischer 344 ou
spontanément chez la souris Mipt.

lIs sont ensuite promus par les facteurs alimesgaiels que la consommation de
viande rouge ou inhibés par l'effet de certainedéncudes telles qu’'un régime enrichi en
calcium [21].
Leur détection au microscope optique représente donntérét dans notre étude.

Enfin, il peut étre utile de préciser que le nomdfACF dépend de la dose de
cancérigene administrée. Par contre, leur tailest@-dire le nombre de cryptes contenues

dans un foyer, exprime la vitesse de croissande duplication des cryptes aberrantes [64].

Le nombred’ACF chez un individu reflete donc I'effet initeur du cancer colorectal.

Le nombre de cryptes par foyer, c’'est-a-dire ldetale la |ésiorrefléte, quant a elle, I'effet

promoteurd’un facteur testé [32].

b. Les Foyers de Cryptes Pauvres en Mucikkigin Depleted
Foci)

Les foyers pauvres en mucine sont des lésionspréceuses prédictives du cancer du
coblon. lls sont observables apres coloration auABDhigh-iron diamine alcian blue).

Les cryptes sont plus petites que des cryptes resn& leur lumiére est aplatie et
allongée au lieu d’étre ronde [27]. Elles sont rewmissables par une production de mucus

faible voire nulle (figure 20).

Les MDF sont visibles sept semaines apres injea®rcancérigene, soit beaucoup

plus tardivement que les ACF. Ils sont moins nombigue ces derniers.

lIs sont représentatifs d'une forte inflammation e muqueuse (présence de
nombreux marqueurs inflammatoires). En effet, latd@e sulfate de sodium, compose
inducteur de l'inflammation, conduit a la formatide MDF de maniére dose-dépendante. La
présence de ces foyers dans la muqueuse coligu#esardiquer I'influence d’'un phénomene
inflammatoire dans I'apparition du cancer colorkfa
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Figure 20 : Deux foyers déplétés en mucine : cadoréleu de méthyléne a gauche et au HIDAB a droite

Figure 21 : Structure histologique du foyer dépkiémucine précédant coloré au HIDAB

De plus, les MDF apparaissent comme plus prédiqtits les ACF. En effet, ils sont
plus dysplasiques que ces derniers et présentenimdéations plus proches des tumeurs
macroscopiques que celles rencontrées au sein @es RPeu d’ACF conduisent réellement a
des adénocarcinomes : cela dépend de leur deghgsgkasie alors que les MDF conduisent a

des lésions malignes dans tous les cas [27].

54



OBJECTIFS de cette étude

OBJECTIFS de cette étude

Les objectifs de I'étude SécuriViande a laquele participé modestement étaient :

1- De démontrer les effets promoteurs de la consoromaté viandes bovines plus ou
moins cuites et de charcuteries expérimentales dbeszrats chimio-induits (Iésions

précancéreuses : ACF et MDF) et chez des sourigtMineurs intestinales).

2- De chercher des additifs ou traitements des viargigs diminuent ces effets

promoteurs.

L'objectif de mon travail de thése était :

3- De mesurer le taux d’héme dans les eaux fécalesatest des souris et de chercher la
corrélation entre ces mesures et la cancérogénvedeéé par les autres membres de
'équipe. Les mémes mesures ont été effectuéeslpsigroupes « charcuteries » ou
les groupes «viandes » mais jai décidé de préseseulement les résultats

concernant les viandes rouges.
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PARTIE B : Expérimentation

l. Le Projet SécuriViande
1. L’étude SécuriViande

a. Etude préalable

L’incidence du cancer colorectal ne cesse de pssgre Au cours des dernieres
années, de nombreux chercheurs ont mis en évidemndke non négligeable de I'alimentation

dans le risque d’apparition de lésions précancésees regard de la mugueuse colique.

L’étude SécuriViande a pour objectif de détermides stratégies de prévention de la
cancérogénese colorectale suite a des régimes seésipge viandes rouges ou de charcuteries
en limitant les effets directs et indirects de fit& Cette étude a deux enjeux : un enjeu
scientifique qui est de mieux comprendre les mé&raes de promotion du cancer colorectal
induite par les viandes rouges et charcuteriesneenjeu de santé publique qui est de
déterminer des aliments protecteurs et des recoaatians afin de limiter I'incidence de ce

cancer.

Ce projet, basé sur une coopération internatiomstefinancé par I'’ANR, coordonné
par Fabrice Pierre et s’étend sur quatre annéesctierche. Une dizaine d’équipes travaillent
ensemble sur ce projet qui est composé de 7 téfiese 21). Pour plus d’informations, vous

pouvez visiter le site internet du projétttp://securiviande.free.fr

Au cours des études préalables, différentes vt été sélectionnées ainsi que
différents agents antioxydants.
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Figure 22 : Projet SécuriViande, diagramme présemes différentes taches du projet

La tache qui précéde cette étude a testé douzenadas différentes, composées de
molécules anti-oxydantes seules ou en synergiesieRits classes d’antioxydants ont été
testées : Acides et terpénes phénoliques, Flavespftilbenes, Vitamines, Antioxydants de
synthése. Le potentiel antioxydant de ces moléauletg évalué par la méthode de DPPH (1,1

Diphényl 2 Pycril Hydrazil, radical libre stable).

La structure de ces composeés explique leur actitiro&ydante : plus il y a de groupes
hydroxyles présents sur les groupes aromatiques, lfffet antioxydant est fort. L'étude

précédente montre un fort pouvoir antioxydant gdewwzomplexe raisin-olive qui présente six

groupes hydroxyles (trois pour chaque molécule).

OH
oA

OH

Figure 23 : Hydroxytyrosol (olive)
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Figure 25 : Acide ellagique (grenade) Figure 26 : Alpha-tocophérol (= vitamine E)

L’alpha-tocophérol montre un seul groupement hydiemxlLa grenade quant a elle

posséde quatre groupements hydroxyles et offreoungir antioxydant non négligeable.

Suite a leur pouvoir antioxydant, trois marinadeslpha-tocophérol », « marinade
raisin-olive », « grenade ») ont été sélectionmpms cette étude afin de tester leur efficacité

contre la lipoperoxydation dans des conditions erpntales sur rongeurs.

b. Etude actuelle

L’étude que jai menée au sein de l'équipe « Towei9 PPCA : Prévention et
Promotion de la Cancérogénese par I'Alimentatiacorrespond a la tache numéro quatre
intitulée : « Modulation de la cancérogenese hérdaite par des viandes rouges et des
charcuteries sur deux animaux modeéles de cancésgerle rat chimio-induit et la souris
Min ».

Le but de cette tache est de déterminer I'effatndéifications de procédés de fabrication des
charcuteries et des viandes bovines sur la promal&ola cancérogénese colorectale heme-
induite qui se traduit par I'apparition de Iésigmrécancéreuses de type AGkbérrant Crypt
Foci) et MDF Mucin Depleted Fogidu célon et les tumeurs polypoides du gréle deei

rongeurs : le rat chimio-induit a ’AOM et la sosimutée Mirdpc.

Cette étude se compose de deux étapes :

- La premiére étape consiste a évaluer si la motificales procédés de fabrication de
viandes bovines et de charcuteries influence laatp des viandes a moduler des

biomarqueurs biochimiques tels que I’heme corralisscancérogenese colorectale.
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- La deuxieme étape consiste a évaluer si ces méiaredes sont capables de moduler
la cancérogenése colorectale chez deux espécesgleurs : le rat chimio-induit et la
souris Min.

2. Matériel et méthodes

a. Expérimentation animale

Le protocole d’expérimentation a été divisé en dgroupes en fonction de I'espéce
animale. D’'une part, 166 rats Fischer males, ages3 h 4 semaines, ont été répartis,
individuellement et aléatoirement dans 166 cagesetabolisme grillagées et situées dans

I'animalerie INRA du batiment A de Toxalim.

D’autre part, 187 souris males et femelles C57B16/Apc agées de 5 a 10 semaines
ont été réparties dans 41 cages, par groupe desdaris de méme sexe par cage, SOUMIses a
un méme régime. Elles ont été réparties de maai@e qu’il y ait tous les ages représentés
pour un méme régime. Les cages ont été disposéssuda animalerie différente de celle des

rats pour éviter la transmission de germes intpé@ss.

Rats et souris ont évolué dans des salles clinegti§22°C) et ont été soumis a un cycle
jour/nuit de 12h.

b. Protocole nutritionnel et régimes expérimentaux

i. Les rats Fischer 344

Les rats Fischer 344, contrairement aux souris &/ ne présentent pas de
cancérogenese colorectale spontanée. Afin d'initieite derniére, deux jours apres leur
réception, les rats ont été traités par une igaaif AOM (azoxyméthane, molécule initiatrice
de cancérogenése colorectale chez les rongeurs) dbde de 20 mg/kg par voie intra-
péritonéale.
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Les rats ont été nourris avec un régime AIN-76 dudas neuf premiers jours
d’adaptation a leur nouvel environnement. lls @gurune injection d’AOM deux jours apreés

leur arrivée.

Les régimes expérimentaux ont ensuite été distsilmubtidiennement pendant 100 jours a
heure fixe (17h = 1h).

La base AIN-76 (fabriqué par 'UPAE de Jouy, va@bleau | Diet formulations

3) [8] est un mélange apportant glucides, minéraitamines et Ingredients  AIN-76
fibores. Ce mélange a été élaboré de maniere a edeqtaux de| Casein 20
. . . : oL-Methicnine 0.3
calcium soit bas (20 umol de calcium phosphateaiirdent sec) & e 15
car, comme nous l'avons vu précédemment, le cal@uum effet E,%%’?SE 5g
|
protecteur sur la muqueuse colique et diminue dénablement le| Corn oil 5
. Mineral mixture 3.5
risque de cancer colorectal. VRErT rne 1
Choline 0.2

Tableau 3 : Formulation de la base AIN-76

La ration quotidienne proposée aux rats était caapale :

- 50% de base AIN-76 (environ 6g) complétée d’huideadrthame (5%),
trés riche en acides gras polyinsaturés, dispoage dn ramequin. Cette
base apportait un mélange de vitamines, minérafires.

- 50% de viande modéle disposée dans un ramequiarda grille.

- D’eauad libitum (biberons pour rongeurs).

Le régime « témoin » était, quant a lui, composé de
- 100% de base AIN-76 (environ 16 g par rat) compléfé@uile de carthame
(5%) et de sucrose (6%).
- D’eauad libitum(biberons pour rongeurs).

Six régimes a base de viandes bovines modelesrméssdans le tableau 4, ont été proposés
et ont permis de tester plusieurs parametresfet'ée la marinade et de la cuisson a plusieurs

niveaux (viande crue, bleue ou bien cuite).
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GROUPE REGIME NBRE RAT
TEM Base témoin AIN76 modifiée 20
SUMF Faux filet, sous film, non mariné, cru 12
SCMF Faux filet, sous film, non mariné, bleu 12
SDMF Faux filet, sous film, non mariné, bien cuit 12
SUGF Faux filet, sous film, mariné raisin-olive, cru 12
SCGF Faux filet, sous film, mariné raisin-olive, bleu 12
SDGF Ezil'lcx filet, sous film, mariné raisin-olive, bien 12

Tableau 4 : Régimes expérimentaux distribués atgxdarant 100 jours.

i. Les Souris Mirdpc

Les souris Mirdpc sont des souris modifiées génétiguement qui ptéstende
maniére spontanée, des tumeurs de la muqueustnategnotamment dans le gréle) dans les
90 a 100 jours de vie. Elles sont mutées sur le g (Adenomatous Polyposis Cpokt,
comme chez 'Homme, cette mutation entraine l'ajpipar de polypes sur la muqueuse,

Iésions qui conduisent souvent a I'apparition dedurs.

A leur arrivée, les souris ont été réparties end@iges de 18 a 36 souris. Puis, comme
pour les rats, elles ont été nourries avec la BdBe76 durant une semaine afin qu’elles
s’adaptent a leur nouvel environnement. Les régexegrimentaux ont ensuite été distribués,

quotidiennement, a heure fixe, pendant 49 jours.

Contrairement aux rats, les souris ont recu letiomasous forme d’un mélange de
base AIN-76 et de viande choisie. Nous avons rendgartprs des premieres distributions
d’aliments, que les souris gaspillaient la poudzesdieur litiere en une quinzaine de minutes.
Leur consommation en poudre AIN-76 était donc féagsar ces pertes. Nous avons donc
choisi de faire un mélange entre poudre et viamdgde, mélange plus épais et soumis a une
péroxydation des viandes plus importante mais lmaumoins gaspillé. Ce mélange a été
réalisé chaque semaine avec 60% de poudre AIN-iéhenen huile de carthame (5%) et de
40% de viande bovine modele broyée. L'eau étaipgséead libitum (biberons pour

rongeurs).
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Le régime « témoin » était, quant a lui, composé de
- 100% de base AIN-76 complétée d’huile de carthabde) (et de sucrose
(6%) ad libitum

- Eauad libitum(biberons pour rongeurs).

Quatre régimes et un régime témoin ont été propamsésouris et sont présentés dans le

tableau 5.
GROUPE REGIME NBRE SOURIS
TEM Base témoin AIN76 modifiée 25
SUMF Faux filet, sous film, non mariné, cru 18
SCMF Faux filet, sous film, non mariné, bleu 18
SUGF Faux filet, sous film, mariné raisin-olive, cru 18
SCGF Faux filet, sous film, mariné raisin-olive, bleu 18

Tableau 5 : Régimes expérimentaux distribués ausissdurant 49 jours

c. Données zootechniques et échantillons

i. Les Rats Fischer 344

Les rats ont été pesés a leur arrivée (JO) puidaisgar semaine les deux premiéeres
semaines (J7 et J14) puis toutes les deux sem@®@sJ42, J54, J70 et J84) afin de contrdler

leur croissance.

La consommation d’aliments et d’eau a été mesueée tbis sur deux jours (J18-20
et J81-83). Les rations ont été distribuées apegéeminutieuse. 24h apres, les excédents et
gaspillages ont été récupérés et séchés pendanuiirau four afin d’évaluer leur proportion

en matiére seche.

Les feces ont été récoltées sur 5 cycles de 4 jal#4-J28, J60-J63, J74-J77, J81-J84,
J88-J91 et conservées a -80°C. Les urines ont ésundes sur 24h grace a des cages a
métabolisme dans lesquelles les rats été placesilla (J67-J70). Le volume urinaire de

chaque rat a été évalué et les urines ont été n@esea -20°C.
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Apres 100 jours de distribution quotidienne, lessrant été sacrifies (CO2 +
élongation cervicale). Le cblon a été prélevé, yadéinjection de tampon de Kreb’s Ringer,
une solution physiologique, puis ouvert longitudimaent et fixé entre deux lamelles de
papier filtre et conservé dans du formol tampori@¥4) (Sigma Chemical).

i. Les souris Mindpc

Les souris ont été pesées a leur arrivée (JO) pulg, J16 et J32 et avant d'étre
sacrifiées a J49, J50 ou J51. Les feces ont ébpitéés sur deux cycles : J28-J32 et J37-J39 et

conserveées a - 80°C. Les urines ont été réecupardéd par pression vésicale et conservées a
-20°C.

Aprés 49 a 51 jours de distribution quotidienne dégimes, les souris ont été

sacrifiées (CO2), leur intestin gréle et leur cOtmmt été prélevés et préparés de la méme
maniere que pour les rats.

d. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées aviegilgel GraphPad Instat 3 et sont
basées sur difféerents tests statistiques : analgserariance (ANOVA), test de Student,

correction de Bonferronni, test de Tukey et cotiéta de Pearson.
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[I.  La Cancérogénese héme-induite

Le dosage de 'héme a été realisé par mes promias avec les conseils d’Océane
Martin, de Sylviane Taché et de Nathalie Naud. @sade a été effectué dans les eaux fécales

des rongeurs de tous les groupes, charcuteriearetes rouges.

Une étude préalable conduite sur des rats chindoiis nourris avec de I'hémoglobine, des
amines hétérocycliques et des nitrites et nitrdiess I'eau a montré que seul 'heme était
promoteur du nombre de MDF [15]. Les charcutertastésuspectées d'étre promotrices de la
cancérogénese colorectale par le biais des nititeslles contiennent et qui interagissent

avec I'heme, les résultats leur correspondant nedmnc pas présentes ici.

Seuls les résultats des dosages de I'hneme présesties eaux fécales des rongeurs ayant
consommé des viandes rouges (ainsi que les témsms)présentés et discutés par la suite
afin de répondre a la problématique « Viandes eic@amgéneése colorectale : effet de

I'néme ».

1. Matériel et méthodes : Dosage d’'un biomarqueurd fddame

a. Préparation des eaux fécales

Les féces des rats ont été récoltées individuelenhes feces des souris ont été récoltées
par pool, c’est-a-dire que les selles des sougm@@nant aux mémes cages et soumises aux

mémes régimes ont été récoltées simultanémendsstirction.

Les eaux fécales ont été préparées dans des takdEs L. Pour chaque individu (rats)
ou pool (souris), nous avons peseé les feces poigéajl mL d’eau pour 0.4 g de féces. Nous
avons également ajouté trois billes en céramique gméliorer le broyage ainsi que 50 pL de
BHT 0.45 M (Sigma Chemical) par mL d’eau ajoutés ltebes ont ensuite été agités sur 3
cycles de 30 secondes au Fast-Prep puis centrituges00 g pendant 20 minutes a 4°C. Le

surnageant a ensuite été récolté et aliquoté aae gluis conservé a -80°C jusqu’au dosage.
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b. Dosage de 'héme

Le dosage de I’'heme a pour but de déterminer latgéad’héme présente dans les eaux
fécales par mesure spectrofluorimétriqgue. Ce dosatibasé sur la méthode de Sesink et al,
2000.

Pour chaque échantillon de feces, quatre microtobe®té préparés : deux microtubes dits

« blancs » et deux microtubes dits « essais ».

2x25 uL d’eaux fécales préparées et décongeléegaptément ont été dilués dans
2x125 pL du mélange isopropanol/HClI 1M (5:1) (Sigredemical 54896BK/Fluka
SZBB0480V), agités 1 minute au carrousel puis degiés 10 min a 10 000g. Cette étape a

pour but de précipiter les protéines.

2x25 puL du surnageant obtenu ont été déposés aansauotube dit « blanc » et un
microtube dit « essai ». A chacun de ces 25 pL, H0@'acide acétique glacial (pur) (Sigma
Chemical) ont été ajoutés puis 25 puL d'une solufi@s04, 7H20 a 0.12 mol/L (Sigma
Chemical 80K1350) et de HCI a 4.5 mol/L (Fluka SZBBOV). Cette étape permet la

transformation de I'hnéme en porphyrine fluorescentg sera ultérieurement lue par

spectrofluorimétrie.

Apres agitation au carrousel, les microtubes digssais » sont mis a incuber a 60°C
pendant 30 minutes. A la fin de lincubation pows Imicrotubes dits « essais » ou
consécutivement a I'ajout de la solution ferreusarges microtubes dits « blancs », 1 mL
d’'une solution d’'isopropanol/eau (1:1) (Sigma Cheah54896BK) a été ajouté. Le but de

cette étape est d’'arréter la réaction.

En parallele, une gamme étalon a été préparéee dedhémoglobine de beceuf a
différentes concentrations : 0, 4.35, 8.75, 175, B0, 140 uM. Elle a été obtenue par
dilutions successives d'un mélange initial de 11§ dihémoglobine de bovin (Sigma
Chemical 098K7023) dilués dans 400 pL d’isopropéi©l 1M (Sigma Chemical 54896BK
et Fluka SZBB0480V). 100 uL de ce mélange ont éédepés et mélangés avec 200 pL
d’isopropanol/HCI 1M (Sigma Chemical 54896BK et kdu5ZBB0480V).
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Apres agitation manuelle, 200 pL de ce deuxiemengd ont été prélevés et mélangés avec
200 pL d'isopropanol/HCI 1M (Sigma Chemical 54896BKFluka SZBB0480V). Et ainsi de
suite, par dilution en cascade jusqu’a obtentioladgmme compléte.

Cette gamme permet d’estimer la quantité d’hemsegoté& dans chaque échantillon testé. Elle
est, elle aussi, constituée de microtubes ditsardsl» non soumis a lincubation et de

microtubes dits « essais » incubés pendant 30 asnut

125 pL Isopropanol + HClI 1 M

2 x 25 L ‘eaux fécales de l'individu X

E E = Agitation 1 min

= Centrifugation 10 min a 10 000g

/ l \ 2 25 uL du surnageant
v

Tube 1 : donne 2x25 pL dans E1 et B1
Tube 2 : donne 2x25 uL dans E2 et B2

E1 ¢ B1L © E2 ¥ B2 @

= Ajout de 500 mL d’acide acétique pur dans chacuwdibes
= Ajout de 25 pL de FeS0O4, 7H20 dans chacun desestub
=> Agitation 1 min et incubation de E1 et E2 a 60°@Gdant 30 minutes.

Au bout de 30 min,

+ 1 mL d'isopropanol / H20

mmim mim ] ]
E160°C E2 60°C e/ BlaTam Y/ B2aTamk Y

Figure 27 : Protocole de préparation des eauxdécal
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100 pL de chacun des microtubes réalisés ont enététprélevés et déposés dans la cupule

d’'une plague noire pour la lecture par spectroftuétrie de 96 puits (Annexe 2).

Apres dépdt sur la plaque, la fluorescence desnéitbas a été mesurée par
spectrofluorimétrie, a une longueur d’'onde d’exeita de 405 nm et une longueur d’onde

d’émission de 609 nm a I'aide d’un spectrofluorimeIECAN.

Les résultats ont ensuite été exprimés en uM d’héams les eaux fécales, apres estimation

de la quantité d’héme de chaque échantillon grdaggamme étalon.

2. Résultats du dosage de I’héme fécal

a. Chez les rats

i. Consommation d’'eau et d’aliment

La consommation d’'eau et d’aliment a été mesurée saixante-et-un et soixante
deuxieme jours (Annexe 3). Le groupe témoin a camsé en moyenne 16.5 + 2.1 g de
poudre. Les groupes soumis a une viande bovinemrdommé en moyenne 6.2 + 0.2 g de
poudre (soit 52.7% * 6) et 5.7 = 1.3 g de viandar® (soit 47.3% =6).

Les analyses statistiques montrent que les rats agasommé des régimes a base de viandes
ont consommé moins d’aliment que les rats sounuis Eégime a base de poudre seulement
(p< 0.0001).

Il n"existe pas de différence significative pourckznsommation d’eau.

i. Croissance

Le poids de chaque rat a été évalué a JO, J7)3a84,)42, J54, J70, J84 et J96. Il était
de 87.0 £ 1.0g a4 JO, de 200.0 + 6.0g a J28 eBH®OZF 10.0g a J96.
Malgré la croissance apparemment plus rapide dssémoins qui pourrait s’expliquer par
une consommation d’aliment plus importante, il séx pas de différence significative entre

les groupes (Annexe 4).
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iii. Dosage de I'hnéme

La concentration en héme, en UM, dans les eaukefedas rats ayant consommé un

régime témoin ou des viandes bovines est présdatéele graphe 1.

[héeme] —
Viandes bovines modéles frﬂg"F = hon marinee et
250
SCMF = non marinée et
T bleue
- 200
- SDMF = non marinée et
S 150 bien cuite
=]
= o L SUGF = marinée et crue
100 T
SCGF = marinée et cuite
S0 B SDGF = marinée et bien
cuite
D - T T T T T 1
TEM SUMF SCMF SDMF SUGF SCGF SDGF

Graphe 1: Concentration en héme dans les eauwefédak rats aprés consommation de viandes bovines
(écart-types en mode SEM)

Les eaux fécales des rats ayant consommeé les gidmodines modeles présentent une
teneur en heme significativement supérieure aupgréémoin (p < 0.0001). On note donc un
effet viande.

La consommation de viande crue (SU) conduit & des décales significativement plus
riches en heme que la consommation de viande KBevoire bien cuite (SD) (p < 0.001).

La consommation de viande marinée (GF) diminueolacentration en heéme dans les eaux
fécales (p =0.044), notamment lorsqu’on compareisdes crues, marinée (SUGF) ou pas
(SUMF).
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Il semble qu’a travers ces résultats, on puissedlie :

- Iy a un effet viande : la consommation de viandegines, riches en heme, conduit & une
concentration en héme dans les eaux fécales inmperta
- Il n’'y a pas d’effet groupe : quel que soit le régi comparé au groupe témoin, il présente

une teneur en heme significativement supérieure (pO001) mais comparés entre eux,

D

pour un méme facteur de variation, aucun groupetrsggnificativement différent dg
l'autre.
- La cuisson diminue la concentration en héme des Egales.
- La marinade diminue la concentration en heme dag &gales. Son effet est significatif

mais limité selon le mode de cuisson de la viande.

b. Chez les souris
i. Consommation d'eau et d’aliments

La consommation d’eau et d’aliments n’a pu étre uiatilisée pour les raisons suivantes :

- Plusieurs souris évoluaient dans une méme cagecetnsommation par souris est, de
ce fait, biaisée. En effet, il est possible de ahgileer la consommation par jour pour x
souris et d’en déduire une consommation par soo@is cela reste approximatif et ne

prend pas en compte la hiérarchie a l'intérieugcwpe.

- La méthode de distribution du régime pour les sodiffere de celle des rats. Des le
début des expériences, il s’est avéré que lesssowaingeaient préférentiellement la
poudre plutét que les viandes. Il a donc été dédeldroyer les viandes et de les
mélanger, de maniére homogéne, a la poudre. Ceftthone a conduit a une
consommation du mélange par les souris plus adéquais aussi a beaucoup de

pertes dans les litieres, pertes qui n’ont pu &raptabilisées.

Pour ces deux raisons principales, il a été imptssde construire des courbes de

consommation d’aliments et d’eau par les souris.
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ii. Croissance

Le poids de chaque souris a été estimé a JO, &7,J32 et J45 (Annexe 4). Un
ralentissement de la croissance des souris du grigupoin s'observe a J32. Cela s’explique
par le fait que les souris ont été placées surgddles afin de récolter plus facilement les
feces. Un gaspillage plus important de la poudé&anoté et, de ce fait, un acces plus limité
au régime. Ce probléme ne s’est pas retrouveélpswautres groupes.

A J32, les souris ayant consommeé des viandes bowinieun poids significativement
plus important que les souris soumises au régimg\dande (p < 0.0001).

A la fin de I'expérimentation, il n’y a aucune difence significative entre les groupes de

viandes bovines et le groupe sans viande témoin.

* Remarque concernant la mortalité des individus

Contrairement aux rats qui étaient en cage indafidula mortalité des souris a été évaluée
chaque jour. Une souris est morte avant la finelg€rimentation. Il s’agissait d’un individu

du groupe «viande marinée crue ». Nous n’avonsdf@slication précise ; nous savons
seulement que ces souris sont des souris mutambeeuses de nombreux polypes, et
exposees de ce fait, a une anémie précoce. Cepermedtie mortalité est unique et non

significative. Il pourrait s’agir d’'un événemenéatoire.

iii. Dosage de I'hnéme

La concentration en heme, en uM, dans les eaule&das souris ayant consommeé un

régime témoin ou des viandes bovines est présdatéele graphe 2.

Les eaux fécales des souris soumises a_un régime \Wande présentent une

concentration en heme importante. Les eaux féciesats ayant consommeé le méme régime
sans viande contiennent trés peu d’héme. Ce résdsaétonnant chez les souris sera discuté

plus loin.
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[héme]
Viandes bovines modeles SUMF = non marinée
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Graphe 2 : Concentration en héme dans les eaube$édas souris aprés consommation de viandes ksovine
modéles (écart-types en mode SEM)

Cependant, on observe un effet viande : les eatadef® des souris ayant consommeé
des viandes bovines sont plus riches en heme guedex fécales de souris n'ayant pas
consomme de viande (p = 0.015).

Lorsqu'on compare les groupes entre eux, on note différence significative de la
concentration en heme des eaux fécales entre lgs styant consommeé des viandes cuites
(bleues = SC) et les souris nayant consommé auganee (p = 0.023).

Chez les autres groupes comparés, il n'y pas €érelifce significative.

La consommation de viandes bovines augmente ledé@me dans les eaux fécales.

La consommation de viandes cuites semble augmelgemaniere significative le taux

d’héme dans les eaux fécales.

La marinade ne semble avoir aucun effet sur la@atnation en héme des eaux fécales.
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lll. Effet des viandes sur les |ésions (pré)cancéreusks rongeurs
1. Matériel et méthodes : Comptage des lésions cameese

a. Comptage des lésions précancéreuses chez les rats

Apres sacrifice des rats au CO2 (J100), les cGon®té prélevés, vidés par injection
de tampon Kreb’s Ringer, ouverts longitudinalemenfixés entre deux feuilles de papier

filtre dans du formol tamponné a 10%.

Afin d’observer les ACFAberrant Crypt Fog, les cblons ont été colorés au bleu de
méthylene (0.05% dans de I'eau distillée) pend@ntinutes. La lecture a été effectuée a
I'aide d’'un microscope au grossissement x40 pax dgeérateurs. Les cdlons soumis a la
lecture par chacun des opérateurs sont codésopksiteurs ne connaissent pas l'origine de
I'échantillon. Le nombre et la taille des ACF (namlde cryptes aberrantes par ACF) ont été

notés.

La lecture des MDF Mucin Depleted Fogi est plus complexe et repose sur
'observation de plusieurs parametres : la prodactie mucine, une lumiere irréguliere, la
surélévation des foyers par rapport a la muqueolsgue et le nombre de cryptes supérieures
a deux [27].Les cblons ont été colorés selon la méthode HIDABH-iron diamine Alcian
blue) [27].La lecture a été effectuée sous microscope par dpérateurs. Le nombre et la

taille des MDF ont été notés.

b. Comptage des tumeurs chez les souris

Contrairement aux rats, les céloasles intestins gréles des souris ont été prélevés.
Les intestins gréles ont été déposés dans unewsollg bleu de méthylene 0.0009 ppm dans
la formaline (1.8 mL de bleu de méthyléne a 0,0584sd100 mL de formaline) pendant
plusieurs jours. Les cblons ont été déposés daessalution de bleu de méthyléne 0.0012
ppm dans la formaline (2,4 mL de bleu de méthyl@r®&05% dans 100 mL de formaline)

pendant plusieurs jours.
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Sous coloration, les tumeurs sont plus faciles seoder. Elles ont des villosités
déeformées et grossies, bleutées au bout mais teecém la tumeur reste clair tandis que les
follicules apparaissent en structure arrondie ddetm bleu cyan homogene et entourée de
villosités normales.

Les comptages ont été effectués par deux opératesolons et intestins des souris
soumis a la lecture par chacun des opérateurst@mipdés au préalable empéchant ainsi aux
opérateurs de savoir a quel groupe appartientdidtilon.

Les tumeurs intestinales ont été évaluées a laelaupn grossissement x120 et classifiées en
trois tailles distinctes : petites (< 1mm), moyenfiea 2 mm) et grosses (> 2mm).
Les tumeurs coliques ont été évaluées a la loupegrossissement x250 ou sous microscope
a un grossissement x40.

Les souris Min présentent des Iésions tumoralesieeau de la muqueuse de l'intestin
gréle principalement, muqueuse dont la structutrgine histologiques se rapprochent de

la muqueuse colique de 'Homme.

2. Résultats du comptage des lésions précancéreuses

a. Chez les rats
i. Dénombrement des lésions prénéoplasiques

* Nombre et taille des ACFAperrant Crypt Fodi

Les cOlons des rats ont été prélevés aprés sacsifit a J100, fixés et colorés. Le nombre et
la taille des ACF ont par la suite été dénombrésdpax opérateurs en aveugle. Les résultats

sont présentés dans le graphe 3.

Les rats ayant consommeé des viandes ont signiferaent moins d’ACF que les rats n’en
ayant pas consommé (p=0,006). Nous n’observonsdjeftet de la cuisson ou de la
marinade sur le nombaes ACF (effet initiateur).

De la méme maniére, il ne semble pas y avoir dirdifice significative entre les

groupes concernant la tailtles ACF (effet promoteur): la marinade ou la @nss’ont pas

d’effet protecteur sur le développement des ACF.
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Graphe 3 : Nombrdes ACF présents sur la muqueuse colique deapegs sacrifice

La consommation de viandes bovines ne conduit fapparition de |ésions précancéreuses
de type ACF sur la mugueuse colique en quantitg iphyportante. Quel que soit le régime

semble que le développement (nombre et taille)Adds soit assez similaire.

* Nombre et taille des MDRMucin Depleted Fogi

Les cblons des rats ont été prélevés apres sacrid100, fixés et colorés. Le nombre
et la taille des MDF ont par la suite été dénomip@sdeux opérateurs. Les cblons ont été

codés au préalable. Les résultats sont présemédetagraphes 4A et 4B suivants.

Les rats ayant consommé des viandes bovines anifisagivement des MDF de plus

grande taille que les rats n'ayant pas consommaatieles (graphe B ; p = 0.028).
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Graphe 4 : Nombre (A) et taille (B) des MDF présesur la muqueuse colique des rats apres
sacrifice

Les rats ayant consommeé des viandes bovines bits di well-done ») présentent
moins de MDF sur leur muqueuse colique que lesagémt consommeé des viandes crues
(« rare ») (graphe A ; p = 0.009). Les rats ayamsommeé des viandes bovines marinées
présentent moins de MDF sur leur muqueuse colique lgs rats ayant consommé des

viandes non marinées (graphe A ; p = 0.004).

La consommation de viandes bovines a un effet premnaur le développement de MDF |et

sur le volume des MDF.

La modification des procédés de fabrication a det gfrotecteur sur le développement des

MDF (cuisson et marinade).
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b. Chez les souris

i.  Dénombrement des tumeurs de I'intestin gréle

Les cblons et intestins des souris ont été prélapéss sacrifice soit a J49-J50, fixés, colorés
et codés. Les tumeurs ont par la suite été dén@wlpd@ deux opérateurs. Les résultats sont
présentés dans les graphes 5A et 5B.
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Graphe 5 : Nombre (A) et surface (B) des tumeuestimales dénombrées sur la mugueuse
intestinaledes souris aprées sacrifice

Les souris ayant consommeé des viandes bovines eetrd#velopper plus de tumeurs

gue les souris n’en ayant pas consommé (p = 0.C89)méme, les tumeurs des souris ayant
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consommeé des viandes bovines sont de plus granfiecesugue les tumeurs des souris
soumises au régime témoin (p = 0.002). On note daneffet promoteur des viandes bovines

sur I'apparition de lésions tumorales au nivealadauqueuse de l'intestin gréle.

La consommation de viandes bovines cuites a urnt efi@moteur sur le nombre
(p<0.0001) et la surface (p < 0.0001) des lésiansotales : on observe plus de petites (p =
0.01), de moyennes (p < 0.0001) et de grosses (P.0801) tumeurs que lors de

consommation d’un régime sans viandes.

La marinade semble avoir un léger effet protecwur le nombre et la taille des
tumeurs, notamment lors d’'une consommation de esrmlites, mais cet effet n’est pas
significatif.

La consommation de viandes bovines a un effet premnosur la surface tumorale des
|ésions de l'intestin gréle et tend a augmenteolmbre de tumeurs.
La cuisson de la viande bovine a un effet promoteurle développement de tumeurs |de
I'intestin gréle et sur leur taille.

La marinade semble avoir un effet protecteur, natant sur la viande cuite.

ii. Dénombrement des tumeurs du cblon

Le nombre de tumeurs recensées dans le cblon ebaoliris Mirdpc en fonction du régime

consommé est présenté dans le graphe suivant.
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Graphe 6 : Nombre (A) et surface (B) des tumeusstinales dénombrées sur la
mugueuse coliqudes souris aprés sacrifice

La consommation d’'une viande crue non marinée serobhduire a une_incidence
tumoraleplus importante que la consommation du régime témee résultat reste cependant

une tendance et n'est pas significatif. Il n'y acane différence significative entre les
groupes.

Cependant, la consommation de viandes bovinesscaiten effet promoteur sur la

taille et la surfaceles Iésions tumorales (p = 0.047) : les souristagansommeé des viandes

bovines cuites ont de plus grosses tumeurs dacda que les souris ayant été soumises au
régime sans viande.

La consommation de viandes bovines suggére un reordérlésions tumorales sur |a
mugueuse coligue plus important (résultat non Satif).

On observe un effet promoteur de la cuisson dewlem bovines sur la surface des tumegurs
du cblon chez les souris.

La marinade ne montre aucun effet promoteur oweptetir.

78



PARTIE B : Expérimentation

Effet des viandes sur les l1ésions (pré)cancéreuses des rongeurs

Remarque : Les résultats du dosage de I'heme, thptame des Iésions prénéoplasiques des

rats et des Iésions tumorales des souris ayantaonms des charcuterie® trouvent dans la

partie Annexe.
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PARTIE C : Discussion

Le fer héminique, contenu dans la viande rouge,uashutriment indispensable a
I’'Homme car il fournit le fer sous une forme ciragd plus assimilable que le fer contenu dans
les végétaux. Cependant, ce méme fer héminiguenestmposé pouvant étre néfaste pour la
mugueuse colique. Ses effets directs ainsi queefets indirects semblent contribuer a
modifier la composition du contenu du gros intestia contenu luminal se charge ainsi en
molécules qui peuvent étre irritantes et abrasigesr la muqueuse et entrainer une
cytotoxicité cellulaire a l'origine d’'une mort celaire exagérée. L'organisme tend a
compenser cette destruction par une hyperprolit@ratellulaire anarchique favorable a

I'apparition de lésions précancéreuses.

Les principales hypothéses envisagées pour expligueancérogénese colorectale
sont au nombre de trois : I’'heme aurait un effegaisur les cellules épithéliales d’'une part et
il aurait un effet indirect catalytique sur ladjgeroxydation et sur la formation de composés
N-nitrosés trés irritants d’autre part.

L’objectif de ce travail était de veérifier le rélpromoteur de la cancérogénése
colorectale par les viandes rouges, d’établir wentelle corrélation entre la concentration
en heme des eaux fécales et I'apparition de légiwésancéreuses et enfin d’évaluer des
stratégies de prévention.

L’objectif final de I'étude a laquelle jai partjpé est un objectif de santé publique :
diminuer le risque de développer un cancer du céloez les consommateurs de viandes

rouges et de charcuteries.

Pour répondre a nos objectifs, nous avons utils&dnodéles qui se rapprochent de
'Homme : le rat Fischer 344 et la Souris Mipt Bien qu’il s’agisse de deux rongeurs, ces
modeles sont trés différents. Le rat développelékens prénéoplasiques alors que la souris
développe des lésions tumorales ; la nature higtofmique du célon du rat est identique a

celle de I'espece humaine [43, 45, 46] tandis quembdele « souris » présente un contexte
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géneétique identique a celui de 'Homme [69]. Cesxdmodéles sont donc complémentaires

pour expliquer la cancérogénése colorectale chtmiime.

Les résultats de cette étude ont conduit a cedaigeestions: les Iésions
prénéoplasiques ou tumorales peuvent-elles réefieétee reliées a la concentration en heme
des eaux fécales et de ce fait, a la consommatoniahdes riches en heme ? Quels sont
exactement les mécanismes mis en jeu ? Existdesiktratégies de prévention de I'apparition
du cancer du célon? Sont-elles envisageables datre société ? Enfin, les modéles

expérimentaux sont-ils adaptés ? En existe-t-iittlés ?

Examinons maintenant quelles réponses apporterd tratail a ces questions.

1. Un régime riche en heme apporté par de la viandger@onduit-il a des
eaux fécales riches en heme ?

Chez _les rats chimio-induits a l'azoxyméthar(@itiateur chimique de la

cancérogénese colorectale), la consommation delesabovines, viandes riches en heme,
marinées ou non, crues ou cuites, conduit & uneetration en héme dans les eaux fécales
significativement plus importante que la consomamatd’'un régime dépourvu d’heme
(graphe 1). Plus le régime est riche en heme, Iphisaux fécales sont concentrées en heme,
ce qui suppose que I'heme retrouvé dans les feegsals est lié a I'alimentation et dépend

peu ou pas d’'une production endogéne.

L’ajout de marinade raisin-olive, riche en compoaasoxydants, n'a pas d’effet sur
la concentration en héme dans les eaux fécalesucesuppose que s'il existe un effet
protecteur, ce dernier concerne plutét les « soodyits » de 'héme (composés issus de la
lipoperoxydation et composés N-nitrosés). En ef@etmarinade a surtout un effet sur les
radicaux libres synthétisés en plus grande quadités la lumiére du cblon lorsqu’une forte

concentration en héme est retrouvée dans les éaabes.

La cuisson, quant a elle, tend a diminuer la cotmagan en héme dans les eaux
fécales en transformant une part du fer héminigquéeenon héminique, moins bien absorbé

par l'organisme[86]. La proportion de fer héminique diminue ce @xplique une
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concentration en heme des eaux fécales plus feli#e les individus ayant consommé des

viandes cuites (graphe 1).

Chez les souris Miapc les résultats sont bien différents. Les sourisngses au

régime témoin présentent une concentration en tiams les eaux fécales peu différente de
celle retrouvée chez les souris soumises a un gégifbase de viandes bovines (graphe 2).
Lorsqu'on compare deux a deux chacun des groupesneo note aucune différence

significative ce qui tend a dire qu'il y a peu dlirence du type de régime, de la présence
d’antioxydants ou encore de la cuisson sur la aunagon en heme dans les eaux fécales des

souris (graphe 2).

Ces résultats suggerent qu’une partie de 'hénmeured dans les feces est d’origine endogéne
ou exogene mais provenant d’'une autre source céaliation. Plusieurs hypotheses peuvent
étre envisagées pour expliquer une telle concémraan heme dans les eaux fécales des
souris et, particulierement, dans les eaux féadésssouris nourries avec un régime témoin,

dépourvu d’heme. Voici les hypothéses envisageées :

« Les souris Mindpcdéveloppent spontanément des lésions cancéreusesndeueuse
intestinale (intestin gréle particulierement). d&sions peuvent facilement s’ulcérer.
Or, une ulcération de la muqueuse conduit tresesttlly des saignements digestifs qui
peuvent étre dits occultes, autrement dit, invesibh I'ceil nu tant ils sont en petite
guantité. Ces saignements pourraient contribuereaconcentration en heme majorée

dans les eaux fécales de ces souris.

- Les souris sont des animaux « proie », autreménglths vivent dans un état de stress
constant. Ce stress est majoré par la vie en commténpar le nombre d’individus
présents dans une méme cage et par les conditongedll peut se traduire par la
formation d'ulceres gastrigues ou intestinaux @tite gréle) et conduire a des

saignements occultes, tout comme les tumeurs @sereé

- Les souris peuvent avoir tendance, de maniére cdementale, a ingérer les féces de
leurs congéneres et donc a ingérer de I'heme siéoes sont elles-mémes riches en
héme. Elles peuvent aussi, lorsque I'un des indwidécede, se montrer cannibales.

82



PARTIE C : Discussion

- Le métabolisme des souris pourrait étre difféerentcdlui des rats chimio-induits et,
par des mécanismes de défense et de destructidrede moins efficaces, concourir
a une concentration en heme dans les eaux féoadesdup plus importante, pour un

méme régime, que chez les rats chimio-induits.

Le développement spontané de lésions cancéreudasnugqueuse de lintestin gréle et
les differences de métabolisme entre rat et sogatent les deux hypotheses majeures. Il
serait intéressant de suivre d’'un point de vue h&logique les souris Min afin de déterminer
si elles souffrent de saignements digestifs. Cematnaette lignée de souris est caractérisée
par une anémie normocytaire constante, biaisardi &out suivi hématologique (modéle

souris Fabrice Pierre).

Chez les souris, la cuisson ou I'ajout de marinadeaucun effet sur la concentration en

héme des eaux fécales.

Consommer des viandes rouges augmente la condemtest heme dans les eaux fécales.|La

cuisson tend a diminuer cette concentration cherales.

Contrairement aux rats, les eaux fécales de sptggsentent une concentration en heme agsez
similaire lorsque le régime est riche en héme osgl@il en est dépourvu ce qui fait des sodris

Min un modéle peu adapté.

2. Un régime riche en heme conduit-il a [I'apparitiore désions
(pré)cancéreuses des muqueuses colique et intestina

Chez les rats chimio-induits AOMa consommation de viandes bovines, viandes

riches en heme, conduit a I'apparition de lésiaésgncéreuses (graphes 3 et 4).

Les rats ayant consommeé des viandes ont signiferagnt moins de foyers de cryptes
aberrantes (ACF) (p=0.006) mais plus de foyers muen mucine (MDF) et des MDF de
plus grande taille que les rats n’en ayant pasamong (p=0.028). Il existe donc un effet
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viande sur le nombre d’ACF et de MDF. ACF et MDRtstous deux des |ésions traduisant

une organisation cellulaire de la muqueuse coliquodifiée.

Cependant, il est utile de rappeler deux pointsaatéristigues des foyers de cryptes

aberrantes :

- Les ACF peuvent conduire au développement de pslgoe€nomateux, détectés en
médecine humaine et qui, parfoiBvoluent en lésion cancéreuse s’ils ne sont pas
contrélés. Leur présence ne signe donc pas un rcar@s une lésion pouvant évoluer

en cancer dans certaines conditions.

« Le nombred’ACF dépend de la dose de cancérigadministré lors de manipulations

expérimentales. Leur taillequant & elle, exprime la vitesse de croissagicale

duplication des cryptes aberrantes [64]. Le nommeerefléte donc gu’'un effet

initiateur alors que la taille reflete un effet prateur[32].

Dans notre étude, il n'existe aucune différencaiicative concernant la taille des ACF d’'un
groupe a l'autre.

Les foyers pauvres en mucine (MDF) sont, quant % eeprésentatifs d’'une forte
inflammation de la muqueuse, or les phénoméneanmfatoires ont une nette influence dans
I'apparition du cancer colorectal [5]. lls appas&ist aussi comme plus prédictifs du cancer
du cblon que les ACF car ils présentent des mutsifidus proches des mutations observées
dans les tumeurs macroscopiques que celles repesrau sein des ACF. Contrairement aux
ACF, les MDF conduisent dans la tres grande majatéis cas a des lésions malignes [27],
[84].

La consommation de viandes conduit a un plus greimibre de MDF et a des MDF de
plus grande taille. Notre étude permet donc deicuaf un effet promoteur des viandes sur la
taille des MDF et donc sur le risque de développecancer du célon.

Chez les souris Miapc la consommation de viandes conduit a une suitfanerale

plus importante (p=0.002) et a une tendance pouprtenotion du nombre de tumeurs

(p=0.0059) _sur la muqueuse intestinalées souris présentent aussi plus de moyennes

(p=0.04) et grandes tumeurs (p=0.001) que lesssorimises au régime témoin.
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Au niveau_de la mugqueuse coliquien’existe aucune différence significative enlies

groupes concernant la taille des tumeurs coliquass man observe une légére tendance
concernant le nombre : un régime a base de viasetable conduire a une augmentation du

nombre de Iésions (graphes 5 et 6).

Il est important de rappeler que la muqueuse int@Est des souris provient d’un tissu
embryonnaire de méme nature que la muqueuse do déléhomme ou du rat. Les résultats
concernant le célon des souris sont donc secorsdditetre étude permet de confirmer un
effet promoteur des viandes sur le développementésiens tumorales de la muqueuse

intestinale des souris.

Consommer des viandes rouges riches en heme awgheensque d’apparition de Iésiojs
précancéreuses ou tumorales pouvant conduire aloggement d’'un cancer colorectal chez

deux modeles expérimentaux proches de 'Homme.

L’heme aurait donc un effet promoteur sur la cancéogénése colorectale de tout typ

1%

d’individus (appartenant a une famille PAF ou non).

3. Existe-t-il une relation entre concentration en betes eaux fécales et
apparition de Iésions précancéreuses ? Quels esmmhécanismes mis en
jeu ?

La consommation de viandes riches en heme conddésaeaux fécales riches en
heme et a l'apparition de lésions cancéreuseswEngond nombre et/ou de plus grande taille
chez les deux modeles étudiés. Il est tentant equiil semble exister une relation entre la
concentration en héme des eaux fécales et I'appade ces lésions.

L’heme est un composé qui présente des effets tdliret indirects au sein des
mugueuses intestinale et colique pouvant conduimgeacytotoxicité plus importante des eaux
fécales sur les lignées cellulaires. La lipopedatipn et la formation de composés N-
nitrosés, consécutifs a la présence d’héme damalesfécales, sont deux mécanismes mis en

cause.
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La lipoperoxydation ou peroxydation des lipidesainsés entraine la formation de
deux aldéhydes principalement : le malondialdel{ixi2A) et le 4-hydroxynonelal (4-HNE).
Les aldéhydes sont cytotoxiques et sont impliquéssda mort cellulaire. Le MDA est
toxique pour les cellules car il peut s’y infiltrer se fixer, par liaison covalente, sur 'ADN et
entrainer des anomalies génétiques telles que deaisaappariements. Ces derniers sont
repérés par les systemes de réparation cellulaireapduisent a I'apoptose de la cellule

atteinte

Le 4-HNE, quant a lui, induit 'apoptose de celkikainesL’'équipe Toxalim a étudié
les effets de cet aldéhyde. Leur étude a montré lqué-HNE était plus cytotoxique,
génotoxique et pro-apoptotique chez les cell#des +/+, autrement dit chez les cellules
saines que chez les celluksgc Min/+, les cellules mutéegela suggére un effet initiateur du
4-HNE par l'induction de mutations génétiques amsun effet promoteur par la sélection de

cellules mutées par rapport aux cellules non my#&ys

Les cellules anormales sont généralement mutéele gigmeApc et deviennent donc
résistantes a I'apoptose. Le 4-HNE favorise dorsulzie des cellules mutées, en détruisant

les cellules saines, ce qui conduit a la proliférate cellules tumorales.

Le deuxieme mécanisme expliquant la cancérogénéserectale concerne la
formation de composés N-nitrosés. lls agissent ADN par alkylation, c’est-a-dire transfert
d'un groupement alkyle d’'une molécule a une autngtrement dit, les composés nitrosés
transferent une partie de leur structure sur 'ADNMémMe, entrainant de ce fait des

dommages sur ’ADN et conduisant a des cellulesraales qui proliferent [60].

Parmi ces composés N-nitrosés, le FeNO semble awoirdle majeur. Les régimes dans
lesquels la formation de MDF est inhibée ont painpcommun I'absence de FeNO dans les
composés N-nitrosés formés [15]. Ce composé edtedias le principal composé formé en

présence d’heme [58]...

Ce qui suggere un lien de cause a effet entredsepce d’heme dans les eaux fécales, celle
de FeNO et le développement de lésions prénéopksigonsécutivement. Le FeNO serait
'un des acteurs majeurs responsables du dévelapyiete Iésions précancéreuses suite a la

consommation de viandes bovines.
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L’équipe a réalisé des dosages des biomarqueochibiiques traduisant la présence
d’aldéhydes ou de composés N-nitrosés. Bien queagant pas participé, je me permets

d’utiliser ce complément d’informations.

Dans notre étude, les eaux fécales des agémt consommé des viandes sont plus

riches en produits de lipoperoxydation (MDA, 4-HNdi)e celles des rats ayant mangé un
régime sans viande (p<0.0001). Les eaux fécalesedemémes rats ayant consommé des
viandes sont plus riches en composés nitrosésudetypes (ATNC). Ce résultat ne provient

pas d'une analyse statistique et n’est donc quabservation. Cependant, on note du FeNO

dans les eaux fécales des rats consommateursraievia

L’ensemble des radicaux libres, des aldéhydesstadmposeés nitrosés, secondaires a
la présence d’heme dans la lumiéere intestinaleligg I'importante cytotoxicité des eaux
fécales retrouvée lors des dosages effectués guuifie et suppose une corrélation entre la
consommation de viandes rouges et I'apparitiorédimhs prénéoplasiques.

Chez les souris Miapg, les eaux fécales des souris présentent une doatien en

heme importante quels que soient les groupes. bhe ¢oncentration est retrouvée chez les
souris ayant ou non consommeé de la viande. Leggdesdes produits de lipoperoxydation et
des composés nitrosés sont assez similaires aage®msles rats. Les eaux fécales des souris
ayant consommé des viandes sont plus riches eniifgate lipoperoxydation que celles des
souris ayant mangé un régime sans viande (p=0.0&F).eaux fécales des souris ayant
consommeé des viandes sont plus riches en compiisEses de tous types (ATNC) que celles
des souris ayant mangé un régime sans viande.sGkatéprovient aussi d’une observation et
non d’une analyse statistique.

Ces composeés sont a l'origine, comme chez le haedcytotoxicité des eaux fécales

pouvant expliquer I'apparition de Iésions cancéesus
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Il existe donc une vraie relation entre la conadiin en héme des eaux fécales| et

I'apparition de lésions précancéreuses.

La présence d’héme et la formation de produits ideperoxydation et de composés
nitrosés, notamment du FeNO, conduisent a uneaxytite des eaux fécales a l'origirje
d’'un effet irritant sur la muqueuse, a une fragitite cette derniere et, consécutivemert, a

une croissance cellulaire anarchique pouvant évelueéumeur.

Afin de mieux comprendre I'ensemble des hypothé&segsagées et leurs conséquences, le

schéma suivant récapitule les informations énonpggsdemment.
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Figure 28 : Mécanismes expliquant I'effet des viemdt charcuteries sur la cancérogenése coloreetadés

moyens de le prévenir par I'alimentation [31]
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PARTIE C : Discussion

La cancérogénese colorectale s’explique par umdnlsede mécanismes qui interagissent
entre eux et qui conduisent a des anomalies gé&métiq I'origine de Iésions cancéreuses.

Connaissant ces mécanismes, il est possible dayetisies stratégies de prévention.

4. Des stratégies préventives de l'excés de cancercdan lié a la
consommation de viande sont-elles envisageables ?

Notre étude avait pour but de proposer des ste#éde prévention du cancer
colorectal. En effet, les études vitro suggéraient qu’'un ajout de marinades riches en
antioxydants (tels que le raisin ou l'olive) ou desssons modifiées pouvaient diminuer le
développement de lésions cancéreuses en inhitmntdeanismes de lipoperoxydation ou de
formation de composés N-nitros@s.vivo, les résultats que nous présentons sont un psu plu

mitigés.

Chez les rats chimio-induit¢ées individus ayant consommé des viandes marioges

moins de MDF que ceux ayant consommé des viandesnaoinées (p =0.004). De méme,
les rats ayant consommé des viandes cuites ontsrdeiMDF que ceux ayant consommé des
viandes crues (p=0.009). La marinade et la cuiseah un effet protecteur sur le

développement des MDF et donc sur I'apparition @ancer colorectal.

La marinade raisin-olive est un mélange riche etéoubes anti-oxydantes. En effet,
I'huile d'olive et le raisin sont composés de molés présentant des groupements hydroxyles
(-OH) capables de donner un atome d’hydrogeneradinal libre afin de le neutraliser et de
stopper ainsi les réactions de lipoperoxydatior].[@4s viandes rouges marinées semblent
pouvoir diminuer le risque de développer des lésimrgcancéreuses grace a l'interaction de

la marinade avec les produits de I'héme.

La cuisson montre elle aussi un effet protecteurlesi MDF : plus on cuit la viande,
moins on observe de MDF sur la muqueuse coliquaplgr 4). La cuisson transforme le fer
héminique en fer non héminique et diminue don®lecentration en fer héminique et donc en
héme dans les eaux fécales contribuant ainsi apwduction moindre de produits de la
lipoperoxydation et de composés N-nitrosés. L’héses, effets directs et ses effets indirects

étant réduits, la cytotoxicité des eaux fécalesrlim
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PARTIE C : Discussion

Chez les souris Miapg les résultats sont assez différents. Les soyastaconsommeé

des viandes cuites ont plus de lésions tumorale®.@p01) et une plus grande surface
tumorale (p<0.0001) que les souris ayant consomm&gime sans viande. Les souris ayant
consommé des viandes marinées crues ont un nomsbgrodses tumeurs (p=0.019) plus
important que les souris ayant consommé des viandesmarinées crues. Cependant, les
souris ayant consommeé des viandes marinées cuitamans de tumeurs et de plus petites

tumeurs que les souris ayant consommé des vianaiésées cuites (graphe 5).

Contrairement aux rats, la cuisson semble étre piice de Iésions tumorales chez la
souris. La marinade, quant a elle, semble avoiéger effet protecteur sur le développement

de tumeurs lors d’'une consommation de viandes<uite

La cuisson des viandes rouges ou blanches condda #rmation d’amines
hétérocycliques et d’hydrocarbures aromatiques gyaliques, mis en cause dans le
développement de cancer colorectal mais sans quiauétude ne parvienne a émettre un lien
avec celui-ci [25], [76], [93]. Ces composés s@tonnus comme pouvant étre hautement

canceérigenes. Leur proportion dans une piece agwlgiaugmente sous I'effet de la chaleur.

Suite a notre étude, la cuisson de la viande reegeble avoir un effet promoteur du
cancer colorectal chez la souris alors qu’elle derphutét protectrice chez le rat. On peut
envisager une sensibilité de la muqueuse des guussmportante a ces composés [10]. Les
souris Minapc sont des souris modifiées génétiquement. Or, undeétécente a mis en
evidence un lien entre amines, hydrocarbures etetacolorectal chez certaines familles
géneétiques [48]. On pourrait donc supposer queuisson offre réellement une protection
contre le cancer du célon chez des individus « aasm mais qu’elle pourrait majorer le
développement de lésions (pré)cancéreuses chemdigglus dont un ou plusieurs génes

d’intérét auraient muté.
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PARTIE C : Discussion

La marinade (raisin-olive) montre un effet protecteur de la cancérogénés
colorectale chez le raf(résultats significatifs) et chez la souris (réstsgl non significatifs)
probablement grace a son pouvoir antioxydant.

Les antioxydants limitent la lipoperoxydation ethddes effets indirects de I’heme.

La cuisson montre un effet protecteur chez le rat mis un effet promoteur chez

~—F

la souris. La viande cuite contient moins d’heme que la veandie ce qui explique I'effg
protecteur observé chez le rat, modéle de I'Hommeffiant d’'un cancer colorectdl
sporadique. Par contre, elle contient plus d‘amihégrocycliques que la viande crue,
cancérigenes auxquels la souris Min serait plusisBeEnque le rat, la souris Min étant

proposée comme un modéle de 'Homme souffrant de. PA

Compte tenu d’'une meilleure compréhension actuidle mécanismes qui régulent le
cancer colorectal et des résultats chez le ratdium, point de vue histologique, est un modeéle
adapté pour I'Homme développant un cancer sporadiguajorité de la population), les
stratégies envisagées sont de bonnes pistes pprévention de la cancérogénese colorectale.

Sur ce point, les enquétes épidémiologiques saggd’ailleurs que la consommation

d’'un régime riche en antioxydants contribue a pnéve cancer du célon [103].

5. Ces stratégies de prévention sont-elles réellerpessibles dans notre
société ?

Pour prévenir le cancer du cblon, la premiere étapsse par I'alimentation. La
consommation de viandes rouges et de charcutestepremotrice du développement de
Iésions précanceéreuses de la muqueuse coliquada@s, notre société, ces deux mets sont
parmi les plus consommeés. Réduire leur présencemansupermarchés conduirait a la chute
de nombreuses professions : éleveurs, bouchers;utieas verraient leurs revenus et leur
métier réduits a néant. Cela ne semble pas endbbgead’autant que les consommateurs ne

sont pas préts a supprimer jambon blanc, saucetsoite de boeuf de leur alimentation.
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Améliorer notre alimentation, I'enrichir en compeasprotecteurs et bénéfiques pour
notre santé semble donc étre une meilleure solullan il ne faut pas oublier que, malgré ses
effets promoteurs, la viande rouge est nécessdiep@ort en fer dont notre corps a besoin.
Elle a donc aussi des effets bénéfiques non nédllgs, notamment chez les femmes cyclées,

les femmes enceintes ou les personnes agées.

Nous avons vu que les antioxydants semblaient awoireffet protecteur sur la
cancérogénese colorectale. De méme, des etudesoontité I'intérét du calcium qui diminue
'apparition de Iésions précancéreuses du célonrsAplutdt que de se priver de manger
viande rouge et charcuteries, il vaut mieux enrictutre repas d’'un verre de vin riche en
antioxydants, de brocolis en accompagnement et dam fromage blanc en dessert pour

s’offrir a la fois un bon repas et un repas sasue !

Enfin, les filieres boucheéres rivalisent de créaipour offrir des mets sans risque
pour le consommateur. On voit en effet apparakut quelques années des piéces de boeuf
marinées dans des jus de citron et des huilesvd'olies médias participent activement a la
lutte contre le cancer en répétant a travers ptdsidélévisuelles et prospectus qu’il est
important de consommer des produits laitiers etfdets et Iégumes quotidiennement ainsi

que de pratiquer une activité physique réguliere.

A nous, consommateurs avertis des risques, d’éccaterecommandations et de les

appliquer...

6. Nos modeles expérimentaux sont-ils adaptés ? Eteeixil d’autres ?

Notre étude est basée sur deux modéles animaux ratlechimio-induit a
I'azoxyméthane (AOM) et la souris Magdc. La plupart des études ont été réalisées avec pour
modele le rat AOM qui présente des Iésions préméaples de types ACF et MDF. Aucune
étude n’avait encore montré la promotion de vraieseurs par la viande chez les rongeurs.
D’ou notre étude qui a intégré la souris Mip¢ en tant que deuxieme modele car elle
développe de vraies tumeurs et qu’elle se rapprdeHdHomme d’un point de vue génétique
(familles PAF).
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Nous voulions prouver que la consommation de viandmiges avait un effet
promoteur sur le développement de Iésions tumoriesugmentant le nombre mais surtout
la surface des tumeurs intestinales des sourisdasages de I'héme n’ont malheureusement
pas donné de résultats significativement différeamitre le groupe témoin et les groupes
«viandes » ce qui limite l'interprétation de nassultats et remet en question les souris

Min/apcen tant que modele de cancérogénése colorectald’ dioenme.

Ces souris Mirdpcsont des souris dont le geApc a été muté afin que la lignée soit
proche, sur les plans génétique et mécanistiquejmiividus humains souffrant de cancer
colorectal. Malgré des dosages de I'heme difficdaminterprétables, les souris soumises au
régime témoin ont cependant développé des lésamseceuses sur la muqueuse de l'intestin

gréle et du cblon de plus petite taifjee les Iésions que I'on observe chez les autdigidus

ce qui montre un effet promoteur de la viande.

Suite a cette remarque, une question se posdédems apparues spontanément, en
abrasant la muqueuse intestinale, ont-elles coadiés saignements intestinaux et donc a des
dosages d’héme similaires a des individus ayans@omé des viandes rouges ? Quelle que
soit la réponse, 'héme reste I'élément majeur aiigine du développement de tumeurs

colorectales.

Autre point intéressant, les souris Mipt développent surtout des lésions cancéreuses
sur la muqueuse de l'intestin gréf@r, notre étude a pour objectif de montrer la kaitre un
régime particulier et l'apparition de Iésions caecses sur la muqueuse du colon. Et I'on sait
gue de telles Iésions de l'intestin gréle saigmanamont ce qui supposerait que, méme sans
héme dans le régime, il ait pu y avoir de 'hémasdkes feces des souris témoins et, cela,

expliquerait le développement de Iésions cancéseuse

Les souris Mindpc sont peut-étre un modele peu adapté a notre @mgetoutes ces
raisons ainsi que pour des raisons histologiquie etéveloppement embryonnaire [90], [91].
L’histologie de la muqueuse colique du rat esttnsdanent proche de celle de I'Homme ce
qui fait de lui un meilleur modele pour cette étu@ependant, elles apportent certaines

informations concernant les familles PAF.
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Les rats Fischer 344 initiés pas des canceérigeniesiques sont souvent proposg

comme modeles des individus chez lesquels survwgnmes cancers colorectay

sporadiques sans prédisposition familiale au catheeblon.

Chez ces individus, la consommation de viandese®@gt promotrice de la cancérogéng

colorectale.Un régime enrichi en antioxydants et une bonne cusn de la viande
pourraient, d’apres nos résultatspntribuer a prévenir 'apparition de lésions coliques

précancéreuses.

Les souris Min modélisent les individus souffrarg dancer colorectal familig
(PAF).

Chez ces individude bagage génétique semble avoir une forte influeasur la
cancérogénese colorectale, régime alimentaire étant un élément secondairdans le

développement de |ésions cancéreuses.

Souris Minapc et rats Fischer, bien qu’étant reconnus pour éreébahs modele

S

expérimentaux de I'Homme, sont des rongeurs etraseptent pas le méme métabolisme

intestinal que 'Homme : role du caecum difféerefdces séches et dures partiellement

réingérées... Il s'agit en effet de deux groupes tlistincts.

Finalement, et il s’agit 1a du point le plus im@ort, notre étude est une étudevivo

ou demeurent des points que nous ne pouvons pasleorou méme expliquer...

D’autres modeéles pourraient étre envisages : lesvaaes domestiques.

Le régime alimentaire des chiens et des chats sgasent en grande partie de viande.

Cependant, comme chez 'Homme, le développemertadeers colorectaux a lieu chez des

animaux d’un certain age.
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Chez le chien, les Iésions tumorales apparaissent a
« 6.9 ans pour I'apparition d’adénomes colorectaux

- 8.5 ans pour 'apparition d’adénocarcinomes colanec

Les tumeurs colorectales représentent entre 3680%t des tumeurs digestives : elles
sont donc prédominantes. Contrairement a 'Hommmenajeure partie de ces tumeurs reste

bénigne. Généralement, on observe 65% d’adénon3¥et’adénocarcinomes.

Chiens et chats sont les compagnons de 'Hommeenhtvdans le méme environnement
gue lui, consommant parfois la méme alimentatiorpa@irraient donc constituer un bon
modéle d’étude. L'inconvénient majeur reste la térde temps. En effet, il faudrait attendre
la fin de vie de tels animaux pour pouvoir préleeerr appareil digestif et 'analyser.

Le modéle le plus adéquat reste donc celui de iosrtsinges mais les expériences

conduiraient a des codts non négligeables et pes¢i@rtainement des problemes d’éthique.

Finalement, le meilleur modeéle reste celui que rammaissons le mieux, le nétre...

Pour continuer a faire avancer la recherche et cemdpe les mécanismes de la
cancérogénese colorectale, les enquétes épidénnjoésy et les questionnaires de santé
présentent une importance capitale. A chacun @derdus de se sentir concerner et d’apporter

notre part dans cette lutte contre le cancer...
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CONCLUSION

La consommation de viandes bovines a un effet preumncsur le développement de
Iésions prénéoplasiques chez les rats et les s@Qmisbserve plus de Iésions de type « foyers
pauvres en mucine » (MDF), |ésions prédictives alcer du codlon, et de plus grande taille
chez les rats ayant consommé des viandes rougdssede Iésions tumorales chez les souris
ayant consommeé les mémes viandes que chez lesiduslitémoins n'‘en ayant pas

consomme.

L’héme, I'un des composés des viandes bovinesit $enarincipal facteur expliquant
la promotion de ces lésions par la viande. Présemrande quantité dans les viandes rouges,
on le retrouve dans les eaux fécales des ratsetalgis ayant consommeé ces viandes. Par ses
effets directs et ses effets indirects (lipoper@tyah et formation de composés N-nitrosés), il
conduirait & une cytotoxicité des eaux fécalesoéigine d’'une destruction cellulaire et par
conséquent, a un développement cellulaire anarehiges mécanismes de ce phénoméne
étant mieux connus, des stratégies de préventibBtérenvisagées et testéewitro puisin

Vivo.

L’ajout de marinade riche en antioxydants ou deslesode cuisson différents sont
deux stratégies qui ont montré un effet réellenpeatecteur du cancer du colon chez le rat.
En effet, les rats ayant consommé des viandes saugenées ou cuites ont moins de Iésions
précancéreuses que ceux ayant consommeé des viamuesarinées ou crues. Chez la souris,
les résultats sont plus mitigés : on observe unléger effet protecteur de la marinade et la
cuisson semble avoir un effet plutét promoteur. plas, on note un biais dans la
concentration en héme des eaux fécales: les solaignt pas consommé de viande
présentent une concentration en heme des eauxeséasbez similaire a celles en ayant
consommeé. Ce biais peut étre rattaché au modelandme, modéle développant
spontanément des lésions tumorales intestinalesaggment, ce qui fait des souris un modele
moins adapté a I'Homme bien que génétiquement plashe de 'Homme que le modéle

«rat ».
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Ces stratégies restent des pistes a exploiterdafiprévenir le cancer colorectal et

tenter de protéger le consommateur averti ou nemidgues...

Comme le disait Paracelse, « rien n’est poison, éstipoison : seule la dose fait le

poison ».

Consommer des viandes rouges est néfaste poumfimme si cette consommation est
excessive. Une alimentation équilibrée basée ser aomsommation de viande, dans des
proportions modérées, de fruits et Iégumes richesngioxydants, de féculents et de produits

laitiers riches en calcium reste la meilleure égad de prévention face au cancer du colon...

La prévention de la cancérogénése colorectaleeppas une modification de nos
habitudes alimentaires mais aussi par le dépigta@eoce des polypes adénomateux, voire
des microlésions (ACF visibles en chromo-micro-ookcopie). Une campagne nationale de
dépistage a été lancée par les pouvoirs publicR0&2. Elle a été expérimentée dans 23
départements francais avant d’étre étendue aedetiitoire en 2009. Ce dépistage concerne
les personnes agées de 50 a 74 ans et repose dételaion d’éventuels polypes par
colonoscopie aprés une analyse des selles : l&mrésd’'un saignement occulte dans les
selles (test Hemoccult I®) peut en effet révéler polype ou un cancer. Ce dépistage,
effectué tous les deux ans aupres de la populdtaaye mar, a permis de diviser par deux la

mortalité associée a ce cancer.

Outre les techniques de dépistage sans cesse afaslita recherche se poursuit afin
d’améliorer le traitement du cancer colorectal. @&nier nécessite souvent une exérese
chirurgicale large : la tumeur est retiréee aveani@mimum de manipulation ainsi que les
ganglions qui la drainent. Un traitement adjuvast ®ujours associé et repose sur une

chimiothérapie qui débute généralement un moisopésatoire.

Dans les étapes précoces de la cancérogéneseadaweloppement d’'un cancer dit
« invasif », des traitements chimio-préventifs s et sont utilisés. Cependant, ces agents
chimio-préventifs semblent montrer de nombreuxteffecondaires chez les patients. Une

étude réecemment publiée offre une nouvelle approoRdicale pour gérer au mieux ces
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effets. Au sein de ces agents, on retrouve desirdl@immatoires non stéroidiens COX-2
connus pour engendrer des problémes cardiovasesilales inhibiteurs aux récepteurs de
facteurs de croissance tels que le gefitinib etid@biteurs de I'ornithine decarboxtylase tels
gue la-difluoromethylornithine qui sont de trés bons dgemnticancéreux mais qui
conduisent a une toxicité cutanée ainsi qu’'a unetoricité lorsqu’ils sont utilisés

indépendamment a la posologie décrite.

Une équipe de chercheurs a donc imaginé combingracgicancéreux afin de
diminuer leurs doses tout en préservant leursseffesitifs. Les résultats sont prometteurs : la
combinaison du gefitinib, du licofelone, de I'atastatin, et de ¢i-difluoromethylornithine,
appelée GLAD n’a montré aucun signe de toxicitézces souris Mimpc et a permis
d’inhiber fortement le développement des Iésiomadales (80-83%, p<0.0001) ainsi que
leur taille (-70%) chez ces mémes animaux (1). &edyses suggerent que la combinaison
GLAD inhiberait la prolifération cellulaire, indwit 'apoptose des cellules tumorales et
diminuerait les taux de beta-caténine en limitagd kffets secondaires habituellement

observés...

Une autre combinaison de deux agents (difluoronté@thighine et sulindac) a été
testée avec succes et a montré tres peu de toxibgez 'Homme (2). Apres exérese
chirurgicale des adénomes, un groupe de patientsca la combinaison de molécules
chimiques, un autre a recu le placebo durant 3&.nhoirs de la coloscopie de contrdle trois
ans apres le début du traitement, on observairérgrence des adénomes a 41.1% chez le

groupe placebo contre 12.3% chez les autres etvelapeu d’effets secondaires...

Ces combinaisons de molécules anticancéreusesmuarc une nouvelle piste et un

nouvel espoir pour lutter contre le cancer du c@loez I'Homme.

(1) Multitargeted Low-Dose GLAD Combination Chemopréieen A Novel and Promising Approach to Combat @oarcinogenesjs
Altaf Mohammed*, Naveena B. Janakiram* et al., NE@BIA, vol. 15, No 5, 2013).

(2) Meyskens F.L.Jr., McLaren C.E., Pelot D. et alliifomethylornithine Plus Sulindac for the Preventiof Sporadic Colorectal
Adenomas: A Randomized Placebo-Controlled, DoubtedBrial. Cancer Prevention Research, 1, 32-3802
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ANNEXES

ANNEXES

ANNEXE 1 : Aliments riches en vitamine E ou alploadgphérol

Aliment m-gl;epnoeuurrleono g Aliment m-gl;—epnoeuurrfono g
Huile de germe dblé 133,0 Huile d'olive 51
Huile de palme roud@] (non raffinée et bio) 105,0
Huile d'argousief10] (argousier bio) 100
Huile dargan 90,0 Mdre 3,5
Huile detournesol 48,7 Créme fraiche 3,5
Pollen frais de ciste 27,8 Avocat 3,2
Germe delé 27,0 Asperge 2,5
Huile depalme(raffinée) 25,6 Epinard 2,0
Margarine 25,0 Persil 1,8
Noisetteetamandeséches 20,0 Beurre 1,5
Huile decolza 18,4 Cervelle 1,2
Germe demaiset dorge 15,0 Eufetfromage 1,0
Huile darachide 13,0 Tomateetchou 1,0
Soja 11,0 Cassis 1,0
Sojasec 8,5 Farinedeblé compléete 1,0
Arachidefraiche 8,1
Thon 6,3

Tableau 6 : Teneur en vitamine E de certains alisné@ la vie quotidienne (en mg pour 100g)

ANNEXE 2 : Plaque de Fluorimétrie a 96 puits

Ech2a Ech4a Ech6a Ech8a

Ech2a Ech4a Ech6a Ech8a

Ech2b Ech4b Ech6b Ech8b

Ech2b Ech4b Ech6b Ech8b

Ech3a Ech5a Ech7a

Ech3a Ech5a Ech7a

Ech3b Ech5b Ech7b Oa
Ech3b | Ech5b | Ech7b 0b
Figure 29 : Plague de fluorimétrie de 96 puits enéant I'organisation

de chaque échantillon

Echantillons blanc
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ANNEXES

ANNEXE 3 : Consommation en aliments et en eau dhszrats soumis aux
viandes bovines

Viandes modéles
Consommation aliments (g)
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Graphe 7 : Consommation journaliére en alimenhetau des rats

ANNEXE 4 : Suivi du poids des rats et des souris

Viandes modéles
Suivi poids rats
430
==TEM
380 == SUM
F
——SCM ] .
F Viandes modeles
= 330 == SDM . R .
2 F Suivi poids souris
3 *-SUGF 00
o 280 ,
28,0
20 o %60 [ ] ——TEM
5 240 : AN | g qF
180 ey )
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18,0 ° : ; | ’
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5
Graphe 8 : Evolution du poids des rats en fonction Graphe 9 : Evolution du poids des souris en fonctio
du temps du temps
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ANNEXES

ANNEXE 5 : Dosage de I'heme dans les eaux fécadssrdts ayant consommé

des charcuteries

[héme]
Charcuteries modéles
120

100

80 T T
L

60 1

pM dans EF

40 -

20 —

0l — []

TEM PORC DCNO LCNO DCMO DCNOV DCNOT

Graphe 10 : Concentration en héme dans les eaabefédes rats
aprés consommation de charcuteries modeles (épeas-en mode
SEM)

été modifié (diminution de la teneur en nitritegua de 1

Les rats ayant consommé une
charcuterie pauvre en héme
présentent des eaux fécales dont la
teneur en héme est
significativement plus faible que
les rats ayant consommé une
charcuterie riche en heme (p <
0.0001) ou une viande de porc non
transformée (p = 0.01). On note
donc un effet groupe. Les rats
ayant consommé une charcuterie

dont le procédé de fabricatior

présentent pas moins d’heme dans leurs eaux fégalesies rats ayant consomme une

charcuterie non modifiée.

Il semble qu’a travers cette étude, on puisseqliee:

- La consommation d'une charcuterie riche en hemeé&uwbm@ une teneur en heme des eaux

fécales plus importante que la consommation d’inaeauiterie pauvre en heme.

- La modification des procédeés de transformationpa@a d’influence sur la teneur en heme

des eaux fécales.
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ANNEXES

ANNEXE 6: Dosage de I'héme dans les eaux fécales souris ayant

consommeé des charcuteries

[héme]

700

Charcuteries modeéles

600

500

400

UM dans EF

300

Un fort taux d’heme dans les eaux
fécales est observable pour le
groupe n'ayant pas consommé de
charcuterie. Les eaux fécales des
rats ayant consommé le méme

régime sans viande n’ont pas

200 —

d’héme.
100 - —

TEM DCNO LCNO DCNOV DCNOT

Graphe 11 : Concentration en héme dans les eaaleféapres
consommation de charcuteries modéles chez lesss@aart-types groupes.
en mode SEM)

La biodisponibilité de I'néme chez les souris Mat difficilement exploitable car les témoins
sans charcuteries présentent des eaux fécalesidhes en héme bien que n’en ayant pas

consomme dans leur régime.

ANNEXE 7 : Lésions prénéoplasiques coliques dénéemrhez les rats suite a
la consommation de charcuteries

Nombre et taille des ACFAberrnt Crypt Fodi
Les rats ayant consommé des charcuteries, quedlesgjti la teneur en héme, ne présentent

pas plus d’ACF que les rats ayant consommé la eiated porc non transformée. Les rats
ayant consommeé une charcuterie enrichie en grematden nombre d’ACF répartis dans leur

mugueuse colique significativement plus importanie ges rats ayant consommeé une
charcuterie non enrichie (p = 0.005).

Il n"existe aucune différence significative concamhla taille des ACF.
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Graphe 12 : Nombre (A) et taille (B) des ACF dénodstsur la muqueuse colique des rats apres sacrific

Le nombre d’ACF n’est significativement pas plugportant chez les individus ayant
consomme des charcuteries. L’effet promoteur dascalteries ne peut donc étre confirmé.

Une charcuterie riche en grenade aurait un effanpteur sur le développement d’ACF.

Nombre et taille des MDF (Mucin Depleted Foci)
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Graphe 13 : Nombre (A) et taille (B) des MDF dénoésbsur la muqueuse colique des rats apres sacrific
LES rats ayant consomme aes cnarcuteries nonmsegvement pas pius ae vibkF que Ies

rats ayant consommé la viande de porc crue nosftianée. Les rats ayant consommé les
charcuteries faibles en nitrites ou enrichies eengde ou tocophérol ne présentent
significativement pas moins de MDF que les ratsnagansommeé des charcuteries riches en
heme non enrichies. La taille des MDF n’est sigativement pas différente entre les

groupes.

La consommation de charcuteries n’a pas d’effetnoteur sur 'apparition des MDF. La
modification des procédés de transformation (fadjalantité de nitrites, ajout de grenade ou

de tocophérol) ne conduit pas a un plus faible ld@pement de Iésions précancéreuses.
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ANNEXES

ANNEXE 8 : Tumeurs intestinales dénombrées chez slegris suite a la
consommation de charcuteries

Nombre de tumeurs recensées sur la
muqueuse du gréle Surface des tumeurs recensées
45 200 . sur la muqueuse du gréle
40 J;
35 250
1
30 ik | 200
25 - —
20 - 150
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0 - T T T T | 0 T T T T !
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Graphe 14 : Nombre et surface des tumeurs intéssimEnombrées sur la muqueuse intestinale deis sour
apres sacrifice

Il N’y a aucune différence significative sur le noma de tumeurs intestinales entre les
groupes soumis aux charcuteries et les groupesiscumn régime sans charcuterie. Par
contre, les souris ayant consommé des charcutdgiedoppent des Iésions tumorales de plus
grande taille que les souris n’ayant pas consonmenghdrcuterie (Iésions moyennes p =0.025
et grosses lésions p = 0.007). Lorsqu’on compae deoupes entre eux et, plus
particulierement, les groupes témoin et les groupesit consommé des charcuteries sans
ajout de composés a effet antioxydant, on notdegisouris ayant consommé une charcuterie
riche en heme développent plus de lésions tumoiratiestinales (p = 0.027) et de plus grande
taille (p =0.003) que les souris soumises au régiémeoin. De méme, les souris ayant
consommeé une charcuterie issue d’'un muscle pee gchhéme développe plus de lésions
tumorales intestinales (p = 0.010) et de plus geaadle (p = 0.008) que les souris soumises

au régime témoin.

La consommation de charcuteries a un effet promatigule nombre et la taille des Iésions

tumorales intestinales.
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ANNEXES

ANNEXE 9: Tumeurs coligues dénombrées chez lesrisosuite a la

consommation de charcuteries
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Graphe 15 : Nombre (A) et surface (B) des tumeérmchbrées sur la muqueuse colique des souris aprés

sacrifice

Statistiguement, on observe une différence sigatifie entre les souris ayant

consommeé une charcuterie riche en heme et la mBareuterie additionnée de grenade. Les

secondes présentent moins de Iésions tumoralegueslique les premieres (p = 0.04). De

plus, il est a noter que le groupe ayant consommeéctiarcuterie riche en grenade est le seul

groupe ou il n'y a eu aucun mort. Concernant lbetaies Iésions tumorales, la comparaison

entre les groupes ne montre aucune différencefisigtive.

La modification des procedeés de fabrication telle ajout de grenade a la charcuterie a

effet protecteur sur le développement de |ésiom®tales au niveau de la muqueuse

colique.
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NOM : MALRIC PRENOM: AURELINE

TITRE : Viandes et cancérogenése colorectale chez le Raingio-induit et la Souris Min : effet de I’héme.

RESUME: Nous avons étudié I'effet co-cancérogene d'wimé a base de viande bovine, riche en héme, sur la
mugqueuse du cblon de rats chimio-induits par I'gneéthane et de souris Magc. Pour cela, nous avons dosé
la concentration en héme des eaux fécales et naurs aléterminé au microscope le nombre et la tdiéle
foyers de cryptes aberrantes (ACF) et des cry@asrps en mucine (MDF) sur les muqueuses coliqgassats
ainsi que les tumeurs intestinales des souris. Nouss cherché la corrélation entre I'hneme fécalaet
cancérogenése. Enfin, nous avons testé l'effetditiéel antioxydants et de la cuisson de viandes laur
cancérogenese.

La consommation de viande rouge a été promotrida deoissance des MDF (p=0.028) et a augmenté
la surface tumorale (p=0.002), avec un effet ngniicatif sur le nombre de tumeurs (p=0.059) déingestin
des souris. Les régimes riches en viande ont augnidmwme fécal des rongeurs (rats : p< 0.0001uriso
p=0.015). Enfin, les rats ayant recu de la viandeimée ou des viandes bien cuites avaient moirndDe que
les témoins appariés (p<0.01). Inversement chegdass nous avons observé un effet promoteur deitson
(p<0.0001) mais pas d’effet protecteur de la maléna

Cette étude montre l'effet promoteur de la viandevite sur le développement de Iésions
précancéreuses. Cette promotion est corrélée avaantentration en heme fécal. L'ajout d’antioxydayu une
cuisson adéquate sont protecteurs chez les ratsnwent et représentent donc d’éventuelles stratéde
prévention a valider chez I'Homme.

MOTS-CLES: Heme, Viande, Cancérogénése, Célon, Lésionsapoéceuses, ACF, MDF, Rats, Souris MIN.

ENGLISH TITLE : Meat and colorectal carcinogenesis in chemo-inducedts and Min mice: heme effect.

ABSTRACT : We studied the putative carcinogenic effect eefomeat diet, a heme-enhanced diet, in
azoxymethane-chemoinduced rats and in &fin/mice. We measured heme concentration in fecalrveats we
scored, using a microscope, the colonic aberrayptdioci (ACF) and the mucin depleted foci (MDF) in
rats’colon and tumors on mice intestine. Then, wedtto determine a relation between fecal heme and
carcinogenesis. Finally, we tested some prevertgivategies such as the addition of antioxidant &gen
different cooking.

Meat-based diets promoted the growth MDF in the@mroh rats (p=0.028) but the effect in Min mice
did not reach significance (p=0.059). Meat-baseztsdincreased fecal heme in rodents (rats: p<0;000de:
p=0.015). Marinated meat reduced carcinogenesisiqtion in rats (p<0.01), as did well done meat @ogkin
contrast, cooked meat was more promoting in Minentihan raw meat (p<0.0001), and marinade did rthioe
the effect of meat.

These results confirm meat-based diets promotgtvth of tumor lesions depending on fecal heme
level and point out antioxidant agents or well-domeat can be protective in rats. These results thiglused to
design prevention strategies that should be vadiat a volunteer trial.

KEY WORDS: Heme, Beef meat, Carcinogenesis, Colon, Precdesiens, ACF, MDF, Rats, Min mice.
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