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INTRODUCTION

Le tube digestif forme un écosysteme extrémement complexe ou les trois principaux
acteurs : le microbiote, les nutriments et les cellules de I’h6te sont en contact permanent et

interagissent.

Depuis la naissance de la microbiologie a la fin du XIXeme siecle, les modes de pensées de
cette discipline ont constamment évolué. En effet, pendant de nombreuses années la
relation microbiote-hote a été principalement étudiée sous I'angle de la pathogénicité a tort.
Le microbiote intestinal représente une biomasse considérable possédant de nombreuses
fonctions physiologiques indispensables pour I'héte; jusqu’a étre aujourd’hui considéré
comme un « organe caché ». Cependant, malgré I'évolution des concepts microbiologiques,
la composition du microbiote intestinal restait encore trés imprécise. C'est a partir des
années 2000 que I'on note des progrés majeurs dans I'investigation de la constitution du
microbiote intestinal grace aux avancées technologiques en biologie moléculaire et bio-

informatique, notamment mis en avant lors de grands projets scientifiques (Projet MetaHIT).

Ces nombreux progrées ont conduit a faire évoluer certains concepts et notamment a
considérer une nouvelle approche dans I'étude de certaines maladies intestinales et extra-
intestinales en s’intéressant de plus prés a l'influence positive ou négative du microbiote
intestinal. Les domaines de la gastroentérologie en premier lieu (maladies inflammatoires de
I'intestin) ainsi que d’autres domaines (allergies, obésité...) n’échappent donc pas a cette
nouvelle approche. C'est donc tout naturellement que certains scientifiques ont axé leurs
recherches sur la relation entre le microbiote intestinal et le cancer du sein, premier cas de

mortalité de cancer chez la femme dans le monde.

L'objectif principal de cette theéese est d’exposer les connaissances scientifiques
fondamentales concernant le microbiote intestinal et du cancer du sein, permettant
notamment de mettre en avant le réle essentiel du microbiote pour son hote, et les enjeux
de santé publique concernant ce cancer. Les résultats d’études scientifiques présentant une
potentielle relation de cause a effet entre le microbiote intestinal et le cancer du sein par la
métabolisation des cestrogenes seront discutés, ainsi que les perspectives de prévention du

cancer du sein en lien avec le microbiote intestinal.



TABLE DES MATIERES

REMERCIEIMENTS e s 3
INTRODUGCTION .. nes 4
I. Le microbiote intestinal : Un 0rgane a Part ENLIEIE ......uivviciiie i 7
1.1 DATINITION ..ttt ettt et b e s bt sttt e b e she e et b e e b e reenes 7
1.2 Développement du microbiote intestinal ..........coccieiiiiiiii i 9
1.3 Composition du microbiote iNTestinal...........oooeciiii i 11
13.1 GENBIAITES ..ttt sttt e st e et e e s b e e sate e sbe e e naeesbeeeane 11
13.2 Arbre phylogénétique du microbiote intestinal........ccccccveeiiiiiiiiiniiie e, 11
133 Le Projet METAHIT ...eeeiiieieeeeeeee et e e e e s s ssatre e e e e e e s s ssnannee 13
1.3.4 Composition du microbiote intestinal ...........coeciiiiieiiii e 14
1.3.5 Répartition du microbiote intestinal de I'adulte sain.........cccoccveiieciieiecccee e, 15
1.3.5.1 ESTOMAC ceeiiiiiiiiiieteee et e e 17

1.3.5.2  INEESEIN GIEIE .evveee e e e et e e e ra e e e e earaeeeenee 17

0 0T TR o ] o o PRSPPIt 17

1.4 Modulation du microbiote intestinal chez le sujet sain........ccccceeeeciei e, 18
1.41 [ =L TSP PP PRUPRRPONt 18
1.4.2 L alIMENTATION. ..ttt sttt sbe e s sare e 21
1.4.3 T Yo Y] oo 4o U1 SRS UPR 22

1.5 Réle du microbiote intestinal SUr SON hOTE ........cooierieriiriieceeee e 24
151 FONCLIONS STrUCTUIEIIES ..cveiniiiiieee e e e 24
1.5.2 FONCtioNs METADOIIQUES .....oeeeiieieeee e et 24
1521 Fermentation ... e 25

1.5.2.2  TransformMation......coceoeeiiiieie et 27

1.5.2.3  SYNENESE ceeiiiiiie e e e e st e e e s ta e e e e ataeeeeerraeeeanes 27

153 FONCtioNS IMMUNITAITES......coiiiiiiiiiiiiii e 28

1.6 Techniques d’analyse du microbiote intestinal.........ccccccvviieiiiei e, 29
1.6.1 GENBIAIILES ...ttt st st b e sttt s 29
1.6.2 Technique par recherche de composés caractéristiques du microbiote intestinal ...... 32
1.6.3 Technique basée sur la culture de bactéries........ccoveeiiiieeecciiie e 32
1.6.4 TechNiqUES MOIECUIRITES ....ccc.uvvieieiiee e e e e e e e e 33
1.6.4.1 Séquencage du gene codant pour FARNILES........cveeviviiieeiccieee e 33

1.6.4.2 Séquencage a haut déDit.......c.cooeiiiiii ittt e e 35

| = o= o ol T e [V IEY=1 o IO PP U SV UUPTOURPRRINN 37
2.1 Notions générales sur le CanCer dU SEIN........ccuueiiiciiiie e e et e e e e e e 37



2.1.1 Epidémiologie du cancer du SEiN.........ccoccuiiiiiiciie et 37

2.1.2 ANQLOMIE AU SEIN Leoviiiiiiiiieee ettt sttt sttt e b e saeesane e 42
2.1.3 Classifications et stades cliniques des cancers du SeiN ........ccccecveeeeeciieeeccieee e 45
2.1.3.1  Classifications du CanCer dU SEIN .......coceeeriieiiieeiie et 45
2.1.3.2 Stades cliniques du CaNCer dU SEIN ......cccccveiiiiiieeeriiiee e eireeeerree e sseee e s sereeessereeeeas 49

2.2 Dépistage et diagnostic du CanCer dU SBIN .......uiiiiiiiiiiiiiie et 50
2.2.1 EXQMEN CHINIQUE 1eeeetieee ettt ettt e e tte e e e ette e e e et e e e e e bt e e e s enbae e e e eabaeeeennneeas 51
2.2.2 Y Yo ] 0 o T={= o] o1 [T SRR 51
2.3 Le cancer du sein : une maladie multifactorielle ..........coooeoiiriiiiiiiene 52
2.3.1 Aottt ettt ettt e ettt et ee e e en et e r e e e 53
2.3.2 Antécédents personnels et familiauX......ccceoveiiiiiiiieiic 53
2.3.2.1  AntécAdents PEISONNEIS.....ciii ittt e e e s e e e st re e e ssareeeeas 53
2.3.2.2  Antécédents familiauX......ccooiiiiiiiieeeeee e s 54
2.3.3 Ry Y [ [N 1T 54
2.4 Exposition aux cestrogenes et conséquences sur le cancer du sein chez la femme.............. 56
241 GENBIATES ettt sttt s e sttt e e s be e e sabe e s bt e snteesbeeenne 56
2.4.2 Impact des cestrogénes surle cancer du SEIN .......ccceeeeiecieeecciiee e 57
2421 MEcanisme d aCtiON ...oc.cociiiiiiiieieeeete e 57

2.4.2.2 Association des cestrogénes et du cancer du sein en période de pré et post-

Y=Y aTe] o T [U 1Y SRS 59

2.4.3 Mécanisme de conjugaison des CEStFOZENES .....ccccvcvieieicciieeeeiiiee e eriree e erre e e e srre e e e ereeas 62

IIl. Microbiote intestinal, cestrogenes et cancer du SEIN ......ccviveiciiee e 66
3.1 LCT=T 1T 1= RS 66
3.2 Métabolisme des cestrogénes par le microbiote intestinal ..........cccceeeecieeiccciee e, 66

33 Les habitudes alimentaires responsables de la modulation de I'activité de B-glucuronidase

76
DISCUSSION ET PERSPECTIVES ...coiiiiiiiiiiiiiiiiiiciitc ittt 79
BIBLIOGRAPHIE ... oottt saa s s b e s a s sbe e 82
ABREVIATIONS . ... b s s e e bbb e s ba s sabe e 91



I. Le microbiote intestinal : un organe a part entiére

1.1 Définition

Le microbiote appelé auparavant flore microbienne, désigne I'ensemble des communautés
de micro-organismes (bactéries, archées, champignons, virus) commensaux (non
pathogénes) résidant dans un environnement spécifique (Figure 1). Il existe chez I'étre

humain de nombreux microbiotes situés a différents niveaux (cutané, vaginal, intestinal...).

EUKARYOTES
Large cells with nuclei

Redalgae
Slime moulds

Figure 1. Les trois domaines du monde vivant : bactéries, eucaryotes et procaryotes (1)

Le microbiote intestinal quant a lui, réside dans le tractus digestif humain, c’est-a-dire de la

bouche a I'anus, dont une forte proportion se situe dans I'intestin et le célon (2) (Figure 2).



oesophage

estomac

duodénum

célon
intestin gréle

appendice
colon sigmoide

ulIsajuL sous

rectum

anus L

Figure 2. Schéma du tube digestif humain (3)

Les micro-organismes qui le composent sont extrémement nombreux. En effet un individu
héberge environ 10 bactéries (100 000 milliards) soit plus de dix fois le nombre de cellules
humaines présentes dans notre organisme. Son génome est 100 fois supérieur a celui de

I’'Homme et ses capacités métaboliques égalent celles d’'un organe a part entiére.

Auparavant, la biodiversité des micro-organismes intestinaux a été longuement explorée et
décrite pour son roéle délétere sur I'organisme humain car le tube digestif est aussi
responsable de I’"hébergement de nombreux pathogénes. Son impact sur la santé et le bien-
étre de 'Homme est maintenant bien reconnu : contribution a la maturation du systeme
immunitaire, barriére directe contre certains agents pathogenes, implication possible dans
de nombreuses maladies (allergies, maladies inflammatoires de [lintestin, troubles

dégénératifs...) (2).

Cet écosysteme fait depuis plusieurs dizaines d’années I'objet de nombreuses recherches
scientifiques, dont les découvertes sur ses potentiels bénéfices thérapeutiques sont tres

encourageantes.



1.2 Développement du microbiote intestinal

Le foetus des mammiféres et par extension celui de I'Homme, se développe in utero.
L’environnement stérile dans lequel le foetus évolue est aujourd’hui remis en cause par la
découverte de bactéries dans le liquide amniotique, le méconium et le cordon ombilical (4).
Cependant, on considéere que le processus de colonisation des muqueuses (digestive,

urogénitale, bucco-nasale, cutanée, respiratoire...) se met en place a partir de la naissance

(5).

Le tube digestif est tout d’abord colonisé au contact de la flore vaginale ou fécale de la mere,
respectivement lors d’un accouchement par voie basse ou au contact des micro-organismes
présents dans I'environnement lors d’'un accouchement par césarienne. La constitution du
microbiote intestinal se poursuit ensuite progressivement, laissant d’abord la place aux
bactéries intestinales aérobie-anaérobie facultatives (entérobactéries et principalement
I'espece Escherichia coli, les entérocoques, les staphylocoques...) nécessitant de I'oxygéne
pour se multiplier. Par la suite, en consommant I'oxygéne présent dans l'intestin, les
premieres bactéries du microbiote intestinal vont favoriser I'implantation de bactéries dites
anaérobies strictes proliférant en absence de gaz (Bacteroides, Clostridium,

Bifidobacterium...) ainsi que des lactobacilles et des microaérophiles (6) (Figure 3).
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Figure 3. Les différentes étapes de la colonisation microbienne intestinale du nourrisson et de I'enfant

(7)



En I'absence de mécanisme immunologique sophistiqué comme chez I'adulte, le tractus
digestif du nouveau-né est un environnement particulierement permissif ou les
. , . . . 11 , .
concentrations de bactéries dans les selles vont atteindre rapidement 10° bactéries par
gramme. Par la suite, le microbiote est continuellement exposé a de nouvelles bactéries
provenant de I'environnement extérieur notamment par I'allaitement au sein de la mére,
I"alimentation, les contacts divers avec les humains permettant au systéme immunitaire du
nourrisson de se développer. La composition du microbiote intestinal évolue pendant les

premieres années de la vie pour devenir stable entre 2 et 4 ans.

Les proportions des bactéries constituant le microbiote intestinal de I'enfant different de
celles de I'adulte jusqu’aux 2 ans et se stabilisent qualitativement et quantativement par la
suite jusqu’aux 4 ans (5). Le genre bactérien Bifidobacterium est ainsi le plus représenté suivi
du genre Bacteroides, les groupes C. coccoides et C. leptum sont quant a eux

proportionnellement moins représentés que chez I'adulte (Figure 4).
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Figure 4. Composition du microbiote intestinal fécal d’enfants européens dgés de 6 semaines (8)
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1.3 Composition du microbiote intestinal

1.3.1 Généralités

Le microbiote intestinal est un écosysteme extrémement complexe recouvrant prés de 200
especes bactériennes et pouvant atteindre un poids de deux kilogrammes chez un individu.
Plus de 99% des micro-organismes sont d’origine bactérienne, le reste étant principalement
des archées ce qui témoigne de la forte représentation des bactéries dans le tractus digestif
(9).

Chaque individu possede son propre microbiote intestinal qui est donc unique sur le plan
qualitatif et quantitatif. Cette spécificité d’hoéte se confirme lorsque pour un échantillon de
10 individus différents, on ne retrouve en moyenne qu’une seule espéce bactérienne
commune a tous les individus (10).

Cependant, malgré la grande spécificité du microbiote a I'échelle de lindividu, des
similitudes sont observées si I'on considére la diversité au niveau des groupes bactériens ou
phyla. Pour cela, une classification scientifique des espéces bactériennes présentes dans

notre tractus digestif est nécessaire.

1.3.2 Arbre phylogénétique du microbiote intestinal

Il existe une classification scientifique des espéces comportant plusieurs niveaux. Le
domaine est le premier niveau de la classification. Vient ensuite le regne, le phylum ou

I'embranchement, la classe, I'ordre, la famille, le genre et I'espéece (Figure 5).

11
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Figure 5. Classification traditionnelle ou classique du monde vivant (11)

A partir du XXleme siécle, de nouvelles techniques d’analyse ont permis d’approfondir nos
connaissances sur la composition du microbiote intestinal en améliorant I'identification des

espéces bactériennes.

En effet, une grande majorité des micro-organismes qui composent le microbiote intestinal
n’avait pas encore été caractérisée. Aprés le premier séquengcage complet de génome
bactérien en 1995, un effort considérable de séquencage a large échelle du microbiote
intestinal a été réalisé a travers plusieurs projets internationaux pour combler ces lacunes :
e Human Microbiome Project du National Institute of Health (NIH) lancé en 2008 aux
Etats-Unis
e MetaHIT (Metagenomics of the Human Intestinal Tract) de la communauté
européenne avec un colt estimé a 20 millions d’euros
e Microobese/MetaGut, projet franco-chinois

e Human Microbiome Initiative au Canada

12



1.3.3 Le projet MetaHIT (9)

Le projet MetaHIT lancé en 2008 et coordonné par I'INRA (Institut National de la Recherche
Agronomique), a eu pour objectif d’identifier I'ensemble des génomes microbiens
intestinaux (métagénome) par séquencgage haut débit [llumina®©. Il a permis de décrire les
interactions reliant le métagénome et la santé, notamment avec I'obésité et certaines
maladies inflammatoires. Ce projet est fondé sur I'analyse d’échantillons de selles recueillies
aupres de 124 personnes et a permis d’identifier un total de 3,3 millions de génes différents.
Cet ensemble de génes provient d’environ 1000 espéces bactériennes représentant la
grande majorité des espéces de I'intestin humain.

Le principal défi de ce projet était de créer un catalogue assemblant de petites séquences
d’ADN pour obtenir une séquence continue d’une longueur au moins égale a celle d’'un géne

bactérien classique, soit approximativement 1000 bases.

Il a été établi que chacun des 124 sujets de la cohorte abritait en moyenne 540 000 genes
microbiens non redondants. Les 3,3 millions de genes identifiés sont donc largement
partagés. En effet lors de la comparaison des génes présents chez les différents individus de
I’étude, il a été montré que 40% des genes portés par un individu donné, sont partagés avec
au moins la moitié des individus de la cohorte. Ces genes sont couramment appelés des

« genes communs ».

Les différents genes du catalogue ont été classés en 19 000 clusters fonctionnels, environ
6000 d’entre eux ont été retrouvés chez tous les individus et représenteraient d’apres les
auteurs le « métagénome minimal » et qui selon eux seraient nécessaires au bon

fonctionnement de I’écosysteme intestinal.
Le projet a ouvert de nombreuses perspectives grace a la découverte de nombreux genes

encore inconnus et par conséquent de potentielles fonctions bactériennes d’intérét

biologique.
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1.3.4 Composition du microbiote intestinal (12)

Grace aux nombreux projets cités précédemment, I'analyse de la composition du microbiote
intestinal a permis de révéler la prédominance de 3 grands types de phyla bactériens

formant le microbiote dominant : Firmicutes, Bacteroidetes et Actinobacteria.

» Le phylum des Firmicutes est toujours fortement représenté, il comprend :
e Le groupe Eubacterium rectale-Clostridium coccoides le plus souvent représenté (14%
a 31% des bactéries totales en moyenne suivant les études).
Ce groupe est composé d’especes bactériennes appartenant aux genres Eubacterium,
Clostridium, Ruminococcus, Butyrivibrio.
e Le groupe du Clostridium leptum comprenant des espéces comme Facalibacterium
prausnitzii, Ruminococcus albus et Ruminococcus flavefaciens qui sont les plus

représentés (16% a 22% des bactéries totales).

» Le phylum des Bacteroidetes :
e Les genres les plus représentés sont Bacteroides, Prevotella et Porphyromonas.
lls sont toujours présents et représentent 9% a 42% des bactéries totales selon les

études.

» Le phylum Actinobacteria est moins systématiquement représenté et comprend :
e Le genre Bifidobacterium (0,7% a 10%) et les bactéries du groupe Collinsella-

Atopobium (0,3% a 3,7% en moyenne).

Un microbiote sous dominant est observé avec les entérobactéries (0,4% a 1%), les

lactobacilles et streptocoques (2%) qui sont plus rarement observés.

On observe donc des similitudes importantes entre chaque individu au niveau des phyla et
des grands groupes phylogénétiques, mais pour ce qu’il s’agit des espéces, nombreuses
d’entre elles sont sujet-spécifique. Cela laisse penser que le microbiote d’un individu lui est
propre, mais qu’il existe d’'un point de vue fonctionnel une interchangeabilité entre les
espéces. Les données récentes de métagénomique vont dans ce sens en montrant que les

fonctions portées par les genes du microbiote sont similaires d’un sujet a I'autre.

14



1.3.5 Répartition du microbiote intestinal de I'adulte sain

Le microbiote intestinal subit des variations quantitatives et qualitatives importantes tout au
long du tube digestif (13,14):

e De maniere longitudinale : la densité de population en micro-organismes entre la

bouche et le c6lon augmente de maniére croissante.

e De maniére transversale entre la lumiére et la muqueuse intestinale. La couche de

mucus qui recouvre lintestin constitue une niche écologique ou un écosystéme
spécifique. Des études scientifiques ont montré que les communautés bactériennes
peuplant cette niche étaient remarquablement stables dans le temps et similaires
entre l'iléum et le rectum pour un individu donné. En revanche les communautés
bactériennes dominantes au niveau du mucus sont différentes de celles qui sont

retrouvées au niveau de la lumiére de I'intestin.

A chaque niveau du tractus digestif, une flore différente est donc retrouvée, correspondant
a des habitats différents ou des niches écologiques spécifiques. Il convient de noter que non
seulement une variation importante de la répartition des espéces bactériennes est observée
tout au long du tractus digestif (Figure 6) mais aussi au sein méme d’un organe comme la
bouche (Figure 7) avec des prédominances bactériennes distinctes selon les différentes

localisations (salive, palais, gencive, gorge...).

15
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Figure 6. Présentation des différences de proportion des phyla du microbiote intestinal humain en

fonction du type de niche (15)
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Figure 7. Cladogramme circulaire reportant les prédominances des phyla selon les muqueuses
analysées. Groupe 1 : muqueuse buccale et du palais, Groupe 2 : muqueuse de la langue, de la gorge

et de la salive, Groupe 3 : muqueuse des gencives, Groupe 4 : muqueuse fécale (16)
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1.3.5.1 Estomac (13)

Au niveau de I'estomac, on retrouve peu de bactéries en raison de I'acidité (jusqu’a pH 2), du
liqguide gastrique et de l'activité motrice importante. Les principales bactéries sont les

Lactobacilles et les Streptocoques a raison de 10'-10° UFC (Unité Formant Colonie)/g.

1.3.5.2 Intestin gréle (13)

Apres le passage de I'estomac a pH acide, le pH redevient neutre, I'oxygéne se raréfie et le
nombre de bactéries va augmenter progressivement du duodénum a l'iléon. La flore reste
cependant encore relativement pauvre en raison du péristaltisme et de I'abondance des

sécrétions.

La flore du duodénum-jéjunum n’excéde pas 10°-10° UFC/g et est composée d’espéces
aérobie-anaérobie  facultatives  (Streptococcus, Lactobacillus,  Enterobacteriaceae)

appartenant a la flore de passage.

La flore iléale est plus importante atteignant 10°-108 UFC/g composée d'une flore anaérobie
stricte prédominante appartenant aux genres Bacteroides et Clostridies associée a une flore

anaérobie facultative (Streptococcus, Lactobacillus).

1.3.5.3 Coélon

C’est au niveau du cOlon que la population bactérienne est la plus dense car la stabilité des
populations bactériennes y est plus importante avec 10%-10% UFC/g ; ainsi autour de 40% du
poids sec des selles correspondent a des micro-organismes. Le transit est trés fortement
ralenti et est associé a un tres bas potentiel d’oxydoréduction qui est a l'origine de la
proportion dominante de bactéries de genres anaérobies stricts (Bacteroides,

Bifidobacterium, Clostridium) (13).

Au sein méme du cblon, des travaux ont mis en évidence des différences entre la flore
caecale et fécale. En effet, la population bactérienne augmente de plus de 100 fois entre ces
deux portions du c6lon avec une proportion dominante de bactéries de genres anaérobies

stricts (17).
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1.4 Modulation du microbiote intestinal chez le sujet sain

L'hote et son microbiote intestinal entretiennent des relations étroites et interagissent de
maniere synergique. L'équilibre de I'écosysteme bactérien intestinal peut cependant étre
perturbé, entrainant une modification plus ou moins durable du microbiote appelée

dysbiose.

Ce déséquilibre est influencé par des facteurs génétiques et environnementaux et jouerait
un role dans le déclenchement et la sévérité de certaines maladies. Un des enjeux majeurs
des travaux de recherches sur le microbiote intestinal est d’essayer de comprendre au mieux
I'influence de certains facteurs sur la prolifération et la stabilité du microbiote intestinal chez

les sujets sains.

Age: Environment:
Changes to microbial Geographic location?
exposure at birth? Antibiotics? :-
. Ageing?
Genetics: Diet: .22
HLA? “Western diet”
Sex? High in fat?

Qd‘ High in protein?

Figure 8. Causes probables de dysfonctionnement du microbiote intestinal appelé dysbiose

1.4.1 L'age

» Naissance - jeune age

Le microbiote intestinal du nouveau-né implanté rapidement aprés la naissance, constitue
un élément de défense indispensable chez le jeune enfant. Différents facteurs, tels que le
mode d’accouchement (voie basse, césarienne), I'environnement, le mode d’alimentation
(lait maternel, biberon), le terme de naissance ou I'antibiothérapie per partum chez I'’enfant
influencent largement la qualité d’implantation de la flore intestinale (18).
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Des études récentes ont démontrés que dans les pays industrialisés, en raison des conditions
d’hygiene de plus en plus strictes lors de I'accouchement, I'implantation de certains genres
bactériens anaérobies stricts principalement Bifidobacterium et Bacteroides est retardée.
Cette période d’acquisition du microbiote semble trés importante pour l'effet barriere
protecteur vis-a-vis de certaines infections d’origine digestive ainsi que pour la maturation
du systéme immunitaire et influence donc le risque de survenue de maladies ultérieures

comme certaines allergies (6,19).

Une récente étude menée sur les selles de 10 enfants a été réalisée par séquencage haut
débit (Roche/4540) (20). Les chercheurs ont analysé 34 échantillons fécaux provenant des
meéres et 46 échantillons de leurs enfants. L’étude a mis en évidence qu’il y existe une forte
transmission de bactéries d’origine vaginale de la mére vers I'enfant lors d’'un accouchement
par voie basse comme le démontre la figure 9. Ainsi, un nombre important de lactobacilles
est observé les premiéres heures aprés la naissance chez les enfants accouchés par voie
basse, au contraire, chez les enfants accouchés par césarienne est observé une forte

présence de bactéries d’origine cutanée comme des staphylocoques.

C' Lachnospiraceae In. Sed.
0.9 Staphylococcus
Bacteroidetes
0.8 Dialister
3 “ Succinivibrionaceae
g 07 Corynebacterium
g " Ureaplasma
g 0.6 “ Ruminococcaceae
_E H | actobacillaceae
0 05 ® Lachnospiraceae
_E " Megasphaera
5 04 = Chryseobacterium
E 03 = Vaillonellaceae
Sneathia
0.2 ® | actobacillales
® Fusobacteriaceae
0.1 = Atopobium
® Proavotellaceae
0 = Prevotella
Momi Babyl Mom2 Baby2 Mom3 Baby3 Mom4 Babyd o) o obo e

Vagina Vagina Vagina Vagina
Mother’s vagina or Vaginally-delivered baby

Figure 9. Comparaison de I"'abondance relative des taxa des premiéres bactéries intestinales de
nouveau-nés a celle des bactéries vaginales des meres (20).
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> Personnes agées

Au méme titre que chez les enfants, il existe une forte variation des espéces bactériennes
intestinales chez les personnes agées comparé aux personnes adultes. Ces changements
sont caractérisés majoritairement par une augmentation de Bacteroidetes, une diminution
de Firmicutes (21) et de Bifidobacterium (22). De plus, il a méme été démontré que les
centenaires portaient en commun les mémes modifications de proportion de certaines

bactéries en comparaison aux microbiotes intestinaux de personnes adultes (23).

Le microbiote intestinal est un acteur clé participant aux fonctions physiologiques de I'h6te
et évolue tout au long du cycle de la vie (Figure 10). Pendant les premiéres années de vie, le
microbiote se diversifie et se complexifie. Cette transformation s’opére en paralléle avec le
développement métabolique, immunologique et cognitif contribuant a I'équilibre des
parametres physiologiques ou homéostasie. Aprés cette phase de développement et de
stabilité, on observe l'appauvrissement de la diversité du microbiote intestinal, tres

certainement lié a la progression de maladies et a la fragilité des personnes agées (24).

Stage Human Microbiome Biologic functions
in life developmental stage compaosition of the microbiome
Fetus Developing Minimal ?

Child Developing Developing Choreography

of development

Adult Reproduction Mature Homeostasis,
host fitness

Elderly Aging Senescent Neutral or
person negative fitness

Figure 10. Synthése des réles biologiques majeurs du microbiote intestinal a travers les différentes
étapes générationnelles (25)
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1.4.2 Ll’alimentation

Le deuxieme facteur influengant le microbiote intestinal chez I'enfant apres le mode
d’accouchement est I'alimentation, c’est-a-dire soit par le lait maternel ou industriel.
Certaines études ont montré des différences de composition bactérienne chez des enfants
alimentés par ces deux méthodes. En effet, le lait maternel n’apporte pas seulement que des
nutriments essentiels mais aussi certains composés bioactifs (Human Milk Oligosaccharides
ou HMO) non présents dans les laits industriels. Ces composés ont un role significatif dans la
digestion et [I'absorption des nutriments, la protection immunitaire et la défense
antimicrobienne (26). Les HMOs favorisent de maniere significative la croissance des

bifidobactéries chez les enfants nourris au lait maternel comparé au lait industriel (27).

Par la suite, lorsque le microbiote intestinal devient mature et stable, le mode
d’alimentation influence encore et toujours la composition, la diversité et la richesse de
celui-ci. De maniére générale, la prise d’aliments riches en fruits, végétaux et fibres est
associée a une plus forte richesse et diversité du microbiote intestinal. Des études ont
démontré que les microbiotes intestinaux different selon les variations géographiques des
hotes. Cela est expligué par la différence d’habitudes alimentaires entre chaque
communauté et pays comme le montre la figure 11. Ainsi, on observe chez des enfants
consommant une alimentation occidentale riche en protéines animales, sucre, amidon et
pauvre en fibres, des différences importantes dans la composition du microbiote en
comparaison a des microbiotes intestinaux d’enfants d’Afrique, notamment par une

abondance de Bacteroides.
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Figure 11. Différences de composition de microbiote intestinal entre des enfants d’Europe (EU) et

d’Afrique (BF : Burkina Faso) (28)

Nous sommes déja tous sensibilisés au fait que certaines mauvaises habitudes alimentaires
prises sur une longue période peuvent avoir de réelles conséquences sur notre santé
(obésité, risque cardiovasculaire, diabéte de type 2...). Mais a travers les exemples cités
précédemment, on saisit aussi I'influence considérable des habitudes alimentaires sur la
composition du microbiote intestinal et par conséquent ses potentiels effets déléteres sur

notre santé.

1.4.3 Les antibiotiques

Les antibiotiques ont un effet indiscutablement positif a travers des traitements curatifs ou
préventifs en protégeant les patients de maladies potentiellement mortelles. Cependant

I'antibiothérapie déséquilibre I’écosystéme bactérien intestinal.

Le déséquilibre peut se manifester par la rupture de l'effet barriere-protecteur du
microbiote intestinal engendrant dans 5 a 20 % des cas selon les antibiotiques, des diarrhées
post-antibiotiques au cours ou en fin de traitement (10).

Suite a ces perturbations, certaines bactéries comme Clostridium difficile vont coloniser la
flore intestinale de barriere et engendrer la production de toxines se manifestant

majoritairement par une colite pseudo-membraneuse.
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Suite au diagnostic d’infection a Clostridium difficile, I’antibiothérapie responsable doit étre
évaluée, si possible arrétée et un nouveau traitement antibiotique doit étre mis en place. La
principale complication du nouveau traitement est la rechute dans 20 a 25% des cas pouvant
étre prévenue par la prise de probiotiques notamment. Le plus souvent, I’équilibre rompu
est rétabli peu de temps apres l'arrét de I'antibiothérapie, ce qui suggére que les bactéries
de la flore de barriere ne sont que transitoirement éradiquées ou diminuées pendant le

traitement (29).

De plus, les traitements antibiotiques favorisent I'implantation d’espéces et de souches
résistantes aux antibiotiques (29,30). En effet, ces traitements altérent la structure de la
population microbienne intestinale en diminuant sa diversité de maniere plus ou moins
transitoire.

Comme le montre la figure 12, les changements de composition au sein de la communauté

bactérienne intestinale entrainent :

e des modifications d’interactions entre espéces bactériennes. Les antibiotiques
promeuvent les mécanismes d’acquisition de génes de résistances par transfert
d’information génétique parmi les bactéries en augmentant des phénomeénes de
conjugaison, de transduction et de transformation suite a 'activation d’une réponse
des cellules au stress.

e une augmentation de |'espace de vie au sein de la communauté bactérienne
intestinale laissant la place a la colonisation de bactéries portant des génes de
résistance aux antibiotiques qui, par conséquent, enrichissent la part de génes

résistants aux antibiotiques au sein du microbiome.
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Figure 12. Effets des antibiotiques sur la communauté microbienne au sein du microbiote intestinal

(29)
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Aujourd’hui, la résistance aux antibiotiques constitue l'une des plus graves menaces pesant
sur la santé, la sécurité alimentaire et le développement mondial. La résistance aux
antibiotiques menace I'efficacité de traitement antibiotique et peut nous diriger vers une ére
ou des infections courantes pourraient étre a nouveau meurtrieres.

L’OMS (Organisation Mondiale de la Santé) a d’ailleurs adopté en mai 2015 un plan d’action

mondiale pour combattre la résistance aux antimicrobiens (31).

1.5R6le du microbiote intestinal sur son hote

1.5.1 Fonctions structurelles

Le microbiote intestinal joue un réle de barriére protectrice contre les pathogeénes ingérés,
c’est-a-dire de résistance a la colonisation des bactéries exogenes qu’elles soient pathogenes

ou non (32).

» Effet barriéere
e Renforcement des jonctions serrées entre les cellules épithéliales intestinales.

e Induction de la sécrétion du mucus par les cellules épithéliales (caliciformes).

> Effet protecteur
e Sécrétion de métabolites antimicrobiens comme des acides ou des bactériocines.
e Compétition pour les nutriments entre les bactéries exogenes et commensales plus

adaptées a I’écosysteme intestinal.

1.5.2 Fonctions métaboliques

Parmi les fonctions majeures du microbiote intestinal, son influence sur le métabolisme de
I’h6te est indispensable au bon fonctionnement de l'organisme. Ainsi, le microbiote est
responsable de la fermentation des glucides et des protéines, de la transformation du

cholestérol en acides biliaires ou bien de la synthése de vitamines.
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1.5.2.1 Fermentation

La fermentation est une fonction majeure du microbiote intestinal et a lieu
physiologiguement dans le cbélon. Les principales sources de carbone et d’énergie
permettant la croissance et le maintien des fonctions cellulaires des bactéries du microbiote
proviennent de :
e substrats d’origine exogene comme les glucides, les protéines et les lipides non
digérés dans la partie supérieure du tractus digestif.
e substrats endogenes provenant de l'intestin gréle (enzymes pancréatiques, stérols
biliaires, cellules épithéliales...) et de Ila paroi colique elle-méme

(mucopolysaccharides, mucines...).

Cette activité est aussi fondamentale car les métabolites formés sont, pour la plupart,

absorbés et utilisés dans I'organisme.

» Métabolisme des glucides (15,32,33)

Les fibres et substrats glucidiques complexes sont transformés par des bactéries
hydrolytiques a I'aide d’enzymes (polysaccharidases, glycosidases) en petits fragments (oses

ou sucres simples, oligoses) assimilables par les bactéries.

La fermentation de ces derniers conduit a la production d’acides gras a chaine courte
(principalement acétate, propionate et butyrate) et de gaz (hydrogéene, dioxyde de carbone,

méthane produit a partir d’H,) (Figure 13).
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Figure 13. Fermentation des sucres par le microbiote colique (32)

Les acides gras a chaine courte (AGCCs) ont des propriétés spécifiques ; par exemple, le
butyrate a un effet trophique, antiprolifératif et immunomodulateur local. Le proponiate est
quant a lui absorbé par la muqueuse colique et module la production hépatique de
cholestérol. Enfin, I'acétate est utilisé comme source d’énergie par de nombreux tissus (rein,

cceur, muscles).

L’hydrogene, gaz produit majoritairement par la fermentation est utilisé in situ par des
bactéries du microbiote colique appelées hydrogénotrophes pour former du méthane, de

I'acétate ou des sulfures (Figure 13).

» Métabolisme des protéines (15)

La principale source d’énergie et d’azote chez les bactéries du microbiote intestinal est
obtenue par hydrolyse des protéines grace a des peptidases ou protéases en peptides et

acides aminés.

Parmi les réactions chimiques nécessaires a la fermentation des acides aminés, la
désamination est la plus utilisée par les bactéries du microbiote colique. Cette chaine de
réaction aboutit a la formation d’AGCCs (acétate, propionate, butyrate) dont certains effets

ont été précédemment présentés, et a la formation d’ammoniac. L'ammoniac est la
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principale source d’azote pour un tres grand nombre d’espéeces bactériennes dans le célon

qui l'utilisent pour la synthese d’acides aminés et la production de protéines.

1.5.2.2 Transformation

» Acides biliaires (15)

Les acides biliaires sont des produits dérivés du cholestérol et conjugués dans le foie a
diverses molécules hydrophiles ce qui a pour but d’augmenter leurs amphiphilies. Quatre-
vingt-quinze pour cent des acides biliaires secrétés dans la bile sont réabsorbés dans I'iléon
terminal par des transporteurs actifs puis sont transportés dans le foie via le systéme porte
pour y étre a nouveau sécrétés dans la bile. Les cing pour cent restant atteignent le célon et
sont déconjugués par les bactéries du microbiote colique en acides biliaires secondaires.
Cette déconjugaison rend les acides biliaires plus hydrophobes et favorise donc leur

réabsorption pour rejoindre a nouveau la circulation entéro-hépatique.

Les hormones stéroides et les xénobiotiques suivent les mémes voies métaboliques :
conjugaison hépatique, déconjugaison bactérienne et remise en circulation entéro-

hépatique.

1.5.2.3 Synthese (34)

La synthese de vitamine K et de certaines vitamines B est aussi une fonction métabolique

majeure du microbiote intestinal.

Certaines bactéries anaérobies facultatives dont Escherichia coli et Enterobacter aerogenes
sont capables de synthétiser in vitro un large éventail de vitamines :
e Vitamine B8 ou biotine: importante pour la croissance cellulaire et pour le
métabolisme des lipides, protéines et carbohydrates.
e Vitamine B2 ou riboflavine
e Vitamine B5 ou acide pantothénique
e Vitamine B6 ou pyridoxine

e Vitamine K : jouant un role essentiel dans la coagulation sanguine.
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e Vitamine B12: grande utilité pour la croissance locale bactérienne, certaines
bactéries anaérobies strictes dont Clostridium butyricum et Veillonella sp. sont

capables de la synthétiser.

1.5.3 Fonctions immunitaires

Le microbiote intestinal joue un role essentiel dans le développement et la maturation du
systéme immunitaire et donc dans la mise en place de réponses protectrices cellulaires et

humorales vis-a-vis des virus, des bactéries ou des parasites pathogenes.

La réponse humorale est assurée par la production d'immunoglobulines A (IgA) sécrétoires
qui bloquent I'adhésion des bactéries pathogenes a la muqueuse, neutralisent les
entérotoxines et empéchent la réplication virale dans I’entérocyte.

La réponse cellulaire repose sur les lymphocytes intra-épithéliaux qui permettent de

maintenir l'intégrité de I’épithélium intestinal (35) (Figure 14).
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Figure 14. Défenses immunes mises en place contre les bactéries commensales intestinales (36)

Cette défense naturelle a d’ailleurs été mise en évidence grace a l'observation de souris

axéniques c’est-a-dire stériles et donc sans microbiote intestinal. Ces modeles ont permis de
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mettre en évidence l'influence exercée par le microbiote intestinal sur la physiologie de

I’h6te et en particulier sur le développement du systeme immunitaire (37).

Ainsi, des anomalies telles que I’hypoplasie des plaques de Peyer, la diminution du nombre
de lymphocytes intra-épithéliaux, la faible production d’immunoglobulines sériques et
cytokines présentes chez les souris axéniques ont disparu en quelques semaines apres

I'inoculation du microbiote intestinal de souris conventionnelles aux souris axéniques (15).

1.6 Techniques d’analyse du microbiote intestinal

1.6.1 Généralités

Depuis le début des recherches sur la composition du microbiote intestinal, les techniques
visant a 'analyser ont été profondément améliorées pour atteindre aujourd’hui un niveau
de précision tres élevé jusqu’a I'espece bactérienne sur I'ensemble du microbiote intestinal
quel que soit sa provenance.

Grace a ces nouvelles techniques mises au point, il est désormais possible de dépasser
certaines limites d’investigation permettant de mieux comprendre l'interaction hoéte-
microbiote intestinal et mettre au service ces nouvelles connaissances scientifiques pour

I’élaboration de comportements préventifs, voire curatifs.

Hormis ces avancées technologiques, |'attrait croissant des scientifiques ces derniéeres
années pour le microbiote intestinal a quant a lui amener a considérer différemment cet
écosystéeme. En effet, les premiers travaux de recherche sur le microbiote intestinal et
jusqu’a ces derniéres décennies étaient principalement basés sur I'analyse du microbiote
intestinal a partir des échantillons fécaux des patients. Cependant, les résultats obtenus ne
reflétaient pas ce qu’est réellement le microbiote intestinal : les bactéries les plus présentes
dans le c6lon sont le moins représentées dans I'estomac ou dans le duodénum. Malgré cela,
les échantillons fécaux sont trés utiles pour identifier la majorité des bactéries présentes
dans le cblon, elles-mémes prépondérantes dans le tube digestif (38).

De plus, par le passé, I'analyse quasi exclusive du microbiote intestinal basée sur la culture
des bactéries ne permettait d’étudier qu’une faible proportion de la population bactérienne

totale : environ 70% des bactéries qui composent le microbiote intestinal ne sont pas
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cultivables par les méthodes classiques de culture bactérienne (12), ce qui se traduisait pas

un profond manque de connaissances.

Par conséquent, pour répondre a I'accroissement des exigences scientifiques et grace aux
avancées technologiques, de nouvelles techniques ont vu le jour.
Nous verrons dans ce chapitre les techniques d’analyses les plus étudiées par le passé et

celles qui sont une référence de nos jours (Tableau I).
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Tableau I. Différentes techniques d’analyse du microbiote intestinal

Recherche de composés caractéristiques du
microbiote intestinal

Techniques culture-dépendante

Techniques culture-indépendante

Séquengage a haut débit

Description

Historique

d’utilisation

Avantages

Inconvénients

Recherche de composés associés a la
présence de microbes spécifiques permettant
d’identifier les différences de composition
dans la population microbienne chez
différents groupes de sujets

Est utilisé aujourd’hui en majorité pour le
screen de populations ou pour des études
épidémiologiques

Simple
Economique
Convenable pour un screen initial afin de
tester une nouvelle hypothese
Utile pour une large population (études
épidémiologiques)

Informations limitées
Identification de I'espéce bactérienne
impossible

Utilisation de milieu de culture
spécifique au développement de
certaines bactéries

Historiguement la technique la plus
utilisée pour identifier une bactérie
présente dans différents
environnements

Rapide
Economique
Peu d’équipements et de
compétences requis
Utile pour un screen initial avant des
recherches plus détaillées

Environ 70% de bactéries non
cultivables
Informations limitées

Identification des bactéries a travers
Iisolation et 'amplification de ’ADN
bactérien comme celui de I’ARNr 16S

Rendu populaire ces 2 dernieres
décennies par les avancées
informatiques

Relativement simple
Relativement économique

Résultats plus importants

Biais de PCR
Nécessite des équipements sophistiqués
et une connaissance de leur maitrise
Peut nécessiter plusieurs méthodes en
combinaison pour obtenir le résultat
souhaité

Approche basée sur le séquengage rapide
utilisant ’ADN bactérien pour identifier la
bactérie

Devient disponible commercialement au
début des années 2000 et de plus en plus
populaire jusqu’a nos jours

Résultats tres détaillées
Profil bactérien provenant
d’environnements complexes
Informations phylogénétiques tres
poussées
Relativement rapide

Extrémement cher
Requiert des connaissances sur la
préparation des échantillons, la gestion des
machines et I'interprétation des résultats




1.6.2 Technique par recherche de composés caractéristiques du
microbiote intestinal

Cette approche concerne I’étude des différences de composition ou la présence/absence de
composés associés au microbiote ou MACs comme la dégradation de la mucine, la
conversion du cholestérol en coprostanol, etc... (5). Les MACs les plus étudiées sont les
AGCCs.

La comparaison des MACs a été un élément essentiel pour certaines études analysant la
contribution du microbiome dans la prise d’antibiotiques ou de probiotiques chez les enfants
versus groupe controle (39) ou pour identifier les différences au sein du microbiote intestinal

chez les enfants atteints d’allergies versus groupe controle (40).

1.6.3 Technique basée sur la culture de bactéries

L'analyse de la flore bactérienne du microbiote intestinal est historiquement basée sur
I"utilisation de techniques de culture avec I'isolement sur différents milieux sélectifs et non
sélectifs, ainsi que l'identification des micro-organismes s’appuyant sur des caractéres

phénotypiques (morphologiques et biochimiques).

Salmonella sp.

Figure 15. Colonies de Salmonella sp. isolées sur une boite de pétri par milieu de culture sélectif (41)
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Les approches reposant sur la culture de bactéries sont toujours employées dans certaines
études, bien gu’elles soient le plus souvent combinées avec des techniques culture-
indépendante comme I'hybridation in situ en fluorescence (FISH) ou la cytométrie en flux

(CMF) pour atteindre des résultats plus complets (5).

Malgré I'amélioration des méthodes de culture bactérienne, ces approches sont toujours
inadaptées et insuffisantes pour caractériser le microbiote dans sa globalité surtout lorsque

celui-ci est présent dans des environnements complexes comme le tube digestif humain.

1.6.4 Techniques moléculaires

Grace a l'avenement de la biologie moléculaire, I'analyse du microbiote intestinal a
considérablement évolué, permettant de I’étudier dans son intégralité.

La méthode génomique apparait aujourd’hui comme I'approche la plus puissante pour
caractériser un répertoire de génes provenant de n‘importe quel environnement microbien,
indépendamment du fait que ces microbes puissent étre cultivés ou non.

Afin de déterminer la composition du microbiote intestinal, plusieurs méthodes existent.
Leurs principes consistent a déterminer, de maniéere directe ou indirecte, les séquences

spécifiques de groupes ou d’espéces bactériennes (caracteres phylogénétiques).

1.6.4.1 Séquenc¢age du géene codant pour ’ARNr16S

Comme souligné précédemment avec I’étude MetaHIT, ces derniéres années, les recherches
sur la composition du microbiote intestinal ont évolué dans « I'aire métagénomique » avec
un accroissement du nombre d’études employant des techniques basées sur le séquencage

d’ADN, d{ aux limites associées aux approches basées sur la culture des bactéries (9).

Le séquencage du géne de I'ARNr ribosomique 16S (ARNrl16s) a I'avantage de fournir la
séquence du géne lui-méme et par conséquent des informations de valeur concernant
I'identité des microbes. La molécule d’ARNr 16S est ubiquitaire, c’est-a-dire présente dans
toutes les bactéries. Elle est présente en nombreux exemplaires dans chaque bactérie et est

donc naturellement amplifiée.
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Elle possede une structure primaire avec des régions conservées (communes a I'ensemble
du domaine Bacteria), des régions variables (communes a un groupe bactérien) et des
régions hypervariables (spécifiques d’une espéce) ce qui facilite la génération d’amplicons et
la différenciation (Figure 16). L’ARNr16S a conservé une relation structure/fonction stable au
cours de I"évolution et une taille suffisante permettant d’isoler facilement les bactéries grace

a leurs diversités.
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Figure 16. Structure secondaire de ’ARNr16s avec ses différentes régions (42)

Les premieres analyses du microbiote a travers le séquencage du géne de I’ARNr16s était
lentes et colteuses et réalisées par clonage du géne entier a travers des plasmides
transférés dans des hotes tels que Escherichia coli (43). Au vue du colt de cette technique
de séquencage, d’autres méthodes basées sur séquencage a plus large échelle a travers la

technique de PCR (Polymerase Chain Reaction) ont été mises en ceuvre, permettant de

34



révéler des informations détaillées concernant I'ensemble de la population microbienne

dans un environnement particulier.

La PCR quantitative (QPCR) est maintenant fréquemment utilisée, elle mesure I'accumulation
du gene recherché grace a des amorces et des sondes marquées par fluorescence. La gPCR
peut étre aussi couplée avec la méthode FISH ou dot-blot hybridization.

L'utilisation de la technique PCR avec des amorces spécifiques permet d’étudier isolément
un genre bactérien voire une espéce bactérienne, et de descendre ainsi le seuil de détection,
permettant de suivre la colonisation du tractus digestif d’une espéce voire d’'une souche.
D’autre part, les résultats sont en général exprimés en valeur relative (pourcentage par
rapport aux bactéries totales) pour les études utilisant des méthodes moléculaires, alors
gu’ils sont exprimés en mesure absolue (nombre de micro-organismes) avec les techniques

de culture.

De nouvelles évolutions ont vu ensuite le jour grace aux biopuces phylogénétiques. Les
biopuces sont similaires aux approches précédemment décrites, mais sont plus efficaces car
elles permettent I’hybridation d’un plus grand nombre de séquences sur une lame, et par
conséquent permettent de générer plus de données a partir d’une seule lecture.

Les séquences sont fixées a une lame en verre grace a un robot. Ces séquences sont
marquées par fluorescence et leurs expressions peuvent étre ainsi mesurées. Malgré la
facilité de mise en place, cette technique requiert du temps et des compétences notamment
informatiques pour analyser le grand volume de données brutes générées. En effet, I'analyse
d’images est un aspect central des expériences menées a I'aide de puces dont le but est de

guantifier de maniere relative le niveau d’expression des genes.

1.6.4.2 Séquenc¢age a haut débit

Aujourd’hui, les méthodes génomiques sont tournées vers les séquencages a haut débit, qui
permettent une meilleure vision dans la composition du microbiote étudié (44). Les
techniques de séquencage a haut débit comme celles fournies par Roche/4540© et Illumina®©

ont été largement utilisées pour des études concernant le microbiote intestinal.
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> Roche/4540©

L'approche Roche/454© est basée sur le séquencage par synthése. L'ADN
(acide désoxyribonucléique) purifié est utilisé pour générer une librairie d’amplicons qui
subit ensuite une émulsion (polymérisation) basée sur une PCR.

Cette PCR utilise des perles recouvertes d’oligonucléotides, qui sont spécifiques aux
séquences d’adaptation attachées aux amplicons. Aprés le recouvrement des perles, des
réactions enzymatiques vont permettre de générer des photons de lumiére pour les
séquences choisies. Cette activité lumineuse est ensuite détectée et analysée grace a des
techniques de bio-informatique qui vont permettent I'identification de la séquence initiale

d’ADN (44).

» lllumina®©

Concernant l'approche de séquencage lllumina©, des fragments d’ADN simple brin
contenant des adaptateurs spécifiques situés aux extrémités sont générés. Ces fragments
d’ADN simple brin sont attachés sur une cellule de débit en verre sur laquelle des
oligonucléotides sont complémentaires avec la région adaptatrice des amplicons d’ADN.

Des cycles de séquencage vont se répéter en incubant préalablement des nucléotides
marqués, des amorces et une ADN polymérase pour hybrider les fragments d’ADN. La cellule
de débit est ensuite placée dans une cassette ou I'incorporation des nucléotides marqués est

mesurée en utilisant des technologies d’imagerie (44).

Bien que ces méthodes fournissent des résultats tres détaillés (99,9% de précision), un
rendement élevé de séquence avec des temps d’expérience courts (1 journée pour la
méthode Roche 4540©), elles ont cependant leurs propres limites.

En effet, elles requiérent des capacités informatiques poussées pour traiter 'ensemble des
données générées, les plateformes de travail sont chéres a I'achat (plusieurs centaines de
milliers d’euros) et au fonctionnement (colt pour un million de base respectivement

d’environ 10 dollars et 10 centimes de dollars pour la méthode Roche 4540© et lllumina®©).
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Il. Le cancer du sein

Au vue des données épidémiologiques, des connaissances actuelles concernant la diversité
des types de cancers et des facteurs de risque, le cancer du sein est considéré comme l'une
des principales priorités mondiales en termes de santé publique. Ces différentes
caractéristiques seront développées dans ce deuxieme chapitre et permettront notamment
de souligner l'intérét croissant de potentielles approches préventives en lien avec le

microbiote intestinal.

2.1 Notions générales sur le cancer du sein

> Généralités sur le cancer

En 2012, 14,1 millions de nouveaux cas de cancers et 8,2 millions de déces par cancer ont
été observés dans le monde. La méme année, la part de la population mondiale vivant avec
un cancer diagnostiqué dans les 5 dernieres années est chiffrée a 32,6 millions de personnes
(45). Le cancer est donc un enjeu de santé publique, humain et social majeur affectant tous
les pays. Ces chiffres confirment la nécessité d’élaborer et de mettre en place des plans de
lutte contre le cancer efficaces pour offrir a chacun un accés a la prévention, au diagnostic et

aux soins thérapeutiques.

2.1.1 Epidémiologie du cancer du sein

> Monde

e Cancer du sein chez ’'Homme

Le cancer du sein est le deuxieme cancer le plus fréquent chez 'Homme dans le monde avec
1,7 millions de nouveaux cas (Figure 17), mais arrive cependant a la cinquieme place
mondiale en termes de mortalité par cancer avec 522 000 déces (Figure 18). L’adoption de
nombreuses mesures préventives et curatives ces dernieres décennies expliquent cet écart
entre l'incidence et la mortalité. Cette différence est parfois totalement absente pour
certains cancers notamment le cancer du poumon qui est le premier cancer mondial en

termes d’incidence et de mortalité.
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Figure 17. Incidence par type de cancer estimé dans le monde en 2012 (extrait d’JARC— OMS) (45)
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Figure 18. Mortalité par type de cancer estimé dans le monde en 2012 (extrait d’IARC— OMS) (45)

e Cancer du sein chez la femme

Le cancer du sein chez 'homme étant tres marginal (moins de 1% des cancers du sein
totaux), il convient de se focaliser exclusivement sur les données épidémiologiques chez la

femme.

En effet, il est le premier cancer observé chez la femme a la fois dans les pays développés et
dans les pays en développement représentant un cancer sur quatre dans le monde chez la
femme en 2012. La méme année, pres de 6,3 millions de femmes vivaient avec un cancer du

sein diagnostiqués dans les cinq derniéres années (45).

Sur la période 2008-2012, on observe au niveau mondial une nette augmentation de

I'incidence et de la mortalité avec une hausse respective de 20% et 14% (46).
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L’espérance de vie plus élevée, le développement de l'urbanisation et I'adoption des modes
de vie occidentaux sont responsables en grande partie de la croissance mondiale de
I'incidence du cancer du sein (47).

De fortes inégalités entre les pays riches et pauvres existent et sont observables a travers
des taux d’incidence plus élevés dans les régions développées mais des taux de mortalité
plus importants dans les régions moins développées faute de dépistage précoce, de sous
diagnostic et d’acces aux traitements. En effet, les taux d’incidence varient de prés de un
pour quatre a travers les différentes régions du monde, avec des taux de 27 nouveaux cas

pour 100 000 femmes en Afrique centrale et 96 en Europe occidentale (Figure 19).

Incidence Mortality
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Figure 19. Incidence et mortalité du cancer du sein standardisé selon I'dge dans le monde en 2012

(48)
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L’Europe orientale, I’Amérique du Sud, I’Afrique du Sud et I'Asie occidentale ont des taux
d’incidence modérés, mais ceux-ci sont en hausse. Les taux d’incidence les plus faibles sont
constatés dans la majeure partie des pays africains, mais la aussi ces taux d’incidence sont

en hausse (Figure 20).
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Figure 20. Estimation de I'incidence du cancer du sein standardisée selon I’dge dans le monde en

2012 (extrait de IARC— OMS) (45)

Les écarts de mortalité entre les différentes régions du monde sont moins importants que
pour l'incidence, environ 15 cas pour 100 000 femmes (46), grace aux taux de survie trés
favorables dans les pays développés. Le taux le plus favorable est observé en Asie de I'Est
avec 6 décés pour 100 000 femmes et de 20 pour 100 000 femmes pour le défavorable en

Afrique de I'Ouest (49).

Enfin, bien que I'on considere cette maladie comme une maladie du monde développé, une
majorité de I'ensemble des décés par cancer du sein (62%) surviennent dans les pays en

développement (Figure 21) (50).
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Figure 21. Estimation de la mortalité du cancer du sein standardisée selon I’dge dans le monde en

2012 (extrait de IARC— OMS) (45)

» France
En France comme de nombreux pays industrialisés a niveau de vie élevé, le cancer du sein
est, chez la femme, le cancer le plus fréquent et meurtrier avec environ 54 000 nouveaux cas

et 11 900 déces en 2015 (51).

Suivant la méme évolution que la majorité des cancers, le risque d’étre atteint de cancer du
sein augmente avec I’dge avec moins de 10% des cancers du sein survenant avant 35 ans en
France.

L'incidence augmente ensuite régulierement jusqu’a I'dge de 65 ans lié entre autre au fait
que le dépistage par mammographie tous les deux ans devient généralisé pour la tranche de

50 a 74 ans en France.
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> Plan cancer 2014-2019 en France

L’OMS encourage la lutte contre le cancer du sein dans le cadre des programmes nationaux
de lutte contre le cancer et préconise son intégration a la prévention des maladies non

transmissibles et a la lutte contre ces maladies (47).

En France, le plan cancer 2014-2019 doté de 1,5 milliards d’euros a pour ambition de donner
a chacun les mémes chances de guérir et de mettre plus rapidement les innovations
scientifiques au service des malades. Il comprend 17 objectifs regroupés autour de quatre
grandes priorités de santé :

e Guérir plus de personnes malades

e Préserver la continuité et la qualité de vie

e Investir dans la prévention et la recherche

e Optimiser le pilotage et les organisations

2.1.2 Anatomie du sein (51)

Le sein est un organe pair contenant des glandes mammaires dont la fonction principale est

I’allaitement des nouveau-nés et nourrissons.

Chaque sein contient :

e Une glande mammaire, elle-méme composée de quinze a vingt compartiments
séparés par du tissu graisseux. Chacun des compartiments de la glande mammaire
est constitué de lobules et de canaux dont le réle est de respectivement produire le
lait en période d’allaitement et transporter le lait vers le mamelon.

e Du tissu de soutien constitué de vaisseaux, de fibre et de graisse.
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Figure 22. Structure du sein chez un sujet sain (51)

Les lobules et les canaux mammaires sont bordés par deux types de cellules :
e Les cellules luminales qui entourent la lumiére des lobules et des canaux
e Les cellules myoépithéliales (ou basales) qui entourent les cellules luminales et sont
au contact de la membrane basale.
D’autres cellules, appelées cellules souches sont situées dans les canaux en faible nombre et

ont la capacité de se différencier en cellule basale ou luminale (Figure 23).
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Figure 23. Schéma représentant un canal mammaire composé de la membrane basale, des cellules
basales ou myoépithéliales, des cellules souches et des cellules luminales (52)
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La glande mammaire se développe et fonctionne sous l'influence des hormones sexuelles
fabriquées par les ovaires :

e Les cestrogenes permettent le développement des seins au moment de la puberté et
jouent un réle important tout au long de la grossesse (assouplissement des tissus,
augmentation du volume sanguin nécessaire a I'alimentation du bébé, etc...).

e La progestérone joue un rble dans la différenciation des cellules du sein et sur le

cycle menstruel, en préparant par exemple I'utérus a une éventuelle grossesse.

Le sein est aussi parcouru des vaisseaux sanguins et des vaisseaux lymphatiques. Les
vaisseaux et les ganglions lymphatiques composent le systeme lymphatique dont les
principaux réles sont de permettre la circulation des globules blancs, des hormones et des
nutriments, de drainer les liquides interstitiels et de participer a la détoxification des organes

du corps humain.

Les ganglions lymphatiques du sein sont principalement situés (Figure 24) :
e Au niveau de l'aisselle (ganglions axillaires),
e Au-dessus de la clavicule (ganglions sus-claviculaires),
e Sous la clavicule (ganglions sous claviculaires ou infra-claviculaires),

e Alintérieur du thorax, autour du sternum (ganglions mammaires internes).
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Figure 24. Les différents ganglions lymphatiques du sein (51)

2.1.3 Classifications et stades cliniques des cancers du sein

2.1.3.1 Classifications du cancer du sein

Le cancer du sein revét de nombreuses formes comprenant des caractéristiques
morphologiques et des signes cliniques tres différents selon les cellules a partir desquelles le

cancer se développe et selon les marqueurs produits par les tumeurs.

» Catégories histologiques

Selon le type histologique de la tumeur, le cancer du sein se différencie en trois catégories.

Les adénocarcinomes sont les cancers les plus fréquents (95%) se développant a partir des
cellules épithéliales de la glande mammaire. Ce groupe comprend les deux premiers types
de cancer du sein a savoir I'adénocarcinome canalaire et 'adénocarcinome lobulaire. La

troisieme catégorie regroupe tous les cancers sous leurs formes rares (51).

Lorsqu’un carcinome apparait, les cellules cancéreuses sont d’abord peu nombreuses et

limitées aux canaux ou aux lobules du sein formant ce que I'on appelle un carcinome in situ.
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Si aucun dépistage, diagnostic et traitement ne sont mis en place, la tumeur va proliférer,
pouvoir franchir la membrane basale et ainsi infiltrer le tissu qui entoure les canaux et les

lobules, il s’agit alors de carcinome infiltrant (Figure 25).

Normal <—— Hyperplasie —» Carcinome in situ Carcinome infiltrant

Figure 25. Progression d’un adénocarcinome canalaire in situ @ un adénocarcinome canalaire
infiltrant sur une coupe transversale (53)

Les cellules cancéreuses peuvent alors se détacher de la tumeur et emprunter le réseau
circulatoire via les vaisseaux sanguins ou les vaisseaux lymphatiques pour former des cellules
cancéreuses métastatiques en atteignant d’autres parties du corps telles que les ganglions

axillaires, les os, le foie, les poumons et les ganglions lymphatiques plus éloignés du sein.

» Catégories moléculaires

Récemment, le développement des analyses génomiques a permis d’analyser
simultanément |'expression de plusieurs milliers de génes grace aux puces a ADN, puis
ensuite par séquencage a haut débit. Ces nouvelles méthodes permettent de regrouper les
tumeurs en fonction de leur profil d’expression génique et ainsi de proposer une nouvelle

classification dite moléculaire pour le cancer du sein (52).

Les premieres études réalisées en 2000 ont d’abord réparti les cancers du sein en deux
groupes principaux en fonction de I'expression cellulaire des récepteurs aux cestrogénes (ER)
et ont identifié quatre sous-types de carcinomes en les comparant au tissu normal :

ER*/luminal, basal-like, Erb-B2 et normal-like (54).

Actuellement, quatre sous-types moléculaires majoritaires sont décrits: basal, HER2"
(Human Epidermal Receptor ou Récepteur Epidermique Humain), luminal A et luminal B.
Pour chaque sous-classe, les marqueurs biologiques et les types histologiques des tumeurs

ont été étudiés. Chaque sous-type de cancer a ses propres particularités en termes de
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pronostic vital, mais aussi de réponse aux prises en charge thérapeutique. La connaissance
du sous-type de cancer via le dépistage précoce a un intérét majeur dans la prise en charge

du traitement des cancers du sein.

Basal

Les tumeurs basales sont caractérisées par I'expression de genes identiques a ceux exprimés
par des lignées de cellules myoépithéliales. Les tumeurs ont le phénotype suivant: ER
HER2™ et sont en majorité récepteurs a la progestérone PR’. Par extension, on parle de

tumeurs « triple-négatif » qui comprend un grand nombre de tumeur de type basal.

HER2
Ce groupe inclut toutes les tumeurs HER2", quelle que soit leurs expressions des récepteurs
hormonaux. Ces tumeurs ont tendance a grossir plus rapidement que les cancers luminaux

et sont traitées grace a des thérapies ciblant la protéine HER2.

Luminal
Les tumeurs luminales comprennent des tumeurs ER" dont I’expression génique est

identique aux lignées de cellules luminales. On distingue deux sous-groupes :

e Luminal A : HER2', ER", PR"
e Luminal B: HER2/', ER", PR"

Malgré les avancées technologiques et scientifiques, les connaissances sur les sous-types
moléculaires doivent encore étre approfondies. Les sous-types décrits précédemment sont
eux-mémes hétérogenes, et certains autres sous-types ne sont identifiés aujourd’hui que
partiellement :

e baso-luminal exprimant les marqueurs communs aux cellules basales et luminales.

e normal-like proche de I'expression génique des cellules du tissu mammaire normal et

dont le phénotype n’est pas encore connu.

De plus, il reste environ 10 a 15% de tumeurs non classées actuellement et n"appartenant a

aucun groupe précédemment cité.

47



» Grades (51)

L'examen anatomopathologique de la tumeur permet de caractériser le grade. Trois
parametres sont étudiés et permettre de définir I'agressivité de la tumeur de la plus faible

(grade 1) a la plus élevée (grade ) :

e L'architecture tumorale : en acquérant un certain degré de malignité, la cellule tumorale
perd progressivement sa fonction d’origine et commence a changer d’apparence. La
cellule tumorale est indifférenciée lorsqu’elle a perdu toutes ses caractéristiques
d’origine et devient alors agressive.

e Laforme et la taille du noyau de la cellule.

e Le nombre de cellules en division ou activité mitotique reflétant la vitesse a laquelle les
cellules cancéreuses se développent. Plus une cellule se développe rapidement et plus le

risque de propagation du cancer est élevé.

Tableau Il. Récapitulatif des caractéristiques des principaux sous-types moléculaires du cancer du sein

(55)
Sous-types Origine Phénotype Fréquence Pronostic Grade
Triple-négatif ou Cellule HER2', ER’, PR 15-20% Défavorable | Grade lll
basal like myoépithéliale
Non connue HER2", ER’, PR 5-15% Défavorable | Gradell et
HER2
11
Luminal A | Cellule luminale HER2, ER', PR" 30-70% Favorable Grade |
Luminal (> luminal B)
Luminal B | Cellule luminale HER2 /*, ERY, PR" | 10-20% Favorable Grade |

Un pronostic s’évalue sur la facon dont le cancer affectera la personne et comment celle-ci
réagira au traitement. Les tumeurs hormono-dépendantes sont habituellement associées a
un bon pronostic. Elles sont souvent de grades plus bas et donc moins agressives, et se
propagent moins que les tumeurs non hormono-sensibles. De plus, ce sous-type de cancer

réagit généralement bien a ’lhormonothérapie.
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Un cancer du sein HER2" est quant a lui plus agressif et plus susceptible de se propager

gu’un cancer du sein HER2', et engendre donc un mauvais pronostic.

2.1.3.2 Stades cliniques du cancer du sein (56)

La connaissance des différents sous-types de cancer du sein est évidemment primordiale

pour la prise en charge thérapeutique mais le stade du cancer reste tout aussi important car

il permet de déterminer I'évolution de la maladie.

Pour évaluer son étendue, trois critéres sont pris en compte : la taille et l'infiltration de Ia

tumeur, I'atteinte ou non des ganglions lymphatiques et la présence ou non de métastase(s).

La tumeur est ainsi classée selon la classification TNM (Tumor ou tumeur, Nodes ou

ganglions, Metastasis ou métastases) (57).

La taille et l'infiltration de la tumeur : Comme il a été expliqué précédemment, les
cellules cancéreuses se forment en trés grande majorité au niveau des canaux et des
lobules (carcinome in situ). Par la suite, elles vont naturellement traverser la
membrane basale pour se propager a d’autres organes (carcinome infiltrant). L’étude
de la taille et de l'infiltration de la tumeur permettent de donner une indication forte
quant a l’évolution de la maladie. La cotation va de TO (tumeur primitive non

palpable) a T4 (tumeur avec extension directe soit a la paroi thoracique ou a la peau).

L'atteinte ou non des ganglions lymphatiques : Lorsque les cellules cancéreuses
s’infiltrent et commencent a se disséminer grace au réseau circulatoire, les premiéres
structures faisant office de réservoir de cellules métastasiques sont les ganglions
lymphatiques. C’est lors de I'examen clinique que le médecin va rechercher par
palpation la présence de ganglions enflés. Le nombre de ganglions envahis et leurs
emplacements permettent d'en savoir plus sur le niveau de propagation du cancer.
La cotation va de NO (absence d’envahissement ganglionnaire) a N3 (envahissement

d’au moins 10 ganglions axillaires par exemple).

La présence ou non de métastase(s): Les cellules cancéreuses peuvent envahir
d'autres organes que les ganglions lymphatiques et y développer des métastases a
distance. La cotation va de MO (absence de métastase a distance) a M1 (présence de

métastase(s) a distance).
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Par exemple, un cancer du sein classé T2N1M1 correspond a une tumeur de taille comprise
entre 2cm et 5cm ayant envahi 1 a 3 ganglions axillaires et présentant une ou plusieurs

métastase(s) a distance.

2.2 Dépistage et diagnostic du cancer du sein

De nombreux facteurs de risque du cancer du sein sont constitutifs des individus, par
conséquent ils ne sont pas liés directement a I’environnement ou aux modes de vie, et ne
peuvent pas étre maitrisés a I'aide de moyens préventifs. Le cancer du sein a aussi pour
particularité d’évoluer lentement pendant de nombreuses années sans entrainer le moindre
symptome, douleur ou grosseur. Ces deux caractéristiques mettent en évidence
I'importance de réaliser un dépistage le plus précocement possible afin d’améliorer les

chances de survie et de limiter les séquelles liées a certains traitements (58) (Figure 26).

Le scénario C présent dans la figure 26 représente |'approche la plus efficace pour
augmenter |'espérance de vie et diminuer les séquelles chez une personne qui serait atteinte
du cancer du sein en procédant a un dépistage précoce permettant le diagnostic du cancer,

un suivi et une prise en charge thérapeutique adaptés dans un intervalle de temps le plus

court.
Apparition des symptomes
Diagnostic
/ / Début du traitement
« Soins courants » | I Espérance de vie
|| A
Conséquences graves
Diagnostic
Début du
- - ¥ traitement
Diagnostic précoce | I Espérance de vie améliorée
——gréce a une meilleure B
sensibilisation | I
Moins de séquelles graves
Diagnostic
Début du
traitement
Deépistage Espérance de vie considérablement améliorée I C
| I< Traitement plus précoce | Séquelles moins graves
Temps Lo

Figure 26. Schéma représentant les différents scénarios d’une personne diagnostiquée a trois

moments au cours de I’évolution de la maladie (59)
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Quelle que soit la méthode de dépistage précoce utilisée, le succes d’'un dépistage précoce
dans la population repose essentiellement sur une planification rigoureuse et un programme

bien organisé et durable visant le bon groupe de population (60).

Les stratégies recommandées pour un dépistage précoce varient en fonction des revenus,
des infrastructures et de la typologie des cancers et des populations atteintes dans chaque
pays. Les pays a revenu faible ou intermédiaire ne peuvent que trés difficilement suivre un
programme de dépistage par mammographie trés co(teux, demandant de bonnes

infrastructures médicales et une mise en place d’un programme a long terme (47).

2.2.1 Examen clinique

L'autopalpation est une technique essentielle, ne permettant que de détecter les tumeurs
visibles et palpables. L’efficacité en termes de dépistage n’est pas encore bien démontrée,
cependant il a été constaté que cette pratique permet aux femmes de se responsabiliser et
de prendre en charge leur propre santé. L'auto-examen est donc recommandé pour

sensibiliser les femmes a risque, plutét que comme une méthode de dépistage (61).

La technique consiste a se mettre debout devant un miroir et d’inspecter les seins pour en
vérifier 'absence d’écoulement du mamelon, de crevasses ou de plis anormaux et de
rechercher une sensation de boule ou de fossette dans le sein et prés des aisselles pour

détecter d’éventuelles anomalies au niveau des ganglions lymphatiques.

L'autopalpation est recommandée des I'age de 25 ans et peut s’effectuer tous les mois,

apres la survenue des regles.

2.2.2 Mammographie

La mammographie est la meilleure méthode de dépistage chez les femmes de plus de 50 ans
présentant un risque moyen de cancer du sein; elle permet de réduire la mortalité par
cancer du sein de 20% a 30% chez les femmes de plus de 50 ans dans les pays a revenu élevé

lorsque le taux de dépistage est supérieur a 70% (62).

La mammographie est un examen radiologique des seins réalisé par deux clichés pour

chaque sein positionné entre deux plaques (Figure 27).
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Figure 27. Deux clichés de mammographie révélant une Iésion dans le sein droit. Clichés gauche :
projection oblique médio-latérale, cliché droit : projection cranio-caudale (63)

En France, le programme de dépistage organisé actuellement invite toutes les femmes de 50
a 74 ans a réaliser tous les deux ans une mammographie prise en charge financierement par
I’assurance maladie. Concernant les patientes a risque, une surveillance clinique plus assidue
et des examens de dépistage plus fréquents et plus diversifiés (échographie et IRM) sont
organisés. En 2014, le taux de participation de la population cible était de 52,1%, en dessous

des recommandations européennes de 70% (64).

2.3 Le cancer du sein : une maladie multifactorielle

Les causes exactes du cancer du sein ne sont pas encore totalement définies et connues,
cependant la probabilité de développer un cancer du sein a été associée a certains facteurs
de risque. Cette notion d’augmentation du risque de survenue de cancer par de multiples

facteurs définit le cancer du sein comme une maladie multifactorielle.

A ce jour, plusieurs facteurs sont connus, mais il existe encore une incertitude quant a leurs
implications et degrés d’influence sur le cancer du sein. Ills se décomposent en deux grandes
catégories : les facteurs de risque liés au mode de vie, et les facteurs de risque non

influencables, liés en grande partie aux antécédents.
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2.3.1 Age

L’age est le premier facteur de risque du cancer du sein. Le risque chez les jeunes femmes
est peu élevé, environ 10 % des cas de cancer du sein se manifestent chez les moins de 35
ans. Le cancer du sein se développe le plus souvent autour de 60 ans avec pres de 50% des
cancers du sein diagnostiqués entre 50 et 69 ans et environ 28% sont diagnostiqués apres 69

ans (56).

C'est la raison pour laquelle toutes les femmes agées de 50 a 74 ans sont invitées, dans le
cadre du dépistage organisé du cancer du sein, a bénéficier, tous les deux ans, d'une

mammographie en France.

2.3.2 Antécédents personnels et familiaux
2.3.2.1 Antécédents personnels
» Antécédents de cancer du sein

Une femme guérie d’un cancer du sein est confrontée a deux risques de récidive : la rechute
du premier cancer ou le développement d’'un nouveau cancer du sein appelé récidive. Le
risque de récidive du cancer au niveau du sein traité est 3 a 4 fois plus élevé, comparé a une
femme du méme age sans antécédent de cancer du sein. Ce risque peut augmenter jusqu’a
8 a 10 fois, chez les femmes atteintes précédemment de cancer canalaire ou lobulaire in situ

(56).

» Exposition a des radiations médicales

L’exposition a de nombreuses radiations jeune comme les irradiations chez I'enfant, pour
traiter un cancer, augmente le risque de cancer du sein. Le niveau de risque est en rapport
avec la dose totale recue et I’age de la femme. Le risque de développer un cancer du sein est
trés élevé chez une femme ayant recu des irradiations avant 20 ans, tandis que le risque

devient faible aprés 40 ans (65).

Concernant le risque lié a la mammographie, de nombreuses études ont mis en évidence
gue les bénéfices de dépistage de cancer du sein par mammographie étaient plus importants

gue le risque d’exposition a une radiation surtout chez les femmes de 50 ans et plus (66).
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2.3.2.2 Antécédents familiaux

La plupart des femmes atteintes d’'un cancer du sein n’ont aucun antécédent de cancer du
sein dans leurs familles. Seulement 13% des femmes diagnostiquées du cancer du sein ont
une personne au premier degré (mére, sceur, fille) atteintes de ce cancer (67). Cependant, il
faut noter le risque de développer le cancer du sein est doublé avec la présence
d’antécédents familiaux (68). Les recherches scientifiques n‘ont pas permis de savoir
exactement si cette disposition familiale était due au hasard, a un mode de vie commun aux

membres de la famille ou a un facteur héréditaire transmis des parents aux enfants.

Seule une faible proportion des cancers du sein, 5% a 10 %, sont héréditaires, c’est-a-dire
attribuable a une mutation génétique (51). Les mutations géniques héréditaires des genes
BRCA1 (BReast Cancer gene 1) et BCRA2 sont trés bien connues et représentent la majorité
des mutations héréditaires. On estime qu’environ 2 femmes sur 1000 sont porteuses d'une
mutation du BRCA1 ou du BRCA2 dans le monde (56). Ces deux genes participent a la
réparation des Iésions que I’ADN subit régulierement. La présence de mutations dans l'un de
ces deux génes perturbe cette fonction, et fait augmenter fortement le risque de cancer du
sein et de l'ovaire.

La personne porteuse de cette mutation ne se traduit pas systématiquement par I'apparition
d’un cancer mais le risque reste cependant tres élevé (69):

e BCRA1 :55-65% de risque de développer un cancer du sein jusqu’a 70 ans

e BCRAZ2 : environ 45% de risque de développer un cancer du sein jusqu’a 70 ans.

2.3.3 Style de vie
» Obésité
L'obésité est liée a un risque plus important de développer le cancer du sein de I'ordre de 10
a 20% (tour de taille > 160cm) (70).
En effet, I'adiposité est associée positivement a une augmentation des taux plasmatiques
d’oestrogénes chez les femmes en post-ménopause et a un risque accru de survenue de
cancer du sein (71). Une méta analyse de 34 études de cohorte confirment une relation
entre le gain de poids des femmes adultes et le risque de cancer ; chaque tranche de 5kg/m?

de prise de poids chez la femme en post-ménopause est associée a une augmentation de

cancer du sein de 11% (72).
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> Activité physique

Une femme pratiquant une activité physique réguliere présente 10-20% de risque en moins
d’étre atteint d’'un cancer du sein comparé a une femme moins active. Cependant le

bénéfice est clairement plus net chez les femmes en post-ménopause (73).

> Tabac

La consommation de tabac est une cause possible de I'augmentation du risque de plusieurs
cancers mais son lien avec le cancer du sein est encore en cours d’investigation. De
nombreuses études tendent a démontrer que la consommation de tabac a long terme et a
un age précoce pourrait augmenter le risque de survenue (74,75) tandis que d’autres études

ont démontré le contraire (76).

> Alcool

La consommation d’alcool est le seul facteur de risque nutritionnel établi du cancer du sein,
ce risque augmente d’environ 11% pour une consommation moyenne d’une boisson
alcoolisée par jour. Le lien entre I'alcool et le cancer du sein reste encore trés méconnu mais
I’éthanol pourrait affecter le métabolisme des bactéries intestinales. Aprés une
consommation d’alcool chronique chez des rats, des scientifiques ont mis en évidence que
les voies métaboliques des stéroides étaient altérées dont celle du 4-hydroxyoestrone, un
métabolite des cestrogenes ayant un lien avec la formation de tumeurs induites par les

cestrogenes (77).

> Antibiotiques

De nombreuses études ces derniéres dizaines d’années ont démontré que les antibiotiques
perturbaient la population bactérienne intestinale.

Une étude nord-américaine de cas témoins incluant 2266 femmes atteintes d’un cancer du
sein et 7953 contréles sains a démontré que la prise d’antibiotiques sur une longue période
est associée a une augmentation du risque de cancer du sein (odds ratio de 2,07). Dans cette
étude, toutes les classes d’antibiotiques sont associées a une augmentation du risque de
cancer du sein méme apres ajustement de certains facteurs comme le statut de ménopause,
I’age et les antécédents familiaux. Les résultats de cette étude sont cependant nuancés par
d’autres recherches démontrant des augmentations de risque moins élevées (odds ratio de

1,17) (78) voire aucun lien (79).
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2.4 Exposition aux cestrogénes et conséquences sur le cancer du sein chez la

femme

2.4.1 Généralités

Les cestrogenes sont des hormones sexuelles femelles constituant un groupe de stéroides.
Leur structure est basée sur un noyau cestrane, constitué de quatre cycles hydrocarbonés et
dont les modifications de substitutions telles que des groupes méthyle ou hydroxyle,

permettent de différencier les molécules de cette famille.

» (Estrogénes naturels

Trois formes d’cestrogénes naturels existent: I'cestrone (E1), le 17B-cestradiol (E2) et
I'cestriol (E3) (Figure 28). Le 17B-cestradiol est I'cestrogéne endogéne dont I'effet biologique

est le plus puissant de I'organisme, suivi par I'cestrone, |'cestriol quant a lui n’est observé

qu’a de forte concentration pendant la grossesse.

17B-cestradiol (E2) (Estrone (E1) (Estriol (E3)

Figure 28. Structure chimique des cestrogénes naturels (80)

Des enzymes, telles que la 17B-hydroxystéroide déhydrogénase et la 16-a-hydroxylase,
permettent, respectivement, I'inter-conversion de E1/E2 et la formation de I'E3 a partir de

I’'E1 ou I'E2.

Chez la femme en période d’activité génitale, la synthése des cestrogenes s’effectue a partir
du cholestérol, principalement au niveau des ovaires, pendant la phase folliculaire. Le
cholestérol est dégradé et subit de multiples réactions d’oxydo-réduction et d’hydrolyse
conduisant a la formation d’androgénes précurseurs des cestrogenes. Un enzyme appelée

aromatase vient ensuite convertir les androgenes en cestrogenes.
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» (Estrogénes de synthése

Les cestrogenes de synthése sont le plus souvent dérivés du noyau du 17B-cestradiol. La
molécule de syntheése la plus administrée est I’éthinylestradiol, qui differe de I'E2 par son
radical éthinyl en C17, empéchant partiellement sa conversion dans l'organisme en
cestrogénes E1 et E2. Cet cestrogéne rentre dans la composition des contraceptifs
hormonaux et a pour principal mode d’action I'inhibition de la FSH (Hormone Folliculo-

Stimulante), provoquant I'atrophie de I'ovaire et inhibition de I'ovulation.

2.4.2 Impact des cestrogenes sur le cancer du sein

L'implication des cestrogénes dans les processus de carcinogénicité dans le sein est mis en

évidence depuis de nombreuses années par des études scientifiques (81,82).

Les cestrogenes amplifient les réponses des cellules sensibles aux hormones stéroides par
I'interaction des récepteurs aux cestrogénes (REs), membres de la superfamille des
récepteurs aux hormones nucléaires qui agissent comme un facteur de transcription apres
fixation d’un ligand. Il existe deux sous-types d’ER, alpha et beta (83). L'ERa est
essentiellement exprimé dans les organes génitaux féminins (utérus, glande mammaire et
ovaires), mais aussi dans les os et le foie. L'ERP est retrouvé principalement dans le célon, les

ovaires, la moelle épiniere et le cerveau (84).

2.4.2.1 Mécanisme d’action (85)

Apres diffusion a travers la membrane plasmique cellulaire, les cestrogénes peuvent activer
la transcription de génes par diverses voies de signalisation, génomiques et non génomique

(Figure 29).

e Maécanisme transcriptionnel classique (ERE dépendant)
Dans le mécanisme classique, |'cestrogene atteint le milieu intracellulaire par diffusion a
travers la membrane plasmique et se lie aux ERs localisés dans le cytoplasme ou dans le
noyau. Ce complexe cestrogene-ER nucléaire se fixe ensuite directement ou indirectement a
des facteurs de transcription ERE (Estrogen Responsive Element) situés en amont des génes
cibles, a I'aide de protéines corégulatrices entrainant une modification des niveaux d’ARNm,
intermédiaire pour la synthese de protéine, et in fine une réponse physiologique.
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e Mécanisme transcriptionnel cestrogene indépendant
Des facteurs de croissance tel que I'EGF (Epidermal Growth Factor) peuvent activer des
kinases qui phosphorylent des ERs; ces derniers se fixent alors a 'ADN au niveau des

séquences ERE sans intervention d’cestrogéne.

e Meécanisme transcriptionnel ERE-indépendant
Les récepteurs des cestrogénes sont capables de moduler tout aussi bien I'expression de
geénes qui ne possedent pas de séquence ERE. Une fois le complexe cestrogene-ER formé et
transloqué dans le noyau cellulaire, celui-ci est capable d’interagir directement avec d’autres

facteurs de transcriptions fixés sur les régions promotrices de genes cibles.

e Mécanisme initié a la membrane (non génomique)
Ce type de mécanisme permet d’obtenir des effets biologiques rapides contrairement aux
mécanismes transcriptionnels s’accomplissant en plusieurs heures. Les ERs localisés a la

membrane activent des kinases, conduisant a des modifications rapides de protéines

”6,( oA

cytoplasmiques ou bien a des régulations transcriptionnelles.
| 2. ligand-independent | 5
o

S

' E2 |

E2 - E2 L

4. nongenomic H Protein
Tissue Responses 4/

Figure 29. Différents mécanismes d’action des cestrogénes. 1 : mécanisme transcriptionnel classique,
2 : mécanisme transcriptionnel cestrogéne indépendant, 3 : mécanisme transcriptionnel ERE-

indépendant, 4 : mécanisme initié a la membrane (non génomique) (85)
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Les quatre mécanismes d’actions sont représentés dans la figure 29 dont les trois premiers
activent les récepteurs aux oestrogénes par la voie génomique et le quatrieme par la voie

non génomique conduisant a des effets physiologiques rapides.

2.4.2.2 Association des cestrogénes et du cancer du sein en période de
pré et post-ménopause
La ménopause est une étape importante chez la femme car elle signifie un arrét des cycles
menstruels. Elle survient généralement chez les femmes vers I'age de 50 ans et se traduit
notamment par des modifications de taux d’hormones sexuelles tres importantes dont les

cestrogenes (Figure 30).

En période de pré-ménopause, les cestrogenes sont synthétisés principalement par les
ovaires, puis c’est au tour du tissu adipeux de devenir le principal fournisseur d’cestrogenes
en post-ménopause. Le tissu adipeux ne permet cependant pas de synthétiser des
cestrogénes a un taux similaire en période de pré-ménopause ce qui explique la chute de

concentration plasmatique (Figure 30).
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Figure 30. Fluctuation du taux relatif d’cestrogénes sanguin au cours de la vie d’une femme (86)
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L’cestrogéne est connu pour étre une cause avérée dans |'étiologie du cancer du sein ER" et
joue un role important dans linitiation et la promotion de la croissance des cellules
néoplasiques (87). L’hypothése qu’une concentration élevée d’cestrogénes pendant la
grossesse augmentait la probabilité de la survenue d’un cancer du sein a attiré I'attention
des scientifiques sur le potentiel effet oncogénique des cestrogénes. Cette hypothése a été
validée chez la femme lors d’exposition a de fortes concentrations en cestrogenes pendant
des grossesses gémellaires (88) et dans les années 1970 apres linterdiction de la
prescription d’cestrogene synthétique appelé diéthylstilbestrol entrainant notamment une

augmentation du risque de cancer du sein chez les filles nées de ces grossesses (89).

Post-ménopause

Aujourd’hui, I'association entre le niveau d’hormones sexuelles et le risque de cancer du sein

est tres bien établi (90-92).

Des scientifiques ont réalisé une méta-analyse en combinant les données de 9 études chez
663 femmes ayant développées un cancer du sein et 1765 femmes sans cancer en période
de post-ménopause. Le risque relatif (RR) de cancer du sein est environ deux fois plus élevé
chez les femmes avec les taux les plus élevé d’E2 (ler quintile), comparé aux femmes
avec les taux les moins élevés (quintile de référence) (90).

Une des principales limites de ces études basées sur I'étude d’échantillons sanguins est que
le RR est calculé sur seulement une mesure de la concentration plasmatique d’cestrogénes
par femme.

L’estimation du RR est certes basée sur un grand groupe d’individus, cependant le seul fait
de ne pas analyser les taux d’cestrogénes sur une période longue tend a fragiliser ces

résultats.

Le travail de certains scientifiques a donc consisté a analyser des échantillons sanguins sur
une période de suivi plus importante. Les échantillons sanguins ont été collectés en 1989-
1990 et en 2000-2002 chez un sous-groupe de 707 femmes. Les résultats démontrent que
I'association entre le RR de cancer du sein et la concentration plasmatique d’E2 reste le
méme que ce soit dans les 10 ans ou dans les 10-20 ans avant le diagnostic de cancer. Ainsi
le RR est deux fois supérieur chez les femmes avec les concentrations d’E2 les plus élevées,

comparé a celles aux plus faibles concentrations comme précédemment démontré. De plus,
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cette association est plus marquée chez les femmes atteintes de tumeurs hormono-
dépendantes (ER"/PRY) avec des taux d’E2 les plus élevés, associés a une augmentation du

RR de 2,8 comparé aux femmes avec les taux d’E2 les plus faibles (RR=1,1) (93).

Pré-ménopause

Malgré I'évidence du lien entre le taux élevé d’cestrogene chez la femme en post-
ménopause et la survenue du cancer du sein, les études scientifiques se focalisant
uniquement sur la période de pré-ménopause n’ont pas montré une association aussi
soutenue. Cependant, il a été observé que les femmes avec des taux d’incidence faibles de
cancer du sein étaient le plus souvent associées a des concentrations d’E2 sérique faibles,

que ce soit avant ou apres la période de la ménopause (94).

La principale limite de I'étude du taux d’cestrogenes en période de pré-ménopause est
que les niveaux de concentrations de ces hormones varient tres largement pendant le cycle
menstruel chez la femme, rendant I'étude de I’exposition d’cestrogénes au long terme
difficile. De plus, des études incluant des effectifs importants sont faibles a ce jour, tandis
que la plupart des autres études sont de taille moyenne voire petite (environ 20-40
patientes). Les cancers du sein chez les jeunes femmes sont aussi rares et aboutissent ainsi

plus difficilement a des résultats associés a une puissance statistique forte.

Des scientifiques ont réalisé une méta-analyse en 2011 de sept études prospectives étudiant
le lien entre le taux d’E2 endogene et le cancer du sein (693 cas de cancers étudiés). Une
association positive entre les taux d’E2 et le cancer du sein a été démontré, et selon ces
travaux, des concentrations d’E2 doublées augmenteraient le risque de cancer du sein
d’environ 10%. Cependant, les auteurs ont conscience que les variations de concentration
plasmatique d’E2 different considérablement selon les phases du cycle menstruel
(folliculaire et lutéale) et que par conséquent ces résultats doivent étre confirmés par de
nouvelles études étudiant I'impact du taux d’cestrogenes séparément pour chaque phase

(95).
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2.4.3 Meécanisme de conjugaison des cestrogenes

Un des grands principes de la carcinogénese est que les composés carcinogénes requierent
souvent une activation métabolique pour former le génotoxique ou le métabolite
carcinogene (96). Ce principe implique une balance entre des mécanismes métaboliques
d’activation et de désactivation. L’hypothése que les cestrogénes puissent contribuer au
cancer du sein comme composé génotoxique direct, a soulevé la possibilité que la balance

entre les cestrogenes activés et désactivés, soit a I'origine d’un potentiel effet carcinogéne.

La formation d’cestrogenes conjugués est depuis un certain temps reconnue comme la voie
principale de métabolisation des ocestrogénes (97). L'cestrone et le 17B-cestradiol sont
biotransformés en cestrogenes conjugués par I'intermédiaire de sulfotransférases (SULTs) et
d’UDP-glucuronosyltransférases (UGTs) (Figure 31). Dans le foie, les cestrogénes sont
conjugués par glucuronidation et par sulfonation pour permettre leurs excrétions biliaires,
urinaires et fécales. Des études ont démontré que 65% du 17B-cestradiol, 48% de I'cestrone
et 23% d’cestriol injectés et marqués radioactivement chez la femme sont retrouvés dans la
bile (98). Environ 10 a 15% de 17B-cestradiol, d’cestrone et d’cestriol injectés et
radiomarqués ont été trouvés sous la forme conjugués dans les selles, une proportion

signifiante d’cestrogénes est réabsorbée dans la circulation sanguine (99).
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Figure 31. Voies de conjugaison et de déconjugaison de I’cestrone et du 176-cestradiol (100)

Il convient de noter que les cestrogenes conjugués ne sont pas de bons ligands pour les ERs
et donc ne favorisent pas I'activité de ces récepteurs. Il a été démontré que la conjugaison
des cestrogenes par les sulfates et les glucuronides permettaient la formation de

métabolites oestrogéniques moins actifs, plus polaires et donc plus facilement excrétables.

Le sulfate d’cestrone (forme conjuguée inactive) est le métabolite plasmatique circulant le
plus abondant avec des concentrations environ 10 fois supérieures a celles de I'cestrone
(forme déconjuguée active) (101). Il est d’ailleurs actuellement envisagé que ce composé
inactif en concentration élevé dans le corps humain, serait transporté jusqu’aux tissus cibles,
grace au systeme circulatoire, puis transféré dans les cellules, et hydrolysé en cestrone par

une sulfatase de stéroide puis en 17B-cestradiol actif par une 17B-hydroxystéroide
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déhydrogénase. Ainsi, I'cestrogene activé peut se lier aux ERs et initier des transcriptions de
génes sensibles a la fixation des ERs. Le transport de sulfate d’cestrone jusqu’aux cellules
sensibles aux cestrogenes n’est pas encore bien connu, cependant les études ont démontré
qu’un transporteur d’anion appelé OATP1 possede une forte affinité avec les cestrogenes

conjugués (sulfate et glucuronide) (102).

Cette transformation cyclique des cestrogenes a été mise en évidence dans les cellules de
mammiferes ou la sulfonation et désulfonation d’hormones stéroides représentent un
mécanisme important dans la régulation de 'activité des cestrogénes intracellulaire. Au vue
de I'importance de I'activité de sulfatase de stéroides dans la formation d’cestrogenes intra-
tumorale, le développement de traitements inhibiteurs de sulfatase de stéroides pour des

tumeurs hormono-sensibles a été initié (103).

> Sulfonation

La conjugaison d’cestrogenes en sulfates d’cestrogénes est catalysée par plusieurs enzymes
de la famille des sulfotransférases (SULTs). Ces enzymes catalysent le transfert de sulfate
(SO37) d’un cofacteur enzymatique sur les cestrogenes. Cette activité a été mesurée dans de
nombreux tissus humains comme le foie, I'intestin gréle, les reins, l'utérus, le sein... (104) Le
niveau d’activité des SULTs sur les cestrogénes est élevé dans le foie humain et contribue

significativement aux taux plasmatiques élevés de sulfate d’cestrone.

L’association entre I'activité des SULTs sur les cestrogénes et le cancer du sein a été un sujet
de recherche dans le passé. Il a été précédemment démontré que |'expression des SULTs

dans les tumeurs du sein était associée positivement au statut hormonal de la tumeur.

Cependant, cette découverte est mise en difficulté par d’autres recherches scientifiques
aboutissant a une absence de consensus. Cela s’explique notamment par le fait qu’il existe
de multiples enzymes SULTs contribuant a la sulfonation des cestrogenes et une variabilité
interindividuelle importante (104). De plus, les SULTs sont sujets a de nombreuses

inhibitions dont les isoformes ont des niveaux de sensibilité différents.
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> Glucuronidation

Les enzymes de glucuronidation sont catalysés par différents composés de la famille des
UDP-glucuronosyltransférases (UGTs). Ces enzymes catalysent la conjugaison d’un acide
UDP-glucuronique sur les oestrogenes (105). La glucuronidation a été observée dans de

nombreux tissus similaires a ceux de I'activité de sulfonation dont le tissu mammaire.

Les cestrogenes glucuronides ont été beaucoup moins étudiés que le sulfate d’cestrone en
tant que précurseur d’hormones stéroides du fait de leurs plus faibles concentrations
plasmatiques et de leurs réles principaux dans I'excrétion d’cestrogénes conjugués dans les

urines et la bile (106).

Il est cependant démontré que les tumeurs du sein expriment des niveaux élevés de B-
glucuronidases, enzyme catalysant I’hydrolyse des cestrogénes glucuronides. L’existence du
cycle de transformation des oestrogénes glucuronides n’est cependant pas encore

démontrée dans le tissu mammaire (107).
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lll. Microbiote intestinal, cestrogénes et cancer du sein
3.1Généralités

Les deux premiers chapitres ont permis d’aborder plusieurs éléments importants concernant
I'interaction microbiote intestinal-hote et le développement du cancer du sein. Ainsi, nous
avons pu démontrer le réle considérable du microbiote intestinal sur les grands mécanismes
physiologiques locaux et généraux chez 'homme et sa sensibilité aux facteurs extérieurs
engendrant des modifications de sa composition. Le microbiote intestinal, considéré comme

un organe a part entiére peut tout aussi bien étre bénéfique, que délétére pour I'hote.

Tout comme le microbiote intestinal, le cancer du sein se développe lentement et dans un
environnement complexe. Les études scientifiques suggerent que de nombreux facteurs

influencent sa survenue et son développement.

Depuis maintenant plusieurs dizaines d’années et grace aux avancées technologiques en
termes d’analyse de composition du microbiote intestinal, les recherches axées sur le lien
entre ce dernier et I'apparition du cancer du sein sont facilitées et de nombreuses études
tentent de comprendre les mécanismes potentiellement responsables. Ces recherches nous
amenent a considérer le microbiote intestinal comme un potentiel arbitre dans I'apparition
de certains cancer du sein, en lien avec la régulation du taux d’cestrogenes chez la femme.

Cette hypothése sera présentée dans cette troisieme partie.

3.2 Métabolisme des cestrogenes par le microbiote intestinal

» Lien entre le microbiote intestinal et le métabolisme des cestrogénes

L’évidence du role central du microbiote intestinal dans le métabolisme des cestrogenes a
été démontrée en 1969. Des rats exempts de germes appelés axéniques excrétaient des
guantités de stéroides déconjugués trop faibles dans les selles pour étre identifiées par
technique de spectrométrie de masse a cette époque, tandis que les rats conventionnels
excrétaient des niveaux de stéroides déconjugués bien plus importants, reflétant I'activité de

déconjugaison des bactéries intestinales résiduelles (108).
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Il convient de noter que le réle du microbiote intestinal chez I’héte est souvent attribué a
I’ensemble des bactéries qui le compose, mais ce sont parfois certaines bactéries spécifiques
qui en sont la cause, notamment concernant la métabolisation des cestrogenes.

Des scientifiques se sont intéressés a la capacité de certaines bactéries intestinales a
métaboliser les cestrogénes conjugués excrétés dans la bile. lls ont ainsi défini
I’estrobolome, comme I'ensemble des genes de bactéries capable de métaboliser les

cestrogénes conjugués (109).

Comme le rappelle la figure 32, les cestrogénes sont principalement produits par les ovaires,
les glandes surrénales et le tissu adipeux. Les cestrogénes subissent un premier métabolisme
hépatique ou ils sont conjugués par hydroxylation irréversible a la position C-2, C-4 ou C-16
du cycle du stéroide. Ces cestrogenes conjugués ou métabolites d’cestrogénes sont éliminés
du corps humain dans l'urine, la bile ou les selles. Les métabolites d’cestrogenes excrétés
dans la bile peuvent étre déconjugués par des bactéries intestinales grace a I'activité d’'une

sulfatase de stéroide et d’'une B-glucuronidase.

Ovaries, Adrenal Glands, Urinary
Adipose Tissue, Other Organs -Excretion of
l Conjugated
Estrogens
CIRCULATING ESTROGENS
IN BLOODSTREAM
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’g Estrogens
Enterohepatic
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Circulation Tract
Intestinal ESTR%BI:?_I"OM E Fecal
Reabsorption of HIGH LOW Excretion of
Deconjugated LEVELS/ACTIVITY OF Conjugated
Estrogens DECONJUGATING BACTERIA Estrogens

Figure 32. L’estrobolome et son influence sur la circulation entéro-hépatique des cestrogénes (109)
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Cette nouvelle métabolisation des cestrogénes permet leur réabsorption dans la circulation
sanguine au niveau de l'intestin distal (Figure 33). En modulant la circulation des cestrogenes
dans le foie et lintestin, appelée circulation entéro-hépatique, I'estrobolome affecte
I’excrétion des cestrogenes et in fine la concentration plasmatique en cestrogénes.

Ainsi, lorsque I'estrobolome est fortement représenté au sein du microbiote intestinal chez
la femme, les cestrogenes conjugués éliminés dans la bile sont réabsorbés aprés
déconjugaison en quantité plus importante dans la circulation sanguine et entraine une

augmentation sensible de la concentration plasmatique d’cestrogénes.
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Figure 33. Circulation entéro-hépatique des cestrogéenes (110)

En 2015, des chercheurs ont évalué I'association entre la composition du microbiote fécal et
la variation des concentrations d’cestrogenes et de métabolites d’cestrogénes urinaires a
travers une étude transversale chez 60 femmes saines en post-ménopause (111). Les
cestrogenes et leurs métabolites urinaires ont été mesurés grace a une technique standard
(chromatographie en phase liquide- spectrométrie de masse) et le microbiote fécal a été

évalué en utilisant le séquencage du gene ARNr 16s bactérien.
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L'étude a démontré que Ila diversité microbienne intestinale est statistiquement
positivement associée a I'augmentation du ratio métabolites des cestrogénes/oestrogénes
(E1 et E2) urinaires (Figure 34). L'augmentation de ce ratio est directement associée a I'ordre
Clostridiales avec la famille Ruminococcaceae. Ruminococcus est le genre le plus
positivement associé a I'augmentation de ce ratio, tandis que le genre Bacteroides est quant

a lui positivement associé a la diminution du ratio.

Comme il a été rappelé précédemment, les métabolites d’cestrogenes sont des composés
cestrogéniques moins actifs et plus facilement excrétables. Ainsi des taux élevés de
métabolites d’cestrogénes urinaires sont associés a une diminution des concentrations
plasmatiques d’cestrogénes non conjugués et donc a un risque réduit de survenue de cancer
du sein hormono-dépendant chez la femme. Cette étude suggéere donc que le risque de
survenue de cancer du sein serait moins élevé chez les femmes en post-ménopause

disposant d’une diversité bactérienne fécale élevée.

Ratio of estrogen metabolities to parent estrogen
*
»

0 25

Whole‘Tleé phylogenetic diversity

Figure 34. Association linéaire entre la diversité bactérienne fécale et le ratio métabolites

d’cestrogénes/cestrogénes urinaires (E1, E2) (111)
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Les cestrogenes glucuronides, métabolites d’cestrogenes par conjugaison d’une enzyme
UDP-glucuronosyltransférase (UGT) ont été trés peu étudiés car ils ne représentent qu’une
faible concentration plasmique des métabolites d’cestrogénes et ont un fort potentiel
excrétables (106). Cependant, I'enzyme RB-glucuronidase est quant a elle nettement plus

étudiée pour son réle de déconjugaison des cestrogenes glucuronides (Figure 35).
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Figure 35. Cycle de glucuronidation et déglucuronidation du 17 f3-cestradiol (E2) (112)

Les mémes scientifiques ayant travaillés sur les ratios d’cestrogénes urinaires ont ensuite
démontré la relation entre la richesse du microbiote intestinal, les cestrogénes fécaux et
plasmatiques et I'activité des B-glucuronidases chez la femme post ménopausée et chez
'homme (113). lls ont ainsi confirmé que la diversité bactérienne fécale influencait
positivement I'excrétion des cestrogenes plasmatiques via des métabolites urinaires, mais
ont aussi mis en évidence que l'activité de I'enzyme R-glucuronidase diminuait les taux
d’oestrogénes et de métabolites d’cestrogenes fécaux.

En d’autres termes, plus I'activité de la B-glucuronidase est importante au sein du microbiote
fécal et plus les cestrogenes éliminés par la bile sont réabsorbés dans la circulation sanguine

et entéro-hépatique (Figure 36).
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Figure 36. Corrélation entre I’activité de la 3-glucuronidase et le taux d’cestrogénes et de métabolites
d’cestrogénes fécaux chez 22 hommes et 7 femmes post-ménopausées (113)

Ces études ont démontré le lien étroit entre la diversité du microbiote intestinal, I'influence
de certains genres bactériens le composant, et la métabolisation des cestrogenes. Il est
aujourd’hui essentiel d’obtenir des données puissantes et fiables concernant le lien direct
entre la composition du microbiote intestinal et le risque de survenue du cancer du sein

hormono-dépendant ER".

» Lien entre le microbiote intestinal, métabolisme des cestrogénes et cancer du sein

Les études scientifiques démontrant la relation directe entre le cancer du sein et le
microbiote intestinal sont tres limitées a ce jour (tableau lll). Deux de ces études sont

présentées dans cette partie.

Goedert et al.
Cette étude cas-témoins a comparé le microbiote intestinal de 48 femmes post-
ménopausées atteintes de cancer du sein en prétraitement (tumeurs: 42 ER', 37 PRY, 5

HER2") et de 48 femmes saines (114).

Une différence de distribution des espéces bactériennes du microbiote fécal a été
démontrée significativement entre ces deux groupes avec une plus faible diversité du
microbiote fécal chez les femmes atteintes de cancer versus contrble. Certains genres

bactériens ont notamment été observés a des taux plus élevés chez les patientes versus
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groupe controle de I'ordre de 1% ou plus appartenant particulierement a I'ordre Clostridiales

(genre Clostridiaceae et Ruminococcaceae, famille Faecalibacterium).

De plus, I'odds ratio du cancer du sein diminue significativement avec la diversité du
microbiote fécal, respectivement de 80% et de 70% pour le tertile médian et le tertile le plus

élevé par rapport au tertile référent (Figure 37). Il convient de noter que cette relation n’est

cependant pas linéaire.
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Figure 37. Odds ratio du cancer du sein par tertile de diversité microbienne intestinale (114)

Bard et al.

Cette étude a pour but d’évaluer la relation entre la composition du microbiote intestinal et
les caractéristiques clinico-biologiques (stade clinique du cancer du sein et indice de masse
corporel ou IMC) de femmes atteintes de cancer du sein. Des données cliniques et des
échantillons fécaux de 32 femmes atteintes de cancer du sein au stade précoce ont été
collectés avant toute intervention thérapeutique. La plupart des patientes étaient atteintes
de cancer lobulaires invasifs (84%), stade 0 (49%), grade histologique Il (61,3%), ER"/PR*
(90%) et HER2" (15%).

Une diminution du nombre total de Firmicutes, F. prausnitzii, Blautia sp et E. lenta a été

démontrée chez les patientes obéses ou en surpoids versus patientes avec un IMC normal.
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L’espece Blautia sp est retrouvée en plus forte abondance chez les patientes avec un grade

plus élevé. Pour évaluer les différences de composition microbienne en fonction du stade

clinique, deux groupes ont été constitués : stade O-l versus stade llI-Ill. Aucune différence

significative du nombre total de bactéries n’a été observée entre ces deux groupes.

Cependant, les nombres totaux de Bacteroidetes, Clostridium coccoides, C. leptum, F.

prausnitzii et Blautia sp sont significativement supérieurs dans le groupe stade II-lll versus

groupe stade 0-l.

Cette étude souligne le fait que certaines bactéries du microbiote intestinal sont présentes

en plus grand nombre chez des patientes atteintes de cancer du sein avec des grades ou

stades élevés. Cependant, il est nécessaire de confirmer la relation entre ces différences de

composition et la survenue de cancer du sein (115).

Tableau lll. Etudes cliniques étudiant le réle du microbiote intestinal sur le métabolisme des

cestrogénes et le cancer du sein

Type

Taille

Etude ) , . Résultats Bactéries concernées
d’étude échantillon
Une diversification du microbiote Augmentation du ratio métabolites
fécal chez les femmes saines en d’cestrogenes-cestrogenes urinaires :
Fuhrman Etude post-ménopause entraine une o Ordre Clostridiales
(111) transversale 60 augmentation du ratio o Famille Ruminococcaceae
métabolites d’cestrogenes- o Genre Ruminococcus
cestrogenes urinaires.
Les femmes post-ménopausées Augmentation de la présence chez les
atteintes de cancer du sein ont un | femmes atteintes de cancer du sein :
Goedert Etude cas- 96 microbiote fécal altéré avec une o Famille Clostridiaceae
(114) témoins faible diversité. o Famille Ruminococcaceae
o Genre Faecalibacterium
Différence significative de la Augmentation de la présence chez les
composition du microbiote fécal femmes atteintes de cancer du sein de
chez des femmes atteintes de stade clinique II-11I :
Bard Etude cancer du sein au stade précoce o Phylum Bacteroidetes
31 en fonction du stade clinique, du o Clostridium coccoides
(115) transversale .
grade de la tumeur et de I'|MC. o Clostridium leptum
o Faecalibacterium prausnitzii
O  Blautia sp
La composition du microbiote Augmentation de la présence chez les
fécal chez les femmes atteintes de | femmes atteintes de cancer du sein :
cancer du sein differe de celuides | o Classe Clostridia (pré-ménopause,
L femmes saines en termes ménopause stade tardif)
Minelli Etude cas- R . . . o
L 48 d’abondance et de diversité o Genre Lactobacillus (pré-ménopause,
(116) témoins

bactérienne.

ménopause stade précoce,
ménopause stade tardif)
o Genre Bacteroides (pré-ménopause,
o E. coli (ménopause stade précoce)
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Les bactéries de I'ordre Clostridiales (clusters C. coccoides, C. leptum), I'espece F. prausnitzii
et la famille Ruminococcaceae sont les plus étudiées dans les résultats corrélant le

microbiote intestinal au métabolisme des cestrogenes.

Le microbiome module les concentrations plasmatiques d’cestrogénes grace a son activité de
déconjugaison des métabolites d’cestrogénes qui pourrait affecter le risque de survenue de
cancer hormono-dépendant dont le cancer du sein ER". A ce jour, Iactivité de déconjugaison
du microbiote intestinal la plus étudiée est I'activité de I'enzyme B-glucuronidase.

Les genes de la B-glucuronidase provenant du microbiote intestinal ont été décrits depuis
plusieurs dizaines d’années. Le géne gus est communément retrouvé dans le microbiote
intestinal, tandis que le gene BG a été plus récemment décrit par analyse du métagénome.
Au sein du microbiote intestinal, le géne BG est bien représenté a travers les phyla
Bacteroidetes et Firmicutes tandis que le gene gus est plus exprimé chez le phylum
Firmicutes (117).

La structure des R-glucuronidases bactériennes contient une asparagine et une lysine (motif
N-K) au sein du site actif modulant I'activité fonctionnelle de I'enzyme. Une autre enzyme
appelée R-galactosidase ne contenant pas ce motif N-K et se différenciant par les positions
C-4 et C-5 a été retrouvée dans les cellules bactériennes et catalyse I’hydrolyse des mémes

substrats.

De nombreuses genres et especes bactériennes du microbiote intestinal contiennent des
génes codant pour la R-glucuronidase et RB-glucuronidase chez I'homme (tableau 1V),
soulignant la prévalence de cette enzyme et étendant les observations précédentes sur les

bactéries ayant une activité de déconjugaison des cestrogenes.
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Tableau IV. Principales genres bactériens codant pour les enzymes f3-glucuronidase et/ou la 3-

galactosidase (109)

Genres bactériens

B-glucuronidase

B-galactosidase

Bacteroides

+

+

Bifidobacterium

Clostridium

Escherichia

Faecalibacterium

Lactobacillus

Roseburia

+ 4|+ |+ |+

Bacteroides

Bifidobacterium

Butyrivibrio

Enterobacter

Staphylococcus

Streptococcus

Ruminoccocus

Roseburia

4|+ |||+ |+ |+ ]+

De plus, une étude a permis d’identifier une classe unique de B-glucuronidase (H11G11-BG)

chez les Firmicutes dont de nombreuses espéeces appartiennent a des genres bactériens déja

connus pour leurs activités de B-glucuronidase et leurs potentiels liens avec la survenue de

cancer du sein: Clostridium bartlettii, Ruminococcus gnavus, Roseburia inulinivorans, et

Faecalibacterium prausnitzii (118) (Figure 38). Cette classe unique de RB-glucuronidase est

retrouvée aussi chez certaines espéeces du genre Bacteroides, et est donc présente dans les

deux groupes bactériens responsables de la majorité de la voie métabolique de

déglucuronidation dans l'intestin chez I'Homme.
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H11G11-BG
Firmicutes sub-type

H11G11-BG®

Faecalibacterium prausnitzii M21/ 2
ZP_02090684 (45%id, 59%sim) o

| Subdoligranulum variabile DSM 15176

Symporter | ZP_03774451 (45%id,57%sim)
type llI
A

Shuttleworthia satelles DSM 14600

' ZP 04455048 (41%id.56%sim)

Symporter —
Bryantella formatexigens DSM 14469
type IV g

ZP 03685645 (46%id,60%sim)

Roseburia inulinivorans DSM 16841
ZP_03753494 (44%id,57%sim)
A

Bryantella formatexigens DSM 14469
ZP 03686296 (41%id,53%sim)
A

Symporter
type Il —=
Subdoligranulum variabile DSM 15176 °

ZP_03776204 (43%id,54%sim)

Bacteroides capillosus ATCC 29799
ZP 02038110 (44%id.56%sim)

Ruminococcaceae,

Lachnospiraceae,

Lachnospiraceae (according to the RDP)
Clostridiaceae,

Bacteroidetes/Chlorobi group,
Bacillales

oercp e

Clostridium bartlettii DSM 16795
2ZP_02210507 (57%id, 70%sim)
v Subdoligranulum variabile DSM 15176
® ZP_03776158 (54%id,68%sim)

4

Bryantella formatexigens DSM 14469
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Figure 38. Identification d’une classe unique de f3-glucuronidase (H11G11-BG) chez certaines

espéces de Firmicutes et Bacteroides (118)

Les différents travaux menés actuellement tentent donc d’identifier non seulement les

bactéries possédant une activité de R-glucuronidase élevée, mais aussi les genes les plus

représentées et les plus actifs physiologiquement codant pour cette enzyme.

Malgré le peu de données concernant le lien direct entre I’activité de la B-glucuronidase et le

cancer du sein, cette enzyme apparait comme |'une des causes biologiques qui pourrait

favoriser I'augmentation du risque de cancer du sein chez la femme.

3.3 Les habitudes alimentaires responsables de la modulation de "activité de R3-

glucuronidase

La composition du microbiote intestinal est affectée en grande partie par le mode de vie

comme l'alimentation pouvant favoriser la sélection de certaines populations bactériennes

au dépend d’autres (29,119). Ainsi, certaines habitudes alimentaires vont moduler
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quantitativement et qualitativement le microbiote intestinal et donc I'activité de la RB-

glucuronidase.

L'augmentation de l'activité de la R-glucuronidase a été observée chez des sujets sains
consommant des aliments élevés en matieres grasses ou en protéines, tandis qu’une
consommation de fibres, a base de végétaux et faible en protéines animales diminue son
activité. Cette activité est donc largement augmentée chez les consommateurs de viandes
contrairement aux végétariens (120).

De plus, un régime omnivore (végétaux et viandes) est associé positivement a une
augmentation de la quantité de bactéries intestinales appartenant au cluster Clostridial XIVa
(Eubacterium sp, Roseburia sp, Butyrivibrio sp) ayant une activité de R-glucuronidase élevée

(121).

Des recherches sur I'activité de la B-glucuronidase lors de la croissance en culture d’E. coli
ont permis de mettre en évidence que cette activité est contrOlée par la densité de
population bactérienne, suggérant la présence d’'un quorum sensing in vivo affectant le
niveau d’activité de I'enzyme (122). L'expression du gene de I'enzyme R-glucuronidase
pourrait donc étre influencée par la densité du microbiote intestinal sinon sa diversité pour

atteindre le quorum sensing et augmenter son activité.

Enfin, une étude clinique nutritionnelle a été réalisée pour suivre 'influence du changement
de régime alimentaire sur I'activité de la R-glucuronidase chez des végétariens. Les individus
du groupe test ont adopté un régime alimentaire strictement végétarien pendant 1 mois,
puis ont adopté des habitudes alimentaires conventionnelles pendant le second mois.

Ce groupe test a été comparé a un groupe contréle ayant suivi le régime alimentaire
conventionnel omnivore pendant les deux mois d’étude. L’activité de la R-glucuronidase a
été mesurée dans les selles et une augmentation d’environ 33% a été observée chez les
individus du groupe test, suite au changement d’alimentation. Les activités de ces enzymes
reviennent a des valeurs normales aprés 2 semaines de reprise du régime alimentaire

végétarien (123).

Cette étude soutient une hypothese soulevée auparavant dans des travaux scientifiques

s’'intéressant a I'excrétion des cestrogénes chez les femmes végétariennes. Ainsi, les femmes
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adoptant un régime végétarien excretent 2 a 3 fois plus d’cestrogenes dans les selles que les
femmes adoptant un régime conventionnel omnivore. Les scientifiques confirment qu’une
guantité plus importante d’cestrogénes a échappé a la réabsorption et a été éliminée dans

les selles (124).
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

L'intérét scientifique porté sur le microbiote intestinal et ses potentiels effets bénéfiques est
en net augmentation depuis ces dernieres années, notamment poussé par les avancées

technologiques.

Les recherches scientifiques permettant d’étudier les interactions entre le microbiote
intestinal et le cancer du sein couvrent un large spectre de disciplines, incluant la
microbiologie, I'oncologie, I'endocrinologie, la recherche préclinique, I'épidémiologie, les
bio-statistiques et la bio-informatique. Les études cliniques traitant ce sujet nécessitent donc

la collaboration de différents scientifiques spécialistes de ces disciplines.

Pour conforter des résultats encourageants, il est aussi indispensable de pouvoir recueillir
des données scientifiques provenant de grands échantillons représentatifs de la population
féminine, notamment en termes de facteurs de risque du cancer du sein. De grandes études
épidémiologiques longitudinales sur le cancer du sein devraient inclure au sein de leurs
protocoles la création de bio-banques d’échantillons fécaux. Les principales contraintes
seraient tout d’abord d’obtenir un accord entre les différentes parties prenantes des études
pour pouvoir manipuler ces échantillons, puis d’assurer une standardisation de la collecte,
de la conservation et de la manipulation des échantillons afin d’éviter les biais. Pour cela, la
création de projets a I'échelle européenne voire internationale, serait un avantage
considérable dans l'avancée des connaissances scientifiques concernant le microbiote

intestinal et le cancer du sein.

Les modeéles animaux sont aussi de précieux outils pour comprendre les variations de
composition du microbiote intestinal, car ils permettent de tester des hypothéses sous
certaines conditions spécifiques, difficiles voire non réalisables chez 'Homme. Cependant,
les études chez ’'Homme a grande échelle restent nécessaires pour identifier et confirmer
les effets biologiques en lien avec des facteurs de risque (génétiques, alimentaires,

environnementaux) affectant le microbiote intestinal.

Idéalement, les prochaines investigations devraient étre menées sur des échantillons de

population importants et sur des modeles animaux en ciblant dans les protocoles les
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bactéries intestinales responsables de I'activité de la B-glucuronidase. Cela permettrait de
confirmer scientifiquement I'association entre I’activité de la B-glucuronidase et le cancer du
sein, mais aussi de cibler les patientes pouvant étre concernées par de potentielles avancées

en termes de prévention du cancer du sein.

En effet, comme présenté dans le troisieme chapitre de cette these, les différences de
composition du microbiote intestinal influencent les taux plasmatiques d’cestrogenes. Une
diversité élevée du microbiote intestinal permettrait de diminuer les taux plasmatiques
d’cestrogénes et par conséquent diminuerait le risque de survenue de cancer du sein
hormono-dépendant. L'abondance de certains phyla, ordres, groupes ou especes
bactériennes pourraient donc, a terme étre considérée comme un facteur aggravant

concernant le risque de survenue de cancer du sein hormono-dépendant.

Si les premiers résultats se confirment et sont suffisamment puissants d’'un point de vue
biologique et statistique, le microbiote intestinal pourrait étre pris en compte dans
I'appréciation du risque de survenue de cancer du sein. Une simple collecte d’échantillon
fécal permettrait de connaitre le degré de susceptibilité d’augmentation du taux
d’cestrogénes plasmatiques par I'activité de la R-glucuronidase. Un suivi renforcé pendant
les périodes de dépistage pourrait &tre encouragé par la découverte d’une forte expression
de R-glucuronidase chez certaines patientes jusqu’alors non considérées a risque. L’objectif
principal de cette prévention primaire serait de diminuer l'incidence du cancer du sein

hormono-dépendant chez ces catégories de patientes.

De plus, il faut noter que la composition du microbiote intestinal est interconnectée avec
d’autres facteurs de risque du cancer du sein préétablis comme I'obésité et les habitudes
alimentaires, I'alcool, I'age, tous entrainant une dysbiose intestinale. Par exemple, apres
connaissance de la composition du microbiote fécal, un régime alimentaire spécifique
adopté chez des femmes obéses en post ménopause permettrait de contrdler non
seulement ce facteur de risque mais aussi de pouvoir entrainer une diminution du taux

plasmatique d’cestrogénes en modifiant la composition du microbiote intestinal.

Il convient d’admettre que toutes ces hypothéses restent a démontrer scientifiquement,

mais il reste facilement concevable de penser qu’au vue des interactions étroites entre le
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microbiote intestinal et son hoéte, les prochaines découvertes ou hypothéses validées
permettront de poursuivre ces efforts scientifiques sur des cibles différentes.

En effet, une étude clinique néerlandaise devrait étre menée, pendant deux ans a partir de
la fin de I'année 2017, avec pour objectif de démontrer chez la femme atteinte de cancer du
sein hormono-dépendant en post-ménopause premierement l'influence de la composition
du microbiote intestinal et de I'activité de la R-glucuronidase sur les taux plasmatiques
d’cestrogénes lors d’une thérapie par inhibiteur de I'aromatase et deuxiemement l'influence
de la composition du microbiote intestinal sur les taux plasmatiques d’endoxifene,

métabolite actif du tamoxiféne utilisé en hormothérapie (125).

Pour conclure, cette volonté d’individualiser la prévention et le traitement de patientes
atteintes de cancer du sein est trés intéressante et encourageante car la notion de médecine

personnalisée est en passe de devenir le fondement des soins de demain.
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ABREVIATIONS

ADN : Acide DésoxyriboNucléique

AGCC : Acide Gras a Chaine Courte

ARNr16s: Acide RiboNucléique Ribosomique 16S
BRCA: BReast CAncer

CMF: Cytométrie en Flux

EGF: Epidermal Growth Factor

ERE : Estrogen Responsive Element

ER : Estrogens Receptor (récepteur aux cestrogenes)
FISH: Hybridation In Situ en Fluorescence

FSH: Hormone Folliculo-Stimulante

IARC: International Agency for Research in Cancer

Ig: Immunoglobuline

IGF: Insulin-like Growth Factor

IMC: Indice de Masse Corporel

INRA : Institut National de la Recherche Agronomique
MAC: Composés Associés au Microbiote

MetaHIT: Metagenomics of the Human Intestinal Tract
NIH: National Institute of Health

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

PR : Progesterone Receptor (récepteur de la progestérone)
PCR : Polymerase Chain Reaction

RR : Risque Relatif

UFC : Unité Formant Colonie
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