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Préface
NACRe est le réseau des laboratoires de recherche français dans le domaine Nutrition & Cancer. 
Créé en janvier 2000, il comporte actuellement 27 équipes, soit près de 150 chercheurs. Le réseau 
œuvre pour la prévention nutritionnelle des cancers au travers de ses missions de recherche, d’ex-
pertise et d’information. 

Dans le cadre des échanges scientifiques internes au réseau, chaque année NACRe organise une 
réunion scientifique au cours de laquelle sont présentés et discutés les résultats récents des équipes 
du réseau et les possibilités de partenariat, ainsi que le travail collectif d’un comité thématique et 
d’un atelier méthodologique. 

Ainsi, en 2003, a fonctionné l’atelier méthodologique "Biomarqueurs" qui s’est focalisé sur les 
marqueurs d’effet en cancérogenèse, modulables par l’alimentation. A l’occasion des 4es Journées 
Scientifiques du réseau (Afssa, Maisons-Alfort, 13-14 novembre 2003), les membres de l’atelier 
ont présenté (sous forme de conférences) le fruit de leur réflexion : la notion de biomarqueurs, les 
enjeux de santé publique et économiques, les avantages et limites de certains marqueurs utilisés en 
laboratoire, et enfin les questions et perspectives pour la recherche et pour les applications dans le 
domaine des allégations fonctionnelles et santé.

Ce carnet méthodologique reprend les principales diapositives projetées par les membres de l’ate-
lier. Chaque diapositive a été complétée par un commentaire faisant ressortir le message essentiel 
et permettant de suivre le fil conducteur. Ce carnet est destiné aux membres des équipes du réseau 
et à leurs partenaires : chercheurs, enseignants et étudiants, décideurs des organismes de recher-
che et des ministères, partenaires privés, journalistes… 
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D e nombreux facteurs alimentaires modifient la cancérogenèse. Ils agissent, de manière réversible ou irréversible, sur 
diverses cibles au niveaux tissulaire, cellulaire et  moléculaire. A la longue, la résultante de leurs actions combinées 

peut être globalement favorable ou défavorable au développement de tumeurs. Une difficulté majeure pour les chercheurs 
est d’identifier quelles cibles sont pertinentes pour décrire ou prédire l’effet d’un facteur alimentaire en cancéro-
genèse. En terme de cancer, la tumeur cancéreuse est le seul vrai marqueur. En revanche, les marqueurs intermédiaires
    doivent être évalués et validés pour leur pertinence dans le domaine nutrition et cancer.

Enjeux des biomarqueurs 
dans le domaine nutrition et cancer

Les industriels de l’agroalimentaire investissent dans le domaine nutrition-santé. Ils sont 
dans l’attente de biomarqueurs validés pour prouver l’efficacité de composants alimen-
taires ou d’aliments en termes de réduction de risque de cancer ou d’amélioration de 
fonctions ayant une signification en cancérogenèse. L'objectif est de proposer ultérieure-
ment des allégations-santé ou fonctionnelles.

Enjeu scientifique et de santé publique

Enjeu socio-économique

Pour la recherche dans le domaine alimentation et cancer, l'intérêt des biomarqueurs 
est de pouvoir identifier des facteurs alimentaires actifs (protecteurs ou délétères) et de  
comprendre comment ils agissent. Les marqueurs modulables par l'alimentation propo-
sés à partir de modèles cellulaires ou de modèles animaux doivent au final être utilisa-
bles et évalués dans des études d'intervention chez l'Homme.
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A u sein du réseau NACRe, des ateliers méthodologiques fonctionnent de manière temporaire. Ils regroupent 
des membres du réseau spécialistes et/ou motivés par une démarche expérimentale ou une méthodologie. Leurs 

objectifs sont : donner l’opportunité aux membres de l’atelier d’échanger et de compléter leur vision du domaine ; faire 
le point sur les avantages et limites de la démarche expérimentale ou méthode ciblée et donner les clés d’interprétation 
des résultats obtenus avec celle-ci ; délivrer une formation aux membres du réseau sous forme d’exposés pédagogiques. 
L’atelier "Biomarqueurs" a fonctionné en 2003.

Objectif de l’atelier méthodologique
" Biomarqueurs "

Ø Sa définition

Ø Sa pertinence par rapport à la cancérogenèse

Ø La validation éventuelle chez l’Homme (ou l’animal)

Ø L’intérêt et les limites de son utilisation

Ø Les perspectives éventuelles

La liste des biomarqueurs évoqués n’est pas exhaustive.
En particulier les aspects relatifs à l'angiogenèse 

et l’immunité n’ont pas été traités.

Présenter pour chaque biomarqueur potentiel
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• Stricto sensu : paramètres mesurables dans le sang, les tissus, les fluides 
- indiquent une activité biologique   

• À géométrie variable : selon le point de vue (oncogénétique, épidémiologie, 
expérimentation sur animaux ou cellules)

• Les marqueurs tumoraux signent la présence de la tumeur : utilisation 
en clinique (caractérisation, diagnostic, pronostic, prédiction de réponse aux 
traitements, surveillance des patients) - peu spécifiques et/ou sensibles

• Les marqueurs d’exposition signent la consommation d’un composant alimentaire 
ou d’un aliment : utilisation en épidémiologie

• Les marqueurs d’effets sur la cancérogenèse ou sur le risque de cancer 
qualifient l’impact du facteur alimentaire sur une étape de la cancérogenèse 
ou sur le développement tumoral : nécessaires en  prévention

Définition des biomarqueurs

L a notion de biomarqueurs est très vaste : elle recouvre autant de définitions que de domaines d’utilisation. Les mar-
queurs tumoraux trouvent leur principale application en clinique. Les marqueurs d’exposition sont très utiles aux étu-

des d’épidémiologie nutritionnelle. Les marqueurs d’effets sur la cancérogenèse ou sur le risque de cancer, qui font 
l'objet du présent document, sont indispensables en prévention nutritionnelle des cancers.

Types de biomarqueurs
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Biomarqueurs et allégations :
Recherche-Industrie-Réglementation

L es biomarqueurs sont utiles pour la recherche mais aussi pour l’industrie agroalimentaire. Actuellement, à l’échelle 
européenne, l’action concertée Passclaim (Process for the Assessment of Scientific Support for CLAIMs on foods) 

coordonnée par ILSI Europe, vise à dégager les biomarqueurs validés pouvant soutenir des allégations fonctionnelles 
ou des allégations-santé. L’atelier "Biomarqueurs" du réseau NACRe a apporté une contribution au groupe de travail 
"Diet-related Cancer" de Passclaim (Rafter et al., 2004. Eur J Nutr, 43 (2) : 11/47-11/84). Au niveau réglementaire, une 
proposition de règlement du Parlement européen et du Conseil en date du 16/07/03 est actuellement en discussion.

Consommation 
d'un composant 

alimentaire

Allégation fonctionnelle
(fonction améliorée)

Allégation santé 
(risque réduit de maladie )

Maladie 
(cancer)

Marqueurs 
d'exposition

Marqueurs de 
fonction cible

Amélioration 
d'une 

fonction 
cible

Réduction 
d'un facteur 

de risque 
de maladie

Marqueurs 
d'étape 

intermédiaire
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L e seul critère valide pour définir l’effet d’un facteur alimentaire sur le risque de cancer est la tumeur cancéreuse 
chez l’Homme, mais il comporte d’importantes limites éthiques et pratiques. De même chez l’animal, l’obtention et 

la caractérisation des tumeurs présentent de nombreuses limitations. Des marqueurs intermédiaires, évalués pour leur 
pertinence en cancérogenèse et leur validité chez l’Homme, sont donc indispensables.

La tumeur
Marqueur ultime - Marqueur par excellence

Chez l’Homme Chez le rongeur

• Rat : modèle de cancérogenèse chimio- 

induite

• Adénomes et adénocarcinomes

• Taille, nombre de tumeurs/animal, 

nombre d’animaux porteurs de tumeurs

• Limites : 8-12 mois, nombreux animaux, 

histologie nécessaire

• Autres modèles : souris transgéniques, 

rats porteurs de tumeurs transplantées

• Nombreux types/organes

• Détection

des carcinomes

• Signification des tumeurs bénignes 

(adénomes, polypes) ? 

• Limite : durée ( >10ans )

 Ø Nécessité de marqueurs intermédiaires

ex. : carcinome 
du côlon



6

Lé
si

on
s 

pr
éc

an
cé

re
us

esLésions précancéreuses
Cas du côlon : Foyers de Cryptes Aberrantes (FCA)

L a détection de lésions précancéreuses peut être utile en recherche (réduction de la durée de l’étude) et en clinique 
(dépistage) si les lésions sont réellement prédictives du risque de cancer. Les lésions précancéreuses sont typiques 

de l’organe étudié (ex. : dysplasies de l’œsophage ou du col de l’utérus, mastopathies mammaires bénignes). Ici, sont 
présentées des lésions précoces du côlon : les Foyers de Cryptes Aberrantes (FCA). Le schéma de Lipkin montre 
la transformation d’une crypte colique normale (A : les cellules en prolifération sont situées au fond de la crypte unique-
ment) en FCA (D : des zones de prolifération cellulaire se développent dans la région de la lumière colique).

cellules matures

zone
intermédiaire

cellules
en prolifération

crypte colique

Réf. : Lipkin, 1974. Cancer, 34, 878-888.
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Méthodes d’analyse des FCA

Sur le modèle murin et sur les biopsies humaines  (Bird,1987)

In vivo chez l’Homme  (Takayama, 1998)

Fixation Coloration 
au bleu de méthylène

Observation 
en microscopie (x4 à x10)

Lavage Coloration 
au bleu de méthylène

Observation 
en coloscopie grossissante

Ø Larges cryptes, légèrement en relief avec une paroi épithéliale épaisse

Ø Induites de façon dose-dépendante par un cancérogène colique

Ø Apparition 2 semaines après l’induction

Ø La taille et la multiplicité augmentent avec le temps

Ø Présentes chez les individus à haut risque de cancer colique

Caractéristiques 

D ans le modèle murin, les FCA peuvent être induits rapidement par un traitement chimique cancérogène. Ils sont faci-
lement détectables en microscopie optique, après dissection, fixation au formol et coloration du côlon. Le nombre 

de FCA et le nombre de cryptes aberrantes par foyer (= la multiplicité) sont déterminés sur la totalité du côlon. Depuis peu, 
les FCA sont également détectables chez l’Homme par coloscopie. En raison de la lourdeur de cette technique, seulement 
une partie du côlon peut être analysée. 
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Crypte
normale

Foyer de cryptes aberrantes 
dysplasique

Foyer de cryptes aberrantes 
hyperplasique

Adénome Adénocarcinome

Polype hyperplasique

Régression

?

 Ø Seulement une fraction des FCA évolue en cancer

 Ø Les méthodes d’analyse vues précédemment ne permettent pas de faire 
la distinction entre les 2 types de FCA (=> histologie)

 Ø La multiplicité (nombre de cryptes/foyer) est un meilleur indicateur 
de tumeurs que le nombre total de FCA

Mutation

 β-caténine

Mutation K-ras

Remarques 

A ctuellement, on considère qu’une crypte saine subissant une mutation sur le gène β-caténine ou le gène APC don-
nera un FCA dysplasique qui évoluera en adénocarcinome. Si elle subit une mutation sur le gène K-ras, elle donnera 

un FCA hyperplasique qui évoluera en polype mais pas en cancer. L’identification des FCA dysplasiques, impossible 
par simple coloration au bleu de méthylène, est limitée car elle nécessite des techniques histologiques lourdes à mettre 
en œuvre. En revanche, de nombreuses études ont montré que la multiplicité des FCA est un bon indicateur : en effet, 
dans la majorité des cas, les gros foyers de 4 cryptes minimum évoluent en cancer.
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L’analyse des FCA est une technique simple couramment 
utilisée comme biomarqueur de la cancérogenèse colique.

Réf. : http://www.inra.fr/reseau-nacre/sci-memb/corpet/indexfr.html

Mais...

Si pour de nombreux agents il existe un lien entre l’observation 
de FCA et l’apparition de tumeurs, ceci n’est pas toujours vrai. 

ex. : l'acide cholique î les FCA MAIS ì le nombre de tumeurs 
par rat et le pourcentage de rats porteurs de tumeurs

L ’analyse des FCA (en particulier leur multiplicité) est un bon biomarqueur précoce en cancérogenèse colique, 
facile à mettre en œuvre (du moins en expérimentation animale). Ainsi, la modulation de l’induction des FCA par 

un cancérogène chimique sous l’action de nombreux agents (dont des facteurs alimentaires) est couramment étudiée. 
A quelques exceptions près, la modulation des FCA et la modulation des tumeurs vont dans le même sens. Toutefois, les 
exceptions à la règle motivent la recherche de marqueurs plus fiables.
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1. Les "β-Catenin Accumulated Crypts" (BCAC) - Yamada et al. 2000.

L'acide cholique ì le nombre de BCAC 
ET ì le nombre de tumeurs

L'acide cholique ì le nombre de MDF 
ET ì le nombre de tumeurs

2. Les "Mucin-Depleted Foci" (MDF) - Caderni et al. 2003.

Possibilités d’application à l’Homme ?

ACF β-cat - 

ACF β-cat +
=> BCAC 

ACF Mucin +

ACF Mucin -
=> MDF

R écemment, des chercheurs ont identifié deux autres types de lésions qui seraient plus prédictifs des tumeurs que les 
FCA : les cryptes accumulant la β-caténine (BCAC) et les foyers dépourvus de mucines (MDF). Ces marqueurs 

correspondraient tous deux aux FCA dysplasiques responsables du cancer colique. Les BCAC et les MDF sont compa-
rables en nombre dans le côlon et la production de mucine est le plus souvent absente dans les BCAC. Ces marqueurs 
ne semblent pas applicables à l’Homme : les BCAC qui requièrent une analyse histologique poussée sont limitées aux 
biopsies ; la révélation des MDF utilise un colorant toxique.

Avantage : coloration simple du côlon 
au "high-iron diamine alcian blue"

Une association prébiotique-probiotique 
î le nombre de MDF et de tumeurs  
MAIS ì le nombre de FCA

Inconvénient : histologie de tout le côlon nécessaire

Deux nouvelles pistes
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L e métabolisme des xénobiotiques comprend essentiellement 2 étapes. Les réactions de la phase I sont surtout des 
oxydations catalysées par des cytochromes P450 (CYP). Cette phase aboutit à la formation de métabolites inactifs ou 

au contraire réactifs qui, en interagissant avec l’ADN ou des protéines, peuvent induire des processus de cancérogenèse 
ou de toxicité. Les réactions de phase II sont essentiellement des conjugaisons avec des molécules polaires endogènes ; 
elles sont catalysées par des transférases. Cette étape accroît le caractère hydrophile des métabolites et permet de 
    neutraliser les métabolites réactifs.

Rôle des enzymes 
du métabolisme des xénobiotiques 

dans le processus de la cancérogenèse

Cytochromes P450
(CYP)

Glutathion-S transférases (GST)

Glucuronosyl transférases (UGT)

N-acétyltransférases (NAT)

RH
RO+
R  O
ROH

ROR Détoxication

Toxicité

CancérogenèseADN

Protéines

Enzyme
PHASE II

Enzyme
PHASE I
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L es CYP et les transférases sont des familles d’enzymes multigéniques. Trois familles de CYP (CYP 1, 2, 3), divi-
sées en sous-familles (ex. : CYP 1A), sont impliquées dans le métabolisme des xénobiotiques chez les mammifères. 

De même, au sein de chaque famille de transférases, plusieurs isoformes ont été identifiées (ex. : GST M1). De nom-
breux contaminants et molécules endogènes, soupçonnés d’être à l’origine de divers cancers chez l’Homme, sont 
actifs après métabolisation par des CYP (on parle de phase d’activation). Ces molécules peuvent être détoxifiées par des 
transférases spécifiques.

Substrats Site de cancer

Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques
 (HAP), œstrogènes

Amines Hétérocycliques (AH), aflatoxine B1

HAP, œstrogènes

Nicotine, nitrosamines

Xénobiotiques lipophiles

Nitrosamines, alcool

Aflatoxine B1

Métabolites des HAP, œstrogènes,
hormones stéroïdes 

Métabolites des AH

Poumon, sein

Vessie, côlon

Poumon, sein

Poumon

Sein

Poumon, œsophage

Foie

Vessie, poumon, côlon, sein

Vessie, estomac, côlon, rectum 

Vessie, sein, poumon

Réf. : Caporaso & Goldstein, 1997.
Application of Biomarkers in Cancer Epidemiology, IARC Scientific Publications, 142, 237-250.

CYP 1A1

CYP 1A2

CYP 1B1

CYP 2A6

CYP 2D6

CYP 2E1 

CYP 3A4 

GST M1

GST T1

NAT T1

NAT T2
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L ’expression et/ou l’activité des enzymes du métabolisme des xénobiotiques (EMX) peut varier sous l’influence 
de l’environnement. De nombreux composés, parmi lesquels des produits chimiques, des hormones ou bien 

des facteurs alimentaires, peuvent induire ou inhiber l’activité des EMX. Il existe également de grandes variations 
interindividuelles dans l’expression de ces enzymes. Ce polymorphisme génétique joue un rôle déterminant dans 
la susceptibilité d’un individu face à une agression toxique.

Modulation de l’initiation
de la cancérogenèse

Exposition Effet

Cancérogènes
environnementaux

Cancer
activation/inactivation

biologique

Modulation de l’activité enzymatique
(induction/inhibition)

Polymorphisme enzymatique
(génotype/phénotype)



14

Polymorphisme génétique (1)
Répercussions

Gène délété

Pas d’ARNm

Pas d’enzyme

Pas de 
métabolisme

Gène altéré

ARN modifié

Enzyme 
instable

Spécificité de 
substrat modifiée

Autres 
métabolites

Gène dupliqué

Quantité ARNm ì

Taux d’enzyme ì

Métabolisme
accru

Métabolisme
réduit

Réf. : Ingelman-Sundberg et al., 2001. Mutat Res, 482, 11-19.

L es conséquences du polymorphisme génétique sont multiples. Si le gène est délété, l’enzyme correspondante 
ne sera pas synthétisée et les xénobiotiques substrats de l’enzyme ne pourront pas être métabolisés. Si le gène est 

modifié par des mutations ponctuelles, la stabilité des enzymes ou la spécificité des substrats peuvent être altérées. Cela 
va entraîner une réduction du métabolisme ou bien la formation d’autres métabolites. Enfin, la duplication d’un gène peut 
se traduire par une surexpression de l’enzyme affectée et donc par un métabolisme accru des substrats de l’enzyme.
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V oici quelques exemples de CYP et transférases impliqués dans le métabolisme des xénobiotiques et faisant 
l’objet d’un polymorphisme génétique chez l'Homme. Selon les cas, deux, voire plusieurs variants alléliques, 

ont été identifiés et les mutations à l’origine de ces polymorphismes ont été caractérisées (remplacement de bases, 
perte de bases ou du gène, insertion de bases). Ces altérations génétiques peuvent entraîner une augmentation ou une 
réduction de l’activité enzymatique, voire une suppression totale de l’enzyme (cas des génotypes nuls pour le CYP 2D6 ou 
    la GST T1).

Réf. : Pavanello et al., 2000. Mutat Res, 463, 285-308.

Polymorphisme génétique (2)

Gène Variants Mutation Activité enzymatique

CYP 1A1

*1 Sauvage Normale

*2, *3, *4 Transitions ì

*5 Transition C > A î

CYP 1A2
*1 Sauvage Normale

*2 Transition G > A Inductibilité ì

CYP 2D6

*1 Sauvage Normale

*3,*4, *6 Délétion de base Nulle

*5 Délétion de gène Nulle

*15 Insertion de base Nulle

GST M1 *1 Sauvage Normale

GST T1 *0 Délétion Nulle

NAT T2
*4 Sauvage Rapide

*5A, *5B, *5C, *6A, *7B Transitions Lente
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U ne augmentation de l’activité et/ou de l’expression des enzymes de phase I peut avoir des conséquences 
opposées. Si les enzymes affectées sont impliquées dans la formation de métabolites inactifs, cela favorise 

la détoxication du xénobiotique. Au contraire, si les enzymes catalysent la formation de métabolites réactifs, cette induction 
risque d’accroître les processus de cancérogenèse et de toxicité lorsque les enzymes de phase II ne peuvent pas faire face 
à un afflux important de métabolites toxiques.

Modulation enzymatique
et ses conséquences (1)

RH
RO+
R  O
ROH

ROR Détoxication

Toxicité

CancérogenèseADN

Protéines

ì Enzyme
PHASE I

Détoxication
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U ne diminution de l’activité et/ou de l’expression des enzymes de phase I ralentit le métabolisme des 
xénobiotiques. Ceci freine la détoxication et risque d’entraîner une rémanence des xénobiotiques dans les tissus. 

Dans le cas où les enzymes de phase I sont impliquées dans l’activation métabolique, cette inhibition a plutôt un effet 
protecteur car les métabolites réactifs seront formés en moindre quantité. Autrement dit, modifier par des facteurs 
alimentaires l'activité et/ou l'expression des enzymes de phase I est à double tranchant.

RH
RO+
R  O
ROH

ROR Détoxication

Toxicité

CancérogenèseADN

Protéines

î Enzyme
PHASE I

Modulation enzymatique
et ses conséquences (2)

Détoxication
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U ne augmentation de l’activité et/ou de l’expression des enzymes de phase II est, dans la très grande majorité 
des cas, favorable à la détoxication des xénobiotiques. Elle permet notamment d’éliminer les métabolites réactifs 

formés lors de la phase I et protège ainsi la cellule des effets délétères de ces métabolites (cancérogenèse, toxicité).

Modulation enzymatique
et ses conséquences (3)

RH
RO+
R  O
ROH

ROR Détoxication

Toxicité

CancérogenèseADN

Protéines

Détoxication

ì Enzyme
PHASE II
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L a famille des glutathion-S-transférases (GST) joue un rôle très important dans la détoxication des xénobiotiques 
chez les mammifères. C’est une famille multigénique (6 classes chez l’Homme) présente dans divers tissus et organes. 

Les GST catalysent la conjugaison des métabolites avec le glutathion. De nombreux facteurs, notamment d’origine alimen-
taire, peuvent augmenter l’activité de ces enzymes. Une forte expression des GST est généralement associée à un 
effet protecteur. Cependant, des effets adverses liés à une surexpression des GST ont été rapportés.

Glutathion-S-transférases (GST)

w Famille multigénique : 6 classes α, μ, ω, π, ζ, θ,  chez l’Homme

w S’expriment dans de nombreux tissus

w Activité/expression modulées par de nombreux facteurs alimentaires

w Etudes expérimentales montrent :

- taux élevés de GST associés à une diminution de la cancérogenèse
- faible expression des GST ð risque cancérogène accru

Une forte expression des GST serait un facteur de protection

Effets adverses :  - la surexpression des GST dans les tumeurs favorise
 la résistance aux médicaments anticancéreux

 - activation des dihaloalcanes
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L ’alimentation d’origine végétale contient de nombreuses molécules capables d’augmenter l’activité/l’expres-
sion des GST. Ces molécules, de structures très variées, sont présentes dans la plupart des végétaux consommés 

par l’Homme. Administrées avant ou en même temps que les agents cancérogènes, certaines de ces molécules se sont 
révélées très efficaces pour réduire l’apparition de tumeurs dans différents organes chez les rongeurs.

Composés inducteurs des GST 
chez les rongeurs

Sources Organes

Réf. : Hayes & Pulford, 1995. Crit Rev Biochem Mol Biol, 30, 445-600.

Sulfures d’allyle

Isothiocyanates

Indole-3-carbinol

Sulforaphane

Flavonoïdes

Acide ellagique

Acide férulique

Acide tannique

Cafestol

Kahweol

Ail

Crucifères

Fruits, légumes

Thé, fruits rouges

Café

Foie

Intestin

Estomac

Œsophage

Pancréas

Poumon
...
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C hez l’Homme, des études d’intervention montrent que l’ingestion de végétaux renfermant des molécules d’intérêt 
(crucifères, alliacées) augmente la teneur en GST dans le sang ou dans le rectum. Ces effets pourraient être liés au 

sexe (induction plus importante chez les femmes). Des augmentations de différentes familles de GST ont été observées 
(GST α, μ et π).

Modulation des GST par l’alimentation 
végétale chez l’Homme

Études d’intervention
w Nijhoff et al., 1995.              Carcinogenesis, 16, 2125-2128.

w Lampe et al., 2000.            Cancer Epidemiol Biomarkers Prev, 9, 787-793.

Choux de Bruxelles

300g/j x 7 j

ì taux GSTα  dans plasma chez les hommes (+50%)
   rectum (+ 30%)

ì taux GSTπ  dans  rectum (+ 15%)

ì taux GSTα  dans sérum des individus GSTM1 nul
    surtout chez les femmes (+ 26%)

ì taux GSTµ  dans lymphocytes des femmes GSTM1+ (+ 26%)

Crucifères
 400g/j x 6 j

Alliacées
200g/j x 6j

ì taux GSTµ  dans lymphocytes des femmes GSTM1+ (+ 18%) 
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L ’hypothèse selon laquelle l’induction des GST diminue la cancérogenèse est démontrée expérimentalement 
mais n’est pas encore validée chez l’Homme. D’une manière générale, il est difficile d’évaluer les répercussions 

de la modulation des EMX. La toxicité d’un xénobiotique résultera de la balance entre les différentes enzymes impliquées 
dans son métabolisme. Il faut également tenir compte des facteurs individuels et d’autres mécanismes intervenant dans le 
processus de toxicité. Mesurer l’activité des EMX donne des indications sur le potentiel métabolique d’un individu 
mais ne peut prédire totalement les répercussions d’une agression toxique.

Conclusions
GST

EMX

ì  GST î  Génotoxicité î  Initiation cancérogenèse

Hypothèse qui nécessite d’être confortée chez l’Homme : 

à l’heure actuelle, pas de données démontrant clairement qu’une induction
de GST provoque une réduction des tumeurs chez l’Homme.

- Conséquences de l’induction/inhibition simultanée de différentes enzymes de 
phase I et/ou phase II ?

- Tenir compte : 

• de la variabilité interindividuelle (polymorphisme génétique, âge, sexe...)
• des mécanismes de régulation des gènes cibles 
(récepteurs, facteurs de transcription…)

EMX = marqueurs de susceptibilité
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Au moins 104 lésions par cellule / jour 

Les systèmes de réparation

Alkyltransférases, BER, NER, MR 

⇒ Plus de 130 gènes ont été identifiés 
dans le génome humain qui participent 
à la réparation de l’ADN

Systèmes
de réparation

O2

Lésions

In vivo

O n appelle "génotoxicité" l’ensemble des évènements chimiques, physiques ou même physiologiques, capables 
d’endommager le génome (ADN) cellulaire. Les cellules sont équipées de systèmes biochimiques capables de 

détecter les lésions de l’ADN et de les réparer.
Au niveau cellulaire, les lésions résiduelles sont d’autant plus importantes qu’il y a une trop forte exposition à des agents 
génotoxiques ou un affaiblissement des systèmes de réparation. Les cellules accumulant des altérations génétiques ont
     un risque mutagène (génome modifié) et un risque de développement tumoral plus élevés.
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Mesure des bases modifiées
HPLC, CG-MS, LC-MS, LC-MS-MD
Immunoenzymologie, post marquage P32

Mesure des cassures de l’ADN
Élution alcaline, électrophorèse, 

électrophorèse à champ pulsé, halo, comète

Etude de la chromatine
Hyperméthylation, échange des chromatides 

Analyse des chromosomes
Microsatellites, micronoyaux, 
aberrations chromosomiquesNoyau 

cellulaire

D epuis le début des années 70, de nombreux tests de génotoxicité ont été développés, permettant de détecter 
différents types de lésions de l’ADN. Les tests les plus couramment utilisés sont le dosage des bases 

nucléiques modifiées et la mesure des cassures de brins d’ADN.

N

O

H N

H2N

O

N

H

N

H
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Extraction

Nucléases

Ravanat et al. 1998. J Chromatogr B, 715, 349-356.

Fragmentation 
ion fils : 168

8-oxodG : MW = 283

[MH]+= 284

HPLC-MS/MS

HPLC Gaz

DétecteurSource Q2 Q3Q1

284 168

OH

HO
O

NN

O

NH2

N H
N

H

O 0,1µmoles 8-oxodG

P armi les dosages de bases nucléiques modifiées, celui de la 8-oxo-7,8-dihydro-2’-deoxyguanosine (8-oxodG) 
est le plus utilisé. Le principe repose sur une extraction puis une hydrolyse de l’ADN par des nucléases.

La détection nécessite un équipement de chromatographie liquide haute pression (HPLC) couplée en tandem à
une spectrométrie de masse.

O

N

H

N

H

HN

O

H2N N
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Rapport : Dommages oxydatifs de  l’ADN/réparation

Déséquilibre ⇒ risque mutagène

Ä Valeurs normales mal établies 

⇒ se limiter aux études comparatives 

Ä Limité à certains tissus chez l’Homme

Gé
no

to
xi

ci
té

� Valeur moyenne des lésions de l’ADN 

et des nucléotides chez l’Homme (dépendant de la réparation)

� Pas d’indication sur la spécificité tissulaire

� Artefact lié à l’alimentation (absorption et re-excrétion : 

présence dans les aliments ; cuisson)

8-oxodG : quels milieux biologiques utiliser ?

Urine

Plasma 

Biopsie

Leucocytes 

L ’urine et le plasma sont les fluides biologiques le plus souvent utilisés dans les études épidémiologiques. 
Ils donnent une valeur moyenne des lésions de l’ADN au niveau de l’organisme, certains tissus pouvant être plus 

endommagés que d’autres. De plus, la présence de bases oxydées dans l’alimentation introduit des biais méthodologiques 
non négligeables. Dans une autre approche, la mesure des dommages oxydatifs à partir d’ADN isolé d’un tissu renseigne 
sur le taux d’anomalies résiduelles. L’inconvénient majeur est la quantité de tissu (cellules) nécessaire, qui limite 
l’application à des biopsies humaines.
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Avantages

Marqueur mutagène GC è TA

Méthode validée (ESCODD)

Préparation de l’échantillon
Précaution contre l'oxydation
Bonne conservation à - 80°C

Limites
� Sous-estimation des autres dommages

� Reflet des variations leucocytaires

� Localisation génomique des lésions ?
(ADN non codant ou ADN codant 

=> en cours de développement)

� Quantité de cellules 
=> nécessité de développer des micro-méthodes de dosage 

� Sensibilité

A vantages : la mutagénicité de la 8-oxodG causant des transversions GC en TA est bien établie : ces mutations sont 
fréquentes dans les oncogènes et les gènes suppresseurs de tumeurs. La conservation des échantillons biologiques 

est possible. Une action concertée de plusieurs scientifiques européens (ESCODD) vise à standardiser cette méthode et 
établir des valeurs normales.
Limites : cette méthode sous-estime les dommages par le fait qu’elle ignore les autres bases modifiées 
    (5 methyl-uracil…). Elle n’informe pas sur la localisation génomique des dommages. 
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détection des cassures de brins,
effet apoptotique

Addition d’enzymes spécifiques 
des bases endommagées : FPG, Endo. III, T4endo.V, AlkA
- Anticorps

Après un stress : UV, H
2
O

2
, agent pro/anti-cancérogène 

Réparation

Lame de microscope

Lyse alcaline des cellules (pH10)

Electrophorèse (pH13) 
Migration de l'ADN 

Cellule
normale

Cellules
modifiées

Marquage fluorescent de l'ADN avant analyse

Gel d'agarose 
Cellule

Cellules normales

Cellules modifiées

- +

L a technique "des comètes" permet, par microélectrophorèse, de visualiser directement les lésions de l’ADN 
dans des cellules individuelles. Principe : les cellules à analyser sont déposées dans un gel d’agarose étalé sur 

une lame de microscope puis sont lysées dans un tampon alcalin ou neutre, elles sont ensuite soumises à une électro-
phorèse et colorées par un agent intercalant fluorescent spécifique de l’ADN et enfin révélées au microscope à 
fluorescence. Les images résultant de cette technique ont été appelées "comètes" du fait de leur apparence : l’ADN non 
fragmenté constitue la tête de la comète, la longueur de la queue est fonction du degré de cassure de l’ADN.

=>
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score visuel (1 à 5) ou assistance informatique

O n trouve, dans la littérature, deux modes d’expression des résultats obtenus avec la technique des comètes : 

- par score visuel, qui consiste à classer les comètes en 5 types

- en unités arbitraires définies par un analyseur d’images couplé à un matériel informatique intégrant 
les paramètres densitométriques et géométriques des comètes

La classification des comètes selon leur forme (score visuel)

Type 1 Type 2 Type 3

Type 4 Type 5a Type 5b

Réf. : Singh et al. 1988.
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tissu nasal

tissu buccal

cellules sanguines

lymphocytes

leucocytes

sperme

cellules de la vessie

E n raison de la faible quantité d’échantillon nécessaire, la technique des comètes a été appliquée chez l'Homme, 
avec succès, sur divers milieux biologiques. Chez l'animal, l'ensemble des tissus est accessible.

Réf. : Kassie et al., 2000. Mutat Res, 463, 13-31.

Exposition 
à des facteurs génotoxiques

Quels milieux biologiques utiliser ?

muscle

côlon

placenta
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de la technique comète

Génotoxicité
pour l’environnement

(Détergents, solvants, pesticides...
sur micro-organismes 

eucaryotes)

Exposition
professionnelle

(Enfants de Tchernobyl)

Toxicité clinique
développement de médicaments 

essais cliniques en phase I

(Chimiothérapie, radiothérapie)

Populations 
soumises à un stress 

oxydatif
(Fumeurs, sportifs)

Effet de 
l’alimentation

(Fruits et légumes, lipides)

L e test des comètes a trouvé de nombreuses applications dans des études de génotoxicité, pour des facteurs de 
risque ou de protection d'origine environnementale, professionnelle... et alimentaire.
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Avantages
� Sensibilité +++

� Faible nombre de cellules
(<< 20 000)

� Non invasive

� Peu coûteuse

Préparation de l’échantillon
Sang total : rapide, 10 µl
Conservation à - 80°C

Limites
� Manque de spécificité des dommages

 (exposition/réparation : SSB, DSB, SAL ; apoptose)

  => évolution : "Comet-Fish"

� Besoin de standardisation 
  + expression des résultats

  (scores, unités arbitraires)

� Comptage fastidieux

L a technique des comètes présente de nombreux avantages méthodologiques. Ses principales limites sont dues au 
manque de spécificité vis-à-vis de la nature des dommages (cassures simple brin ; double brin, site alkali-labile) et de 

leur localisation génomique. Une évolution de la technique ("comet-fish" : hybridation avec sonde génomique) permet 
d’analyser les dommages subis par un gène spécifique.
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w Les agents qui diminuent les lésions de l’ADN ont un effet anti-cancer.
(alimentation riche en fruits & légumes ; supplémentation controversée)

w Les agents qui augmentent les lésions de l’ADN sont des initiateurs 
du développement des cancers. (tabac, cancérogènes : nickel, amiante, benzopyrène, 
clofibrate, particules diesel… ; régimes riches en graisses)

w Les souris déficientes pour le gène MTH1 (qui répare les bases oxydées) 
présentent davantage de tumeurs du poumon, du foie et de l’estomac.

wUn taux élevé de lésions de l’ADN n’est pas toujours associé 
à une augmentation du risque de développement de cancer.
(diabète, arthrite rhumatoïde, inflammation)

wComment être sûr que la diminution des lésions de l ’ADN observée avec
un agent (antioxydant) diminue les risques de développer un cancer ?
(sein, prostate, estomac, côlon)

POUR 

CONTRE 

Q uelle est la signification des marqueurs de génotoxicité à l’égard du cancer ?
Plusieurs études ont montré que l’administration de fruits et légumes à des volontaires diminue les lésions de l’ADN 

alors que l'effet des supplémentations est plus controversé. L’intensité des lésions est proportionnelle à la dose d’agents 
génotoxiques. Dans plusieurs travaux expérimentaux, l’augmentation des lésions de l’ADN a précédé le développement 
de cancer. Par contre, il existe des pathologies non cancéreuses où les lésions de l’ADN sont élevées ; il est possible qu’il 
    existe des valeurs seuils des lésions de l’ADN à partir desquelles le risque est présent.
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Les biomarqueurs de génotoxicité 
sont-ils des marqueurs précoces d’un cancer ? 

w Pas de preuves directes mais de nombreux arguments "POUR"

w Que signifie une diminution ou une augmentation des lésions ?

w Nécessité de prendre en considération les systèmes de réparation 
et leur polymorphisme 

w Nécessité de définir le caractère mutagène d'une lésion, 
il existe des lésions : • réparables

 • non mutagènes

 • bloquantes pour les polymérases

M algré un nombre considérable d’arguments en faveur d’une valeur prédictive des marqueurs de génotoxicité dans 
le développement d’un cancer, il n’y a pas, en l’état des connaissances, de preuve directe. Nous manquons

 de données sur le caractère mutagène des lésions selon leur locus sur un gène et nous devons rester prudents lors 
de l’interprétation d’une augmentation du taux de lésions de l’ADN, qui peut aussi être le signe précurseur d’une 
augmentation du niveau de réparation.



35

M
ét

ab
ol

it
es

 e
t e

nz
ym

es
 d

e 
la

 fl
or

e 
in

te
st

in
al

e Marqueurs de la lumière intestinale : 
métabolites et enzymes de la flore intestinale

Estomac : 10
2
 à 10

3
 bactéries/g

Duodénum : 10
4
 à 10

5
 bactéries/g

Iléon : 10
5
 à 10

8
 bactéries/g

Côlon : 10
10

 à 10
11

 bactéries/g

Biomasse colique : 220g
Biomasse microbienne : 90g
Redox : -100 à -200 mV
pH : 5,7 à 6,9

log (nbre de bactéries/g)

Bacteroides 10-11

Eubacterium 9-11

Bifidobacterium 10-11

Propionibacterium 9-11

Veillonella 5-8

Clostridium 5-9

Lactobacillus 7-9

Streptococcus 7-9

Enterobacteria 5-9

C ent mille milliards de bactéries (soit mille fois le nombre d’étoiles de la voie lactée) peuplent le tube digestif de 
l’Homme. C’est dans le côlon que la flore intestinale est la plus abondante ; les bactéries anaérobies strictes        

(ex. : Bacteroides, Eubacterium, Bifidobacterium, Clostridium) y sont prédominantes, cent à mille fois plus nombreuses 
que les bactéries anaérobies facultatives (ex. : Enterobacteria). La flore colique est extrêmement diversifiée : on considère 
que 500 à 1000 espèces pourraient la composer, représentant un génome ("microbiome") de 2 à 4 millions de gènes.
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des cancers colo-rectaux

Test des comètes 
sur des colonocytes de rats

• sans germes (GF)

• à flore humaine (HFA)

• conventionnels (CON)

• Wilkins & Van Tassell, 1983. Human Intestinal Microflora in Health and Disease

• Mallett & Rowland, 1990. Digestive Diseases

• Chadwick et al., 1992. Drug Metabolism Reviews

Revues 

Un exemple expérimental chez l'animal 
La flore favorise la génotoxicité d’une arylamine, l’IQ (Kassie et al., 2001).

GF
- IQ

GF
+ IQ

HFA
- IQ

HFA
+ IQ

CON
- IQ

CON
+ IQ

500

1000

1500

2000

Ta
il 

m
om

en
t

D e nombreux travaux ont montré que la flore intestinale était un des facteurs étiologiques des cancers colo-
rectaux. Par exemple, la génotoxicité de l’IQ (2-amino-3-méthylimidazo[4,5-f]quinoline), arylamine présente dans 

les viandes et poissons grillés ou fumés, est négligeable chez le rat sans germes (dépourvu de flore intestinale) alors 
qu’elle est élevée chez le rat conventionnel (hébergeant sa flore naturelle) ou à flore humaine. De telles observations 
expliquent que des paramètres biologiques associés à la flore intestinale (activités enzymatiques, métabolites, 
activités biologiques) peuvent être considérés comme des biomarqueurs de cancérogenèse.
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ß-glucuronidase 

Autres marqueurs enzymatiques 

w Déconjugaison de molécules cancérogènes glucuronidées dans le foie 
à "réactivation" (MacBain & MacFarlane, 1998)

w Arguments épidémiologiques : populations à risque à activité élevée

w Modulation possible par l’aliment

• é avec viande (Mallet & Rowland, 1988)

• ê avec fibres et prébiotiques (Silvi et al., 1999)

w Limites

Peut favoriser la "réactivation" de molécules protectrices (ex. : lignanes, Jenab et al., 1999)
à rôle ambigu

w Test d’activité "simpliste", qui ne prend pas en compte la diversité fonctionnelle
de cette famille enzymatique (Nanno et al., 1986 ; Andrieux & Gloux, communication personnelle)

w Nitroréductase à arylamines 
w Nitrate réductase à composés N-nitrosés
w IQ-oxydoréductase à 7-OH-IQ (Van Tassell et al., 1990)

L a flore intestinale exprime une multitude d’activités enzymatiques grâce auxquelles elle transforme les substrats 
d’origine alimentaire ou tissulaire disponibles dans son environnement en une grande variété de métabolites pouvant 

avoir des effets bénéfiques ou néfastes. L’enzyme la plus étudiée comme biomarqueur est la ß-glucuronidase, qui hydro-
lyse et ainsi "réactive" les molécules cancérogènes initialement glucuronidées dans le foie. Son activité est plus élevée chez 
les patients atteints de cancer colo-rectal ou chez les sujets à risque (ex. : régimes alimentaires riches en viande, pauvres
    en fibres).
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w Principaux métabolites ultimes de la fermentation (acétate, propionate, butyrate)
w Butyrate

• Induit in vitro l'apoptose et la différenciation de lignées d'adénocarcinomes coliques
(Avivi-Green et al., 2002 ; Heerdt et al., 1997)

w Modulation de la concentration et du profil d'AGCC par l'aliment
• Ex. : é butyrate avec inuline (Djouzi & Andrieux, 1997)

w Limites
Concentration et profil des AGCC fécaux = reflet déformé du contenu colique

w Issus de la 7-α-déshydroxylation des acides biliaires primaires

• Ac. cholique à ac. désoxycholique, ac. chénodésoxycholique à ac. lithocholique
w Arguments épidémiologiques : populations à risque à concentrations élevées
w Génotoxiques, favorisent la prolifération cellulaire… (Stadler et al., 1988)
w Modulation possible par l'aliment

• é avec lipides et ê avec fibres (Thompson et al., 1985)

Métabolites bactériens
Acides gras à chaînes courtes (AGCC)

Acides biliaires secondaires

L e métabolisme primaire essentiel à la survie des bactéries (ex. : métabolisme énergétique) mais aussi le métabo-
lisme secondaire, non essentiel (ex. : transformation de xénobiotiques), peuvent produire des molécules génotoxi-

ques, promotrices de tumeurs ou, au contraire, anti-cancérogènes. Parmi les AGCC issus du métabolisme énergéti-
que, le butyrate aurait des propriétés anti-cancérogènes en induisant l’apoptose des cellules cancéreuses. A l’inverse, 
les acides biliaires secondaires produits par réduction des acides biliaires primaires (métabolisme secondaire) sont des 
facteurs génotoxiques et promoteurs de tumeurs.
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e Activités biologiques des "eaux fécales"
Principe

Méthodologie

Modulation possible par l'aliment

Limite

L'existence d'une activité mutagène ou génotoxique dans les fèces témoigne de 
l'exposition de la muqueuse colique à des composés potentiellement cancérogènes.

w Extraction aqueuse d'échantillons fécaux
w Recherche d'une activité mutagène

• test de Ames sur bactéries (Bruce et al., 1977)
w Recherche d'une activité génotoxique

• test des comètes sur lignées d'adénocarcinomes coliques (Venturi et al., 1997)

w é avec lipides et viandes et ê avec fibres (Rieger et al., 1999)

w Validation encore insuffisante

L a mesure des enzymes et métabolites bactériens fournit des indications ciblées sur la présence dans le contenu 
colique de facteurs protecteurs ou délétères produits par le métabolisme de la flore colique. Une approche complé-

mentaire est la mesure de l’activité biologique (mutagène, génotoxique, cytotoxique) des "eaux fécales", c’est-à-dire 
de la phase aqueuse des fèces, supposée contenir la majeure partie des espèces chimiques réactives. Il s’agit d’une 
approche globale, donnant des indications sur les potentialités cancérogènes du contenu colique.
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eConclusions et nouvelles pistes
Enzymes bactériennes

Métabolites bactériens

Génotoxicité des eaux fécales

Nouvelles pistes ?

w Méthodes de mesure simples, applicables en routine à grande échelle
w Utiles pour rechercher l'effet modulateur d'un composé alimentaire sur l'exposition 
potentielle de la muqueuse colique à des molécules cancérogènes

w Méthodes de mesure en général simples, applicables à un grand nombre d'échantillons
w Témoignent de l'exposition de la muqueuse colique à des molécules capables d'agir 
sur les événements moléculaires et cellulaires du cancer

w Méthodes de mesure plus lourdes
w Intérêt : explore une activité biologique à marqueur de risque
w Limites : approche globale (molécules responsables ?) et validation encore insuffisante

w N-acétyltransférases bactériennes (Deloménie et al., 2001)
w Effet pro-apoptotique du propionate et de l'acétate (Jan et al., 2002)

L e dosage des enzymes et métabolites bactériens fait appel à des méthodes généralement simples, applicables 
à un grand nombre d’échantillons. Ces biomarqueurs sont particulièrement utiles pour étudier l’effet modulateur 

d’un aliment chez l’animal de laboratoire ou directement chez l’Homme. L’intérêt de la génotoxicité des eaux fécales 
réside dans son lien mécanistique solide avec le processus cancéreux ; cependant ses méthodes de mesure sont 
plus lourdes. La découverte de nouvelles enzymes ou de nouveaux effets biologiques de métabolites connus est amenée 
à enrichir l’étendue des biomarqueurs liés à la flore.
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Cibles cellulaires et moléculaires

Prolifération cellulaire

w Rôle important dans les phase d’initiation, promotion et 
progression de la cancérogenèse 

w Détectée aisément : – incorporation de BrDU ou 3H-thymidine

 – marquage du PCNA, KI-67, ODC…

w Inhibée par de nombreux composés alimentaires
(butyrate, AGPI, polyphénols, vitamine D…)

Inhibition : est-ce bénéfique pour un tissu sain ?

Côlon sain Petit adénome Gros adénome Carcinome colique

L a prolifération cellulaire, phénomène impliqué aux différents stades de la cancérogenèse, est fréquemment 
utilisée comme marqueur d’effet de composés alimentaires. Toutefois, si inhiber la prolifération de cellules tumorales 

est potentiellement bénéfique, qu’en est-il lorsqu’il s’agit d’un tissu sain ?

Photos d’endoscopie : © Bruno Buecher (INSERM, Nantes)

Hyper
prolifération
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w Maturation des cellules pour acquérir une fonction 
tissulaire spécifique

w S’oppose généralement à la prolifération. La transformation 
maligne concerne les cellules capables de se diviser.

w Détection diverse : analyse morphologique (polarisation…) 
ou marqueurs de fonction (enzymes…), facteurs 
de transcription spécifiques (cdx 2)… 

w Modulable par la nutrition (butyrate, vitamine D3…) 

Différenciation cellulaire

Induction : est-ce bénéfique pour un tissu sain ?

L a différenciation cellulaire, processus conduisant à la spécialisation des cellules au sein du tissu, est généralement 
associée à un arrêt de la prolifération. Elle est la cible de divers composés alimentaires. Cependant, l’intérêt d’une 

induction de la différenciation dans un tissu sain n’est pas démontré.
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Apoptose

w Processus pour éliminer les cellules "anormales"

w Défectueux dans les cellules tumorales

w Détection :  – morphologie, fragmentation de l’ADN

  – annexine V (méthode TUNEL)

  – marquage d’effecteurs : caspase-3, apo 2.7

w Induite par de nombreux composés alimentaires (butyrate, AGPI, 
polyphénols, curcumin…)

Induction : bon pour les cellules anormales,
mais pour les cellules saines ?

L ’apoptose, processus de "mort programmée" des cellules, joue un rôle fondamental de protection contre le développe-
ment de tumeurs. Les processus d’apoptose sont souvent défectueux dans les cellules tumorales. L’apoptose 

constitue donc un bon marqueur d’effet bénéfique lorsque l’on s’adresse à des cellules tumorales. Qu’en est-il pour le tissu 
sain ?

Photos : (gauche) extraites de Hass et al., 1997. Gastroenterology, 112, 875-81 ; (droite) : site Web de Molecular Probes (Photo ID: G001618).
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Régulation de l'apoptose

L ’apoptose est régulée par un grand nombre d’effecteurs cellulaires qui peuvent eux-mêmes, individuellement ou en 
association, être de potentiels biomarqueurs.

Récepteur 
de "mort"

Lésions
de l'ADN

APOPTOSE activation
inhibition

p53
BAX

Bid

Caspase 8, 10

Cytochrome c
Apaf-1

Caspase 9

Caspase 3, 6, 7

B
cl2
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w Surexpression dans les cancers colo-rectaux
= facteur de mauvais pronostic

w Inactivation du gène de COX-2 chez la souris
= diminution de la cancérogenèse

w Surexpression ciblée dans la glande mammaire
= tumeurs mammaires spontanées

w Risque réduit de cancer colorectal chez les patients sous AINS
(anti-inflammatoire non stéroïdien) = cible chez l’Homme 

COX-2 a un rôle physiologique, induit dans les inflammations. 
Certaines tumeurs n'expriment pas COX-2. Rôle des lipoxygénases ?

Ac. arachidonique

Prostaglandines

Angiogenèse Résistance à 
l'apoptose...

COX 1, 2

L ’isoforme 2 des cyclooxygénases (COX-2), enzymes clefs de la biosynthèse des prostaglandines, joue un rôle 
important dans la cancérogenèse. L’inhibition de son activité ou de son expression constitue un marqueur d'effet 

intéressant. Les résultats acquis avec des anti-inflammatoires non-stéroïdiens, inhibiteurs de COX-2, apportent des 
données convaincantes pour valider son utilisation comme biomarqueur. Cependant certaines tumeurs n’expriment 
pas COX-2. Par ailleurs, d’autres enzymes, comme les lipoxygénases, peuvent également présenter un intérêt.



46

Ci
bl

es
 c

el
lu

la
ir

es
 e

t m
ol

éc
ul

ai
re

s

Autres cibles potentielles

D ’autres cibles, impliquées dans différentes voies de signalisation, sont également des biomarqueurs potentiels. 
Cependant, aucune de ces cibles n’est actuellement validée comme biomarqueur.  Des études complémentaires 

sont donc nécessaires pour leur validation. Toutefois, ces cibles sont très utiles pour préciser les mécanismes d’action 
des composés alimentaires étudiés.

α-cat

β-cat

Protéasome

Protéasome

Prolifération 
Différenciation

Survie...

Prolifération 

Apoptose
 Arrêt du cycle

TCF
AP1

NFκB

M

p53
Cyclines

/cdks

G2 G1

S

ADN

NFκB

IKK

IκB

p21 p21

p27p27p53

RAS

PKc

G

SMADs

MAPKs

Jonctions 
adhérentes

TGF β R

APC/
β-caténine

Jonctions 
communicantes

RTK R7TM

Pi3K/
AKT
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L es puces à ADN permettent d’identifier de nouveaux biomarqueurs de la cancérogenèse aussi bien que de réaliser un 
suivi systématique et global de la modulation de l’expression des gènes sous l’effet d’un composé ou d’un régime 

alimentaire donné, dans des tissus ou cellules chez l'Homme ou l'animal.

Photo "puce ADN" : © Fabrice PIERRE (INRA, Toulouse)

Les microarrays

Puce à ADN
Cancérogenèse

Modification 
alimentaire

Évaluer l'effet 
sur la

 cancérogenèse

Identifier
de nouveaux 
biomarqueurs
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A  partir d’échantillons biologiques, on extrait les ARN messagers (ARNm), on synthétise les ADNc correspondants 
marqués (*) au Cy5 (témoin) et Cy3 (expérimental). Après hybridation sur la lame, l’intensité de chaque spot (1 spot 

= 1 gène) pour les deux longueurs d’onde (Cy5 et Cy3) est mesurée. On calcule le ratio d’intensité expérimental/témoin 
qui détermine l’expression relative de chaque gène. 
Toutefois, les ratios ne sont pas utilisables directement, ils nécessitent une étape de retraitement des données 
(normalisation). 

Étapes de réalisation des microarrays
Expérimentation

 in vivo
Extraction des ARNm 

RT-PCR
Hybridation Scan

Normalisation des données Acquisition des données : intensités en Cy3 et Cy5

Témoin

Expérimental

ARNm ADNc*

Cy5

Cy3

Support des 
ADN cibles

Données normalisées Données brutes

Biais techniquesRatio interprétables

Calcul du ratio Vert/Rouge
(c.a.d Expérimental/Témoin)

Ratio < 1 : sous-expression dans groupe expérimental

Ratio > 1 : sur-expression dans groupe expérimental

Ratio = 1 : expression identique

R-1 plot followinglowessR-1 plot raw data

log10(R*G)log10(R*G)

lo
g

2(R
/G

)

lo
g

2(R
/G

)

Graphes : Quackenbush, 2002. Nat Genet, 32, 496-501.
Photos (rat & puce ADN) : © Fabrice PIERRE (INRA, Toulouse)
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L ' intérêt des biopuces à ADN est double : 
1- Identifier de nouveaux biomarqueurs : expression comparée de milliers de gènes simultanément dans les tissus 

sain et cancéreux. On obtient des "signatures cancéreuses". 2- Suivre l’impact d’un régime alimentaire sur la cancé-
rogenèse : orientation métabolique induite, promotrice ou préventive. La conclusion pourra être plus précise car basée 
sur de nombreux marqueurs. On obtient des "signatures alimentaires". A terme, le regroupement de ces signatures en 
    banque de données permettra d’identifier des aliments protecteurs.

Intérêt des microarrays

Tissu tumoral

Tissu sain

Régime témoin

Régime
expérimental

Suivi de multiples 
biomarqueurs

=> orientation vers
protection ou promotion 

Banque de données 
des 

"signatures alimentaires"

Analyses multifactorielles
Études d'impact alimentaire

Identification de nouveaux 
biomarqueurs

Signature de 
"cancérogenèse"

Signature 
"alimentaire"

Cy5

Cy3

Cy5

Cy3

Images des tissus et ADN extraites de Pollack & Iyer, 2002. Nat Genet, 32, 515-521.
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P lusieurs équipes ont étudié avec succès la cancérisation et l’impact de l’alimentation sur le cancer, à l'aide de 
biopuces. - Birkenkamp-Demtroder et al. ont mis en évidence des marqueurs spécifiques de la transition tissu sain 

vers tissu cancéreux dans le côlon humain. - Dong et al. ont identifié des marqueurs spécifiques d’une supplémentation en 
sélénium sur cellules humaines in vitro. - Schneider et al., du réseau NACRe, ont montré sur un modèle animal l’impact 
du resvératrol sur le cancer du côlon chez la souris Min.

Exemples réussis...
Identification de nouveaux biomarqueurs de cancérogenèse

Impact des composés alimentaires sur la cancérogenèse

Birkenkamp-Demtroder et al., Cancer Res, 2002. 
Suivi de modulation d’expression entre tissu sain et tumoral (Dukes de A à D)

⇒ transition tissu sain vers stade A :   • 37 gènes exprimés de novo

• 30 gènes réprimés

In vitro : Dong et al., Cancer Res, 2002.

Utilisation de puces à ADN :

⇒ étude des mécanismes d’action du sélénium 
⇒ mise en évidence des marqueurs permettant d’évaluer 
l’effet de supplémentation en sélénium

In vivo : Schneider et al., Nutr Cancer, 2001 (au sein de NACRe).

⇒ mise en évidence des modulations induites par le resvératrol associées 
à ses propriétés protectrices : "signature alimentaire"
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Biomarqueurs : questions en suspens

A part la tumeur elle-même, 
il n’y a pas de marqueur absolu de risque accru de cancer

w aucun marqueur n’est totalement satisfaisant

w un nutriment peut être bénéfique sur une étape, néfaste sur une autre

Il faut donc être prudent dans la transposition en allégation.

Exemple des antioxydants :

- bénéfiques vis-à-vis de la protection de l’ADN, négatifs vis-à-vis de l'apoptose

- bénéfiques sur la viabilité des lymphocytes cytotoxiques, négatifs sur 
la destruction de la cible (protègent la tumeur)

Faut-il un panel de plusieurs marqueurs correspondant à différentes étapes ?

L a cancérogenèse est un processus très complexe, mettant en jeu de multiples mécanismes. Seule la tumeur cancé-
reuse est totalement pertinente à l'égard du cancer. Aucun des marqueurs intermédiaires n'est totalement prédictif, 

ce qui doit inciter à la prudence dans l'interprétation des résultats.
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Bien interpréter la variation d'un biomarqueur : 
protection ou reflet d'une toxicité ?

w Erreurs d’interprétation dues à des méthodes non fiables et au manque 
de standardisation

w Être sûr de la bonne conservation du prélèvement lors des études prospectives

w L'induction d’un gène de défense peut refléter un mécanisme protecteur 
ou l’action d’un cancérogène.

w Une augmentation de P450 ou GST signifie-t-elle une protection 
ou un mécanisme toxique ?

w Le taux de lésions de l’ADN dépend de leur formation et de leur réparation.

w Quelles sont les lésions mutagènes ? Définir un index de mutagénicité.

Éliminer les erreurs

Bien interpréter le sens des variations observées

S i un facteur alimentaire fait varier un biomarqueur, il faut s'interroger sur la signification de cette variation, car 
elle peut s'avérer trompeuse.
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Interpréter l'effet des nutriments en tenant 

compte des polymorphismes des sujets

w Quels gènes et quels polymorphismes étudier ? 

w Comment (PCR-séquençage, biopuces, Maldi-TOF...) ?

w Conjuguer étude nutritionnelle, biomarqueurs et polymorphisme

  ex. : vitamine E et XRCC1 - Van Gils, 2002

w Faut-il ne réaliser les études de supplémentations 
que chez les groupes génétiquement les plus à risques ? 

C hez l'Homme, en raison du polymorphisme génétique, la sensibilité aux facteurs environnementaux, et facteurs 
alimentaires en particulier, est variable. C'est un paramètre dont il faut tenir compte dans les études d'intervention 

nutritionnelle.
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Éthique

w Accès au prélèvement tumoral pour contrôle

w Doit-on communiquer les résultats des biomarqueurs 
aux volontaires et que leur dire ? 

w A-t-on le droit d’étudier le polymorphisme des gènes 
de prédisposition au cancer chez des sujets sains ?

w Jusqu’où peut-on aller chez l’Homme sain ?
(techniques invasives : bronchoscopie, biopsies intestinales…) 

L es études d'intervention nutritionnelle sont indispensables pour valider les biomarqueurs identifiés chez l'animal. 
Plusieurs contraintes d'ordre éthique sont alors à prendre en compte.
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Biomarqueurs et allégations-santé

w Quelles allégations des aliments-santé peuvent découler d’un effet sur 
un biomarqueur de cancérogenèse ?

- Effet protecteur vis-à-vis de la cancérogenèse ?

- Diminution de facteurs de risque de cancérogenèse ?

- Ou effet spécifique vis-à-vis d’un mécanisme précis ? 
exemples : amélioration de l’élimination des substances cancérogènes, 
protection de l’ADN, amélioration de l’immunité antitumorale

w Comment  passer du marqueur "cognitif " au marqueur "d’intérêt préventif " ?

w Doit-on exiger un ensemble de marqueurs, et non un marqueur isolé ?

- Métabolisme + génotoxicité + apoptose + immunité

D ans le domaine nutrition et cancer, la problématique des allégations-santé est particulièrement complexe à aborder. 
De nombreuses questions sont en suspens. 
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w Innover : nouveaux marqueurs issus de la biologie 
numérique, nouvelles technologies

w Standardiser

w Valider chez l'animal

w Valider dans des études de cohortes en comparant 
biomarqueurs et apparition des cancers

w Quels essais faudrait-il mettre en place en priorité ? 

Perspectives

L es progrès dans ce domaine passent par un gros investissement de recherche pour standardiser et valider les 
marqueurs existants et en développer de nouveaux. Compte tenu des enjeux de santé publique et économiques, 

ce domaine mérite un partenariat entre la recherche publique et la recherche privée.



57

Pa
rt

ic
ip

an
ts

 d
e 

l’a
te

lie
r 

Bi
om

ar
qu

eu
rs

s Coordination de l'atelier Biomarqueurs : 
MARTEL Paule

s Introduction et tumeur : 
MARTEL Paule, RÉVILLION Françoise

s Lésions précancéreuses : 
BRUNEAU Aurélia, MARTEL Paule, PIERRE Fabrice, CASSAND Pierrette

s Enzymes du métabolisme des xénobiotiques (EMX) : 
LE BON Anne-Marie, ROUIMI Patrick, BERNARD-GALLON Dominique

s Génotoxicité : 
HININGER Isabelle, LE BON Anne-Marie, FAVIER Alain

s Métabolites et enzymes de la flore intestinale : 
RABOT Sylvie, BRUNEAU Aurélia

s Cibles cellulaires et moléculaires : 
BLOTTIÈRE Hervé, MARTEL Paule

s Techniques à haut débit et biomarqueurs : 
PIERRE Fabrice, ROUIMI Patrick

s Perspectives : 
FAVIER Alain
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9 équipes

3 équipes

2 équipes

1 équipe

INRA, Nutrition & Sécurité Alimentaire :
Blottière H., ) 01 34 65 23 19 - : hblot@jouy.inra.fr
Bruneau A., ) 01 34 65 20 45 - : bruneau@jouy.inra.fr
Martel P., ) 01 34 65 22 54 - : martel@jouy.inra.fr

INRA, Écologie & Physiologie du Système Digestif : 
Rabot S., ) 01 34 65 24 65 - : rabot@jouy.inra.fr

78 Jouy-en-Josas

UFR Pharmacie, NVMC :
Hininger I., ) 04 76 63 71 81- : isabelle.hininger@ujf-grenoble.fr

CEA, LAN/DFRMC/SCIB :
Favier A., ) 04 76 76 54 84 - : favier@drfmc.ceng.cea.fr

38 Grenoble

INRA/ENVT, UMR1089 Xénobiotiques :
Pierre F., ) 05 61 19 32 89 - : f.pierre@envt.fr
Rouimi P., ) 05 61 28 53 93 - : prouimi@toulouse.inra.fr

31 Toulouse

Centre Oscar Lambret,
Oncologie Moléculaire Humaine :

Révillion F., ) 03 20 29 59 59/poste 5233
: f-revillion@o-lambret.fr

59 Lille

Univ. Bordeaux 1, Nutrition & Signalisation Cellulaire :
Cassand P., ) 05 40 00 87 17 - : p.cassand@istab.u-bordeaux1.fr

33 Talence

INRA, UMR Toxicologie Alimentaire :
Le Bon A-M., ) 03 80 69 32 15 - : lebon@dijon.inra.fr

21 Dijon

Centre Jean Perrin, Oncologie Moléculaire
Bernard-Gallon D., ) 04 73 27 80 21
: dominique.bernard-gallon@cjp.fr

63 Clermont-Ferrand

Répartition des équipes du réseau NACRe
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Résumé - L’atelier " Biomarqueurs " du réseau NACRe présente son analyse des marqueurs 
d’effets en cancérogenèse ou sur le risque de cancer : les enjeux scientifiques et économiques, 
les marqueurs disponibles, leurs avantages et limites, les questions en suspens et les perspectives. 

La tumeur, marqueur ultime, est un marqueur par excellence mais qui présente de nombreuses 
limites pratiques et éthiques, d’où la nécessité de marqueurs intermédiaires. De nombreuses cibles, 
correspondant à différentes étapes de la cancérogenèse, répondent en partie aux critères souhaités :

• les lésions précancéreuses (ex. : foyers de cryptes aberrantes en cancérogenèse colique), 
utilisées chez l’animal et utilisables chez l’Homme, ne sont toutefois pas totalement prédictives 
du développement de tumeurs ; 

• les enzymes du métabolisme des xénobiotiques contribuent à modifier le risque 
d’exposition à des substances cancérogènes ; si l’induction des glutathion-S-transférases  
est généralement favorable, l’induction ou l'inhibition d’autres enzymes est parfois à double 
tranchant ;

• la mesure des lésions de l’ADN a l’avantage de pouvoir s’appliquer aisément aux cellules 
humaines ; toutefois, elle correspond à une étape précoce de la cancérogenèse.

• certaines enzymes bactériennes modifient les constituants arrivant dans la lumière 
intestinale et par voie de conséquence l’exposition de la muqueuse colique à des facteurs 
protecteurs ou délétères ; ce domaine est cependant encore peu exploré chez l’Homme.

• au niveau cellulaire, la prolifération, la différenciation ou l’apoptose, sont des cibles 
pertinentes vis-à-vis de la cancérogenèse et utiles pour la recherche de mécanismes. 
Bien d’autres cibles cellulaires et moléculaires potentielles restent à explorer plus largement 
chez l’Homme. Par ailleurs, les techniques d’analyse à grande échelle du génome ou 
du protéome ouvrent la voie à des approches intégrées et à l'identification de nouveaux 
biomarqueurs.

Dans tous les cas, la prudence est de rigueur, pour l’interprétation de l’effet d’un nutriment ou de la 
variation d’un biomarqueur et l’application en terme d’allégation-santé.


